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Avant propos

L'obésité résulte d’'une rupture de le la balance entre les apports et les dépenses
d’énergie. L'augmentation de la prévalence de cette maladie chez ’'Homme au cours de ces
dernieéres années est essentiellement due aux changements de mode de vie et d’habitude
alimentaires. Particulierement, un mode de vie sédentaire couplé a un apport énergétique
important peut étre a l'origine de I'obésité et des maladies associées. Cependant, si la
quantité d’apport alimentaire et spécialement celle des lipides a été longtemps mise en
cause, l'attention aujourd’hui se dirige vers I'impact de la qualité de ces lipides sur le
développement du surpoids et de l'obésité. Dans notre consommation actuelle, un
déséquilibre entre I'apport alimentaire en acides gras polyinsaturés (AGPIs) w6 et w3 a été
observé et semble étre corrélé a la survenue de plusieurs pathologies dont I'obésité.

Chez les mammiféeres, il existe deux types de tissus adipeux, le tissu adipeux blanc
spécialisé dans le stockage et la libération d’énergie et le tissu adipeux brun dont la fonction
principale est d’utiliser cette énergie pour produire de la chaleur. La récente découverte
d’adipocytes bruns fonctionnels chez ’lhomme adulte permet d’envisager leur utilisation
pour augmenter la dépense d’énergie dans le cadre du traitement de I'obésité. De facon
intéressante, des adipocytes thermogéniques peuvent apparaitre au sein du tissu adipeux
blanc suite a certains stimuli. Ces adipocytes nommeés adipocytes “brites” pour “brown in
white”, ou beige, peuvent contribuer a la restauration de ’"homéostasie énergétique en
augmentant les dépenses d’énergie.

Afin de mieux comprendre la contribution des AGPIs dans I’'homéostasie énergétique
et plus particulierement dans la dépense d’énergie, I'objectif de mes travaux de these était
d’étudier les effets de ces AGPIs de types w6 et w3 et de leurs métabolites sur la conversion
des adipocytes blancs en adipocytes “brites”.

Ce manuscrit fera dans un premier temps le point sur les connaissances que nous
avons du tissu adipeux blanc et brun, des acides gras et des effets des AGPIs sur le
développement particulierement du tissu adipeux blanc. Les résultats présentés ensuite en
deux parties, porteront sur I'impact des AGPIs sur la formation et la fonction des adipocytes
“brites”. Chaque partie sera suivie par une discussion comprenant les perspectives de
recherche envisagées. Enfin, une revue et une conclusion générale résumeront les travaux
de cette these et permettront de les situer dans le cadre de la recherche sur |'obésité.
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Partie | : Le tissu adipeux (TA)

L’homéostasie énergétique se définit par un état d’équilibre entre les apports et les
dépenses d’énergie. Cet équilibre est essentiel pour la conservation des fonctions vitales de
I'organisme et permet a un individu de garder un poids corporel normal situé dans un
intervalle défini génétiquement et environnementalement. Les apports énergétiques
proviennent principalement de I'alimentation, alors que les dépenses d’énergie sont dues
essentiellement au métabolisme cellulaire basal et aux exercices physiques. Le maintien de
I’'homéostasie nécessite la mise en place d’'un dialogue entre le cerveau et les organes
périphériques tel que le foie, le pancréas, le systeme gastro-intestinal et les tissus adipeux.
Ces derniers sont localisés dans divers sites anatomiques de |'organisme selon leur fonction
propre. Les principales cellules parenchymateuses de ces tissus sont les cellules
adipocytaires ou adipocytes. On en distingue trois types: 1) I'adipocyte blanc, 2) I'adipocyte
brun et 3) I'adipocyte brite, qui vont assurer des fonctions métaboliques et énergétiques
différentes. Grace a ses trois types de cellules, le tissu adipeux participera a ’lhoméostasie

énergétique en régulant I'apport, le stockage, la libération et la dépense d’énergie.

1 Le tissu adipeux blanc (TAB)

Toutes les especes animales sont parvenues a stocker I'exces de leur énergie sous
forme de matiere grasse afin de |'utiliser en cas de besoin. La plupart des animaux possede
un tissu appelé tissu adipeux blanc (TAB) au niveau duquel I'exces d’énergie est stocké sous
formes de lipides. Au cours du XIXeme siecle, le tissu adipeux blanc était considéré comme
un tissu conjonctif sans anatomie spécifique, dans lequel des cellules capables de stocker les
lipides étaient enveloppées dans un réseau de fibre de résistine et de matrice extracellulaire.
Sa fonction était réservée a l'isolation thermique, au soutien et au stockage de lipides. Ce
n’est qu’au milieu du XXeme siecle que les scientifiques ont commencgé a considérer le TAB
comme un tissu spécifique constitué de cellules adipocytaires différentes de celles présentes

dans le tissu conjonctif.
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Chez 'Homme, le TAB apparait apres le troisieme trimestre de la grossesse et continue
a s’accroitre tout le long de la vie de l'individu. A I'dge adulte, ce tissu constitue 15 a 20% du

poids corporel de 'homme et 20 a 25% de celui de la femme.

1.1 Anatomie du TAB

Contrairement aux invertébrés qui stockent leurs exces d’énergie exclusivement au
niveau abdominal, les vertébrés sont capables de stocker cet excés a la fois au niveau intra-
abdominal et/ou sous-cutané. Chez les mammiféres, il y a deux types de TAB en fonction de
la localisation, le TAB sous-cutané (TAB-SC) et viscéral (TAB-V). A partir de I'dge de
I’adolescence, le TAB-SC se répartit différemment en fonction du sexe. Ce tissu constitue la
majorité de la masse adipeuse corporelle. Il se localise principalement au niveau du cou, de
I'abdomen et des épaules chez 'homme contrairement aux femmes olu ce dépo6t sera
essentiellement localisé au niveau des hanches, des fessiers, des cuisses et des seins. La
variabilité de taille des adipocytes constituant ce dépot, reflete la plasticité et ainsi la
capacité d’hypertrophie que peuvent avoir ces cellules en cas de rupture de 'homéostasie
énergétique en faveur des apports d’énergie. Le TAB-SC représente le site privilégié de

stockage d’énergie a long terme.

D’autre part, le TAB-V représente entre 5 et 20% de la totalité du TA. Ce tissu est
moins ordonné mais beaucoup plus vascularisé et innervé que le TAB-SC. Le TAB-V posséde
une capacité de lipogenese et de lipolyse intense. C'est le premier TA a pouvoir répondre a
un stress métabolique ou a un besoin d’énergie pour assurer une disponibilité directe de
substrats énergétiques. Chez 'Homme, on distingue trois types de TAB-V : le TAB intra-
péritonéal, rétro-péritonéal et péri-rénal(figure 1). Le dépobt intra-péritonéal est a son tour
divisé en dép6t mésentérique et omental, il se situe dans la partie ventrale du péritoine. Le
dépot rétro-péritonéal se localise aux alentours des reins au niveau de la partie dorsale du
péritoine. Il se differe du dépobt péri-rénal par I'absence de liaison directe avec la surface des
reins. Chez les rongeurs, il existe un troisieme type de TAB intra-péritonéal appelé le dépot
péri-gonadique, situé au niveau des appareils génitaux, il joue un rble protectif de ces

derniers (Cinti, 2005).
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Figure 1. Distribution des dépots de TAB chez 'Homme. D’aprés (Gesta et al., 2007)

1.2 Les cellules du TAB

Au niveau cellulaire, le TAB est constitué de cellules adipocytaires ou adipocytes et de

cellules non-adipocytaires.

1.2.1 Les adipocytes

lls sont organisés en lobules séparés par des cloisons de tissu conjonctif au niveau
desquels on trouve des fibres de résistine, des cellules immunitaires et des fibroblastes. Les
adipocytes blancs représentent I'unité fonctionnelle du TAB douée 1) d’une capacité de
stocker I'énergie sous forme de triglycérides (TGs), 2) de mobiliser ce stock en cas de besoin
et 3) d’une fonction endocrine (Zhang et al.,, 1994). Ce sont des cellules sphériques
contenant, une grosse gouttelette lipidique de diamétre pouvant aller de 10 a 150 um et
occupant 90% du volume de I'adipocyte, un noyau repoussé par la gouttelette lipidique vers
la membrane cytoplasmique, quelgues mitochondries et autres organites cellulaires. Les
adipocytes sont entourés d’'une membrane basale au niveau de laquelle ils entrent en

contact avec les cellules endothéliales des capillaires sanguins. La taille de I'adipocyte
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dépend de la taille de sa gouttelette lipidique et varie selon I'état métabolique de

I'adipocyte.
La gouttelette lipidique

La gouttelette lipidique a été longtemps considérée comme un réservoir lipidique
intracellulaire inerte. Or, avec les avancés des études de la biologie de cette gouttelette, les
chercheurs la considérent aujourd’hui comme une organelle dynamique essentielle dans les
fonctions de I'adipocyte. La gouttelette lipidique est formée d’une monocouche lipidique
entourant un noyau de TG et d’ester de cholestérol et revétue de protéines appartenant a la
famille des « perilipins » (PLIN) (figure 2). Cette famille comprend Ila PLIN 1,
I’adipophiline/PLIN 2, Tip (tail interacting protein)-47/PLIN 3, PLIN 4 et 5. La PLIN 1
représente la protéine la plus abondante au niveau de la membrane de cette gouttelette et
représente le substrat majeur de la protéine kinase A (PKA) activée au cours de la lipolyse.
De ce fait, la PLIN 1 joue un role essentiel dans la régulation de la mobilisation des TGs.
D’une part, elle joue le réle d’'un obstacle empéchant les lipases cytoplasmiques d’accéder
au TGs dans les conditions basales. Et d’autre part, la périlipne 1 est phosphorylée par la PKA

suite a un stimuli lipolytique, facilitant ainsi I’acces des lipases (Brasaemle, 2007).

Cholesterol
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Figure 2. Schéma représentant la structure de la gouttelette lipidique. TAGs = triglycérides ; CEs = esters de
cholestérols. Source: Chapter 1-Lipid Structure: Lipids in Water Biochemistry-Dr. JAKUBOWSKI 11/12/2015
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L'origine de cette gouttelette est encore un sujet de débat. L’hypothese la plus
probable reste celle qui définie la gouttelette comme une conséquence de I'accumulation de
lipides entre les deux couches du réticulum endoplasmique causant I’excision d’un bicelle.
Apres excision, la gouttelette lipidique reste en contact direct avec la membrane externe du
réticulum endoplasmique. En plus de ce contact, la gouttelette peut avoir des connexions
avec la membrane cytoplasmique grace aux cavéoles appartenant aux « lipid Rafts ». Ces
derniers sont des parties de la membrane cytoplasmique enrichies en CD36/FATP4 « fatty
acid transport protein 4 » qui favorisent le transport des acides gras (AGs) depuis I'extérieur

vers le noyau de la gouttelette lipidique.

1.2.2 Les cellules non-adipocytaires

Elles constituent la fraction stroma-vasculaire (FSV) et correpondent essentiellement a
des fibroblastes, des précurseurs adipocytaires, des cellules endothéliales, des lymphocytes
T, des cellules « Natural Killer » NK (Henegar et al., 2008), des mastocytes (Liu et al., 2009) et
des macrophages (figure 3). Ces derniers représentent 15% des cellules de la FSV et selon
leurs types, ils produisent des cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine-6 et
I'interleukine-1 pour les macrophages de type 1 ou anti-inflammatoires tel que
I'interleukine-10 et le TGF (transforming growth factor)-B pour les macrophages de type 2

(Aron-Wisnewsky et al., 2009).

Vaisseau sanguin

Adipocyte mature

macrophage

Figure 3. Dessin illustrant les différentes cellules composant le TAB. Source: illustration en biologie
Christophe Martin.
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1.3 Fonctions du TAB

En plus de sa fonction de stockage et de libération d’énergie, le TAB est considéré
comme un organe endocrine capable de synthétiser et secréter des cytokines adipocytaires
appelées adipokines. Ces derniéres jouent un roOle important dans [|’homéostasie
énergétique. Enfin, le TAB présent au niveau des paumes des mains, des plantes de pieds et
des fessiers chez 'Homme assure essentiellement une protection contre les pressions
mécaniques abondantes a ces niveaux du corps. Dans ce chapitre, nous allons aborder en

détails ces diverses fonctions du TAB.

1.3.1 Stockage de I'énergie

Le stockage énergétique représente le réle le plus important du TAB. Ce dernier
capte la quasi-totalité des lipides circulants, essentiellement d’origine alimentaire, et
apporté par la circulation sanguine et lymphatique. Le TAB stocke ces lipides sous forme de
TGs composés de 3 molécules d’AGs estérifiés sur une molécule de glycérol. Chez 'Homme
adulte en bonne santé, le stock de TGs représente entre 90000 et 180000 kCal, contre 20000
kCal pour les protéines et seulement quelques centaines de kCal pour le glycogene et
guelgues dizaines pour le glucose (Foufelle and Ferré, 2013). Ce stock d’AGs servira comme
source d’énergie couvrant les besoins des organes oxydatifs comme le foie, les muscles
squelettiques, le coeur et le cortex rénal en cas de carence énergétique. La présence de la
barriere hémato-encéphalique limite I'accés des AGs au cerveau. Pour couvrir ses besoins en
énergie, ce dernier utilise donc les corps cétoniques produits par la métabolisation
hépatique de ces AGs. Le stock de TGs dans le TAB permet a 'Homme de survivre a une
période de jeline prolongée pouvant aller de 2 mois chez I’'Homme sain jusqu’a 3 mois chez

I'Homme obése, bien slr dans des conditions exceptionnelles.

La formation ou la vidange de ce stock va donc dépendre de la prise alimentaire, des
besoins métaboliques et de I'activité physique. Elle dépend aussi de I'état de stress de
I'individu qui conduit a la libération entre autres de catécholamines, servant de dialogue

entre le systeme nerveux central et le TAB.
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1.3.1.1 Le transport des AGs

Les AGs de I'alimentation sont généralement retrouvés sous formes d’esters dont les
triglycérides (TGs) constituent environ 95% (Guesnet, 2005). Les triglycérides sont formés
d’une molécule de glycérol estérifiée par trois AGs en position snl et 3 (position externe par
rapport au glycérol) et sn2 (position interne par rapport au glycérol). Les triglycérides sont
des molécules hydrophobes alors que leurs enzymes d’hydrolyse sont lipophiles, ce qui fait
appel a une stratégie d’absorption spécifique différente de celle des protéines et des
glucides. Arrivés au niveau de I'estomac, les lipides alimentaires forment des émulsions
lipidiques dans lesquelles se forment des zones frontieres entre les parties lipophiles et
hydrophiles permettant ainsi aux lipases d’agir. La principale enzyme de digestion des TGs
est la lipase pancréatique. Sous I'action de cette derniere, un TG génere deux molécules
d’AGs et une molécule de monoglycéride gardant I’AG en position sn2 (2-monoacylglycérol,
2-MG). La deuxieme étape de I'hydrolyse des lipides consiste a entourer les TGs par des
acides biliaires ce qui forme les micelles, constitués ainsi de MG, d’AGs et d’acides biliaires,

qui pourront étre absorbé par les entérocytes au niveau de l'intestin gréle.

Deux modeles d’absorption d’AGs au niveau des entérocytes sont proposés. Cette
absorption peut avoir lieu soit par une diffusion passive a travers la membrane
cytoplasmique, soit par l'intermédiaire de transporteurs spécifiques d’AGs tel que FATP4 ou
FAT/CD36. Ces transporteurs acheminent les AGs vers le réticulum endoplasmique ou ils
seront ré-estérifiés pour former de nouveaux TGs puis incorporés dans une structure que
I'on appelle les chylomicrons (lgbal and Hussain, 2009). Tous les lipides ingérés sont
incorporés dans les chylomicrons qui sont constituées en leurs centres de TGs, de
cholestérols estérifiés et de vitamines liposolubles assemblées de fagon a avoir leurs parties
hydrophiles vers I'extérieur. Apres assemblage, les chylomicrons sont liés a une protéine
d’adressage appelée I'ApoB48. Une fois complets, les chylomicrons sont libérés par
exocytose dans la voie lymphatique puis déversés dans le sang, afin d’étre distribués dans
I'organisme. A la fin de la distribution, les chylomicrons résiduels, débarrassés d’une grande

partie de leurs lipides sont captés par le foie.
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D’autre part, il existe une autre voie endogéne qui permet d’alimenter I'organisme en
TGs. En effet, tous les AGs peuvent étre synthétisés par I'organisme a I’exception des acides
gras poly-insaturés essentiels (AGPIs) et les Vitamines liposolubles A, E et K. La plupart des

cellules peuvent synthétiser des AGs mais le site privilégié pour cette biosynthese est le foie.

Que ce soit d’origine alimentaire ou endogéne, les AGs sont incorporés dans les TGs
et transportés dans I'organisme sous forme de lipoprotéines. On en distingue quatre classes
caractérisées par leurs densités, leurs charges électriques ainsi que leurs compositions en
lipides et en protéines: les chylomicrons riches en TGs d’origine alimentaire portant la
protéine Apo B48, les VLDL (very low density lipoproteins) de trés basse densité riches en
TGs synthétisés par le foie portant I’Apo B100, C et E, les LDL (low density lipoproteins) de
basse densité riche en cholestérol portant '’Apo B100 et les HDL (High density lipoproteins)
de haute densité riche en cholestérol et portant les Apo A. Les chylomicrons et les VLDL
transportent les AGs d’origine alimentaire et endogene, respectivement, vers les organes
périphériques. Les VLDL appauvris en AGs forment les LDL qui transportent donc le
cholestérol. Par ailleurs, les HDL qui dérivent des chylomicrons transportent le cholestérol

des organes périphériques vers le foie (Borel et al., 1997). (Figure 4)

| &

Intestin ~

L\DL R

Tissus périphériques

Figure 4. Représentation des voies de transport des AGs dans 'organisme et des lipoprotéines impliquées.
HDL : high density lipoprotein, IDL :intermediate density lipoprotein, LDL : low density lipoprotein, LDL-R : low
density lipoprotein Receptor, VLDL :very low density lipoprotein.
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1.3.1.2 La Lipoprotéine Lipase (LPL)

Les chylomicrons et les VLDL arrivent dans le TAB par la circulation sanguine, mais ces
lipoprotéines sont trop volumineuses pour franchir 'endothélium des vaisseaux et entrer
dans les adipocytes. Une étape d’hydrolyse des TGs, contenus dans les chylomicrons, en AGs
est alors nécessaire. Pour cela, les adipocytes synthétisent la lipoprotéine lipase (LPL) et
I’'acheminent vers le c6té luminal des cellules endothéliales. A ce niveau, la LPL hydrolyse les
TGs présents dans les lipoprotéines en AGs et en 2-MAG. Cette enzyme est donc tres
importante et elle peut étre régulée a différents niveaux. L’activation de la transcription de
la LPL est stimulée par les facteurs de transcription « Sterol Regulator Element Binding
Protein » (SREPB) 1 et 2 et par le récepteur nucléaire « Peroxisome Proliferator Activated
Receptor y» (PPARY) (Schoonjans et al., 2000; Schoonjans et al., 1996). Une fois synthétisée,
la LPL subit une régulation post-traductionnelle via la « Lipase Maturation Factor 1 » (LMF1)
pour la rendre catalytiquement active (Péterfy et al.,, 2007). Au niveau endothélial, la LPL
interagit avec une protéine appelée « glycosylphosphatidylinositiol-anchored high density
lipoprotein binding protein 1 » (GPIHBP1) ce qui facilite I'interaction entre la LPL et les
lipoprotéines (Dallinga-Thie et al., 2007). D’autre part, I'«Angiopoietin like protein 4»
(Angptl4) inhibe I'activité de la LPL en cas de je(ne limitant ainsi le stockage de lipides au
niveau du TAB (Sukonina et al., 2006). A I'inverse, dans |'étape post-prandiale I'organisme a
besoin de stocker les AGs apportés par l'alimentation sous formes de TGs dans les
adipocytes. La sécrétion d’insuline au cours de cette étape stabilise I’ARNm, active et induit
la sécrétion de la LPL induisant ainsi I'entrée des AGs dans I'adipocyte (Semenkovich et al.,

1989).

1.3.1.3 Le transport des AGs dans le TAB

Apres I'action de la LPL sur les TGs, les AGs et les 2-MAGs ainsi formés doivent entrer
dans les adipocytes. Or, malgré leur caractere hydrophobe leurs permettant de traverser la
membrane cytoplasmique par simple diffusion, il existe un systtme membranaire de
transport saturable capable de transporter non seulement la faible concentration des AGs
non estérifiés libres mais aussi la majorité d’AGs non estérifiés liés a I'albumine. Parmi ces

transporteurs, on distingue : 1) la famille des protéines : transporteurs d’AGs « Fatty Acid
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Transporter Protein » (FATP) localisée sur la membrane plasmique, 2) le récepteur
« scavenger » ou « Fatty Acid Translocase/Cluster of Differentiation 36 » (FAT/CD36) et 3) la
protéine de liaison aux AGs de la membrane cytoplasmique « Fatty Acid Binding Protein

plasma membrane » (FABPpm) (Foufelle and Ferré, 2013).

Les FATPs sont des protéines transmembranaires, dont la forme la plus exprimée
dans le TAB est la FATP1. Cette protéine migre du compartiment intracellulaire vers la
membrane cytoplasmique en réponse a linsuline (Wu et al.,, 2006). On suppose que le
transport des AGs par la FATP1 est facilité par la possible activité acyl-CoA synthétase (ACS)
de cette derniere. L’AG ainsi transporté est transformé en acyl-CoA et pris en charge par les
protéines cytoplasmiques de liaisons a l'acyl-CoA « Acyl-CoA-Binding Protein » (ACBP)
(Kazantzis and Stahl, 2012).

CD36 est une protéine transmembranaire présente dans plusieurs types de cellules y
compris les adipocytes. Sa présence au niveau des adipocytes mais pas au niveau des pré-
adipocytes fait de cette protéine un marqueur de différenciation adipocytaire. Il a été
montré que l'invalidation du CD36 réduit le transport d’AGs a longue chaine de 60% dans les
adipocytes (Coburn et al., 2000).

A l'inverse des deux transporteurs des AGs précédents, la FABPpm ne possede pas de
domaines transmembranaires mais elle est associée a la membrane cytoplasmique. Une fois
a l'intérieur des adipocytes les AGs lipophiles ont besoin d’une protéine de transport afin
d’étre transportés dans le cytoplasme. On parle donc de la famille des protéines
cytoplasmiques de liaisons aux AGs « cytoplasmic Fatty Acid Binding Protein » (cFABP) dont
la FABP4 représente la forme la plus exprimée au niveau du TAB. Cette protéine transporte
les molécules lipophiles comme les AGs saturés, insaturés et les éicosanoides, a l'intérieur
d’une poche hydrophobe. Comme le CD36, I'expression de FABP4 augmente au cours de la
différenciation adipocytaire (Hunt et al., 1986) et cette expression est induite par les AGs

dans I'adipocyte mature (Amri et al., 1991). (Figure 5)
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Figure 5. Hydrolyse des TGs par la LPL et entrée des AGs dans I'adipocyte. Les chylomicrons et les VLDL
arrivent au niveau des cellules endothéliales ou elles interagissent avec la LPL par l'intermédiaire de la
GPIHBP1. Les TGs des lipoprotéines sont hydrolysés pour libérer les AGs qui vont alors se lier a I'albumine
pour atteindre I'adipocyte. L'entrée des AGs dans I'adipocyte se fait par le complexe FABPpm/CD36, par la
FATP/ACS ou passivement. Dans le cytoplasme, les AGs sont pris en charge par la FABP ou activés par I'ACS
pour former l'acyl-CoA. VLDL: very low density lipoprotein, ACS: Acyl-CoA synthétase, ACBP: Acyl-CoA
binding protein, AG: acide gras, FABPpm: fatty acid binding protein plasma membrane, GPIHBP1:
glycosylphosphatidylinositiol-anchored high density lipoprotein binding protein.

1.3.1.4 Lalipogeneése de novo

C'est la synthése de novo des AGs a partir du glucose. Chez les rongeurs, cette
synthese se déroule essentiellement dans les cellules hépatiques et dans une moindre
mesure dans les cellules adipocytaires. Dans I'étape post-prandial, le taux de glucose sanguin
augmente, ce glucose arrive au niveau des adipocytes et y rentre par I'intermédiaire des
transporteurs de glucose appartenant a la famille des « Glucose Transporters » GLUTs. Les
GLUT1 et GLUT4 représentent la forme constitutive et induite par I'insuline de transporteurs
de glucose dans 'adipocyte, respectivement. Dans le cytoplasme, le glucose est phosphorylé
par les hexokinases en glucose-6 phosphate. Ce dernier subit une glycolyse et produit ainsi
du pyruvate qui sera transformé en acétyl-CoA dans la mitochondrie par le pyruvate

déshydrogénase. L'acétyl-CoA est transformé en citrate par la citrate synthase. Le citrate
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ainsi formé, sera clivé dans le cytoplasme par I'ATP citrate lyase (ACLY) pour redonner de
I'acétyl-coA. A partir de ce dernier un AG sera synthétisé suite aux actions successives de
I’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et I'enzyme de synthése des AGs « Fatty Acid Synthase » (FAS)
(Foufelle and Ferré, 2013). (Figure 6)
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Figure 6. Schématisation de la lipogenése adipocytaire de novo. En présence d’insuline, GLUT4 migre du
cytoplasme vers la membrane cytoplasmique et assure I'entrée du glucose qui va étre phosphorylé avant de
subir la glycolyse et donner du pyruvate. Le pyruvate entre dans la mitochondrie sous forme d’acétyl-CoA suite
a I'activité de la PDH. L’acétyl-CoA rejoint le cytoplasme par un systeme qui implique le cycle de KREBS et
I’ACLY. Il est ensuite transformé par I’ACC en malonyl-CoA qui servira a la synthése des AGs. ACC :acétyl-CoA
carboxylase, ACLY :acétyl-CoA lyase, CK: cycle de KREBS, FAS: fatty acid synthase, IRS: insulin receptor
substrate, PDH : pyruvate déshydrogénase, PDK : pyruvate déshydrogénase kinase, SREBP : sterol response
element binding protein.

Régulation de la lipogenése
Il existe deux types de contréle de la lipogenése, a court terme et a long terme.

1) A court terme, la lipogenése est essentiellement régulée par l'insuline qui induit la
mobilisation des GLUT4 des compartiments intracellulaires vers la membrane cytoplasmique
augmentant ainsi I'entrée de glucose dans les adipocytes (Rowland et al., 2011). En effet,
I'insuline active son récepteur I’ « Insulin Receptor » (IR) a activité tyrosine kinase. Une fois

activée, ce dernier active les substrats de réponse a linsuline «Insuline Response
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substrate » (IRS1 et 2). Les IRS activent alors la voie de signalisation phospho-inositol-3-
kinase/Akt/mTOR et S6K. Cette voie de signalisation induit la mobilisation de GLUT4 et

I’expression de plusieurs geénes impliqués dans la lipogenése de novo.

D’autre part, la lipogenése est inhibée par la phosphorylation et donc I'inactivation
de la PDH par la PDH Kinase (PDK) (Peters, 2003). Dans le TAB la principale PDK présente est
la PDK4 (Forner et al., 2009; Park et al., 2014). Elle est induite par le jelne, les
catécholamines et I'exercice musculaire (Wan et al., 2010). En outre, il a été démontré que
I'augmentation du taux d’AMPc par les catécholamines active la protéine kinase activée par
I’AMP « AMP-activated protein kinase » (AMPK) et que cette derniere régule la lipogenése

en phosphorylant et ainsi inhibant 'activité de I’ACC (Kahn et al., 2005).

2) Alors que les mécanismes de controle de la lipogenése a court terme modulent I'activité
des enzymes impliquées, les mécanismes de contrdle a long terme modulent la quantité de
ces enzymes en modulant leur transcription. Il a été démontré que l'insuline (Moustaid et
al., 1994) et le glucose (Foufelle et al., 1992) sont les principaux inducteurs de I’expression
des enzymes de la lipogenese. Cette régulation semble indispensable puisqu’il existe
guelgues enzymes de la lipogenése comme la FAS qui n’est modulée qu’au niveau
transcriptionnel. Les principaux acteurs de cette modulation sont la SREBP-1c et |la protéine
de liaison a I'élément de réponse aux carbohydrates « Carbohydrates response element
binding protein » (ChREBP). Ces facteurs de transcription sont essentiellement régulés par
I'insuline pour le premier, et le glucose pour le second (Foufelle and Ferré, 2002; Postic et

al., 2007).

Chez I’'Homme, il était assumé que la lipogenése se déroule essentiellement dans les
hépatocytes et qu’elle est quasi-absente dans le TAB (Shrago et al., 1969). Or, les pré-
adipocytes humains cultivés in vitro sont capables de se différencier en adipocytes et
d’accumuler des lipides en absence de toutes sources d’AGs dans le milieu de culture. Ceci
montre que les pré-adipocytes humains possedent la machinerie nécessaire pour la synthése

de novo des AGs.
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1.3.2 Lasynthése des TGs

Les TGs sont synthétisés a partir d’AGs et de glycérol au niveau de la membrane du
réticulum endoplasmique. Afin d’étre incorporés dans les TGs, les AGs doivent subir une
étape d’activation ou de transformation en acyl-CoA. Cette réaction est catalysée soit par la
FATP, soit par les ACSs (Ellis et al., 2010). Dans le TAB, I'isoforme ACS1 représente la forme la
plus exprimée de ces enzymes.Elle est localisée au niveau de la membrane cytoplasmique,
de la membrane de la gouttelette lipidique, des microsomes et de la membrane
mitochondriale (Soupene and Kuypers, 2008). Il existe deux voies de synthese de TGs qui
difféerent par leurs points de départ qui peut étre le glycérol-3-phosphate (G3P) ou le
monoacylglycérol (MAG). Dans la voie ou le MAG représente le point de départ, un acyl-CoA
est rajouté a ce dernier par la MAG transférase (MAGT). Le produit ainsi formé est le

diacylglycérol (DAG) qui sera acylé pour former les TGs. (Figure 7)
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Figure 7. Les sources du glycérol-3-phosphate et la voie de synthése des TGs dans I’adipocyte. La voie du
glycérol-3-phosphate dont les enzymes sont schématisées en violet est la voie prédominante. Les enzymes les
plus importantes sont indiquées. Les intermédiaires de cette voie qui peuvent servir comme second messager
sont encadrés. AGPAT : 1-acylglycérol-3-phosphate O-acyltransférase, DGAT : diacylglycérol acyl transférase,
DHAP : dihydroxyacétone-phosphate, G3PDH : glycérol-3-Phosphate déshydrogenase, G3K : glucose-3-kinase,
MGAT : monoacylglycérol transférase, PEP: phosphoénolpyruvate, PEPCK: phosphoénolpyruvate
carboxykinase.
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Dans les adipocytes, la principale voie de synthése des TGs est la voie médiée par le
G3P. Au cours de cette voie, le G3P est acylé une premiére fois par la glycérol-3-phosphate
acyltransférase (GPAT) pour donner I'acide lysophosphatidique qui sera a son tour acylé par
le 1-acylglycérol-3-phosphate O-acyltransférase (AGPAT). Ceci donne |'acide phosphatidique
qui sera déphosphorylé suite a I'action d’une enzyme appelée lipine (LIPIN). Cette réaction
enzymatique génere le DAG qui sera acylé par les diacylglycérol acyl transférase (DGAT) pour
générer une molécule de TG. Les intermédiaires générés au cours de cette cascade jouent un
role important au niveau de la fonction cellulaire. En effet, ils possedent des fonctions de
structure, de second messager et des précurseurs de glycérophospholipides (GPL) comme le
phosphatitidylinositol, la phosphatidylcholine et plusieurs autres GPL qui représentent des

composants importants des membranes cellulaires (Shi and Cheng, 2009).

Source de G3P : Pour s’intégrer dans les TGs, le glycérol doit étre phosphorylé en G3P par
I'action de la glycérol Kinase. Cette enzyme exprimée dans les hépatocytes et les adipocytes
bruns est cependant absente dans les adipocytes blancs. Le G3P dans les adipocytes blancs
provient donc de la réduction de la dihydroxyacétone-phosphate produite lors de la
glycolyse du glucose. Cette réduction est catalysée par la glycérol-3-phosphate

déshydrogenase (G3PDH).

De plus, la présence de certaines enzymes de la néoglucogenese hépatique comme
la pyruvate carboxylase et la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) dans I'adipocyte
montre que le pyruvate peut étre incorporé dans le glycérol-3-phosphate en utilisant les
premieres étapes de la néoglucogenése (Ballard et al.,, 1967). Il a été démontré que la
surexpression de la PEPCK dans le TA murin induit une augmentation de la ré-estérification
des AGs accompagnée par une augmentation de la taille des adipocytes et ainsi de la masse
grasse (Franckhauser et al., 2002). La voie de synthése de glycérol-3-phosphate a partir du
pyruvate est nommée glycéronéogenese et semble étre importante dans la formation de
G3P dans le TAB. En effet, chez des souris nourries par un régime riche en glucides, 30% du
G3P provenait de la néoglycérogenese. Ce pourcentage atteint les 70% lorsque ces souris
sont nourris par un régime riche en lipides (Bederman et al., 2009). Reste a noter que

I’expression de la PEPCK peut étre modulée par PPARY vu la présence d’un élément de
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réponse aux PPARs (PPRE) au niveau du promoteur du géne de cette enzyme (Tontonoz et

al., 1995).

1.3.3 Lalipolyse

La synthese des TGs décrite précédemment, représente la principale fonction du TAB
durant la période postprandiale. Ces TGs vont étre dégradés, dans le cas de jeline ou
d’exercices physiques, pour générer du glycérol et des AGs. Ces derniers vont ainsi servir de
substrats énergétiques pour la cellule adipocytaire mais aussi pour les cellules du corps
entier. Bien que la lipogenése peut avoir lieu dans des autres sites que le TAB, comme le foie
par exemple, la lipolyse est limitée principalement aux adipocytes et dans une moindre
mesure aux muscles squelettiques (Badin et al.,, 2012). La lipolyse résulte de I'activité
concertée de plusieurs acteurs enzymatiques et protéiques comme les PLIN et les différentes

lipases.

1.3.3.1 Les lipases

Au cours de la lipolyse les TGs sont dégradés en AGs et glycérol suite a des réactions
enzymatiques séquentielles qui liberent en premier lieu un diacylglycérol (DAG), puis un
monoacylglycérol (MAG) pour enfin libérer le glycérol. Au cours de chaque réaction
enzymatique un AG est libéré. Les enzymes responsables de ces réactions sont les lipases.
On distingue essentiellement I’ « adipose triglyceride lipase » (ATGL), la lipase hormono-
sensible (HSL) et la monoglycéride lipase (MGL). A la fin de ces réactions, le glycérol ainsi
libéré est utilisé essentiellement au niveau du foie et des muscles squelettiques, alors que
les AGs seront utilisés principalement par le coceur et le foie. Il est a noter que certains AGs
non-estérifiés libérés lors de la lipolyse peuvent étre réutilisés par I'adipocyte pour former a

nouveau les TGs.

Comme je I'avais déja décrit, la gouttelette lipidique représente le stock de TGs dans
les adipocytes. Cette gouttelette est une organelle dynamique capable de subir plusieurs

réorganisations structurelles afin de rendre les TGs accessibles aux lipases.
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1.3.3.1.1 L’Adipose Triglyceride Lipase (ATGL)

L’ATGL est la premiére enzyme a intervenir lors de la lipolyse, et ceci revient a sa plus
grande affinité pour les TGs que pour les DAGs. A l'inverse de la HSL dont I'activité est
prépondérante en condition stimulée, I’ATGL joue un role a la fois lors de la lipolyse basale
et stimulée (Bezaire et al., 2009). Son activité peut-étre régulée par son interaction avec la
co-lipase « ABHD5/comparative gene identification 58 » (ABHD5/CGI-58) qui est
normalement associée a la PLIN de la gouttelette lipidique. Lorsque la lipolyse est activée,
I’ABHD5/CGI-58 se dissocie de la PLIN et interagit avec I’ATGL pour hydrolyser les TGs
(Granneman et al., 2007). A I'inverse, ATGL est co-localisée avec la protéine « GO/G1 switch
gene 2 » (GOS2) a la surface de la gouttelette lipidique, qui régule la lipolyse en inhibant

I'activité de cette lipase (Schweiger et al., 2012). (Figure 8)

Figure 8. Etat basal de I’ATGL et de la PLIN1. Dans un état basal, I’ATGL est associé a la protéine GOS2 qui
inhibe son activité et la PLIN1 est associé a la CGI-58 empéchant la liaison de cette derniere a 'ATGL. ATGL:
Adipose triglyceride lipase, CGI-58: ABHD5/ coparative gene identification 58, G0S2: GO/G1 switch gene 2, DG:
diglyceride, LHS: lipase hormono sensible, MGL: monoglyceride lipase, PLIN1: périlipine 1, TG: triglyceride.

1.3.3.1.2 Lalipase hormono-sensible (HSL)

C'est la deuxieme enzyme intervenant lors de la lipolyse des TGs. Cette enzyme est
activée par la PKA et la PKG. Dans des conditions ou les taux d’AMPc et de GMPc sont élevés,
la HSL est phosphorylée et migre du compartiment cytosolique vers la surface de la

gouttelette lipidique. La HSL va alors hydrolyser les TGs en DAGs et les DAGs en MAGs, avec
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une plus grande affinité pour les DAGs. Il existe une interaction entre la HSL et la FABP4 qui
joue le rble d’une protéine chaperonne responsable du transport des AGs libérés suite a

I'activité de la HSL (Smith et al., 2007).

1.3.3.1.3 La Monoglyceride Lipase (MGL)

La MGL est tres abondante dans les adipocytes et intervient apres la HSL pour

hydrolyser les MAGs en AGs et glycérol.

La lipolyse est essentiellement contrblée, négativement et positivement, par des
hormones telles que la noradrénaline et l'adrénaline, appartenant a la famille des

catécholamines, les peptides natriurétiques et I'insuline.

1.3.3.2 Lesinducteurs de la lipolyse

Les catécholamines induisent la lipolyse en activant les récepteurs B adrénergiques
présents au niveau des adipocytes (blancs et bruns). Il existe 3 types de ces récepteurs : les
récepteurs B1, B2 et B3 adrénergiques (B1, B2 et B3-AR pour « Adrenergic Receptor ». On
trouve les B1 et B2-AR dans plusieurs tissus de I'organisme, alors que le B3-AR est présent
abondamment dans les adipocytes blancs et bruns chez les rongeurs. Il est ainsi responsable
de la lipolyse chez ces derniers. Chez ’'Homme, ce sont essentiellement les 1 et B2-AR qui
sont responsables de I'induction de la lipolyse in vivo et in vitro (Langin, 2006). Par contre, le
B3-AR n’est que faiblement impliqué dans la lipolyse induite par les catécholamines dans le
TAB chez ’'Homme. Mais, son rdle lipolytique reste important au niveau du TA brun (TABr) et
pourrait avoir une action spécifique chez ’lhomme (Cypess et al., 2015). Ces récepteurs sont
couplés a une protéine Gs activatrice de la voie de signalisation de '’AMPc. Cette derniere
active la protéine kinase A (PKA) qui va phosphoryler les PLINs et la lipase homono-sensible

(HSL) et induire ainsi la lipolyse. (Figure 9)
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Figure 9. Régulation de la lipolyse. L'élévation des taux d’AMPc ou de GMPc vont entrainer 'activation de la
PKA et de la PKG. Ces kinases phosphorylent 1) la LHS qui migre vers la surface de la gouttelette lipidique et 2) la
PLIN1 libérant ainsi la CGI-58 qui se lie donc a 'ATGL induisant son activité. Lorsque la PLIN1 est phosphorylée,
une modification de la structure de la gouttelette lipidique a lieu favorisant les activités de la LHS et de I'ATGL.
FABP4 joue un réle de navette entre les AGs libérés au niveau de la gouttelette lipidique et la membrane
cytoplasmique ou ils vont étre libérés. La voie de signalisation de l'insuline représente la principale voie
d’inhibition de la lipolyse. AC : adénylate cyclase, ATGL: Adipose triglyceride lipase, CGI-58: ABHD5/ coparative
gene identification 58, G0S2: GO/G1 switch gene 2, DG: diglyceride, FABP4 : fatty acid binding protein 4, LHS:
lipase hormono sensible, MG, monoglycéride, MGL: monoglyceride lipase, PDE-3B: phosphodiesterase-3B, PKA :
protéine kinase A, PKG : protéine kinase G, PLIN1: périlipine 1, TG: triglyceride.

De plus, le peptide natriurétique atrial « Atrial Natriuretic Peptide » (ANP) et cérébral
« Brain Natriuretic Peptide » (BNP) ont été caractérisés comme des protéines lipolytiques
chez 'Homme. En effet, leurs récepteurs posseédent une activité guanylate cyclase. Cette
derniere augmente le taux de GMPc intracellulaire et active ainsi la protéine Kinase G (PKG).
Comme la PKA, la PKG induit la lipolyse en phosphorylant les PLINs et la HSL (Sengenes et al.,
2005). Par contre, chez les rongeurs ces peptides restent incapables d’induire la lipolyse du
fait de I'expression importante de leur récepteur de type c (pour clairance), qui induit la
clairance de ces protéines évitant ainsi la transmission du signal des NPs a travers la

membrane cytoplasmique (Bordicchia et al., 2012)
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1.3.3.3 Les inhibiteurs de la lipolyse

L’'insuline est la principale hormone anti-lipolytique dans les adipocytes humains en
agissant par l'inhibition de la génération d’AMPc intracellulaire. En effet, I'insuline active son
récepteur a activité tyrosine kinase permettant l'activation de la phosphatidyl-inositol
kinase-3 (PIK-3). Cette derniére active la protéine kinase B (Akt) qui a son tour active la
nucléotide phosphodiestérase 3B (PDE3B). PDE3 va induire la dégradation d’AMPc en 5’AMP

et donc empécher les phosphorylations des PLINs et de la HSL. (Figure 9)

Plusieurs molécules activant des récepteurs couplés a une protéine G inhibitrice de la
voie de signalisation de I'AMPc ont été mises en évidence. On distingue: 1) Les
catécholamines qui sont capables d’inhiber la lipolyse en activant les récepteurs a2-ARs; 2)
les AGs a courte chaine activant le récepteur GPR41 et les AGs a chaine moyenne activant le
GPR40 (Hirasawa et al., 2008) ; 3) I'acide nicotinique par son récepteur GPR109a (Ahmed et
al., 2009) ; 4) le neuropeptide Y (NPY) et le peptide Y (PPY) par leur récepteur NPY-Y1
(Lafontan and Langin, 2009) et 5) la prostaglandine E2 agissant sur son récepteur EP3, qui est
la prostaglandine la plus impliquée dans le contréle de la lipolyse (voir partie Il chapitre

4.3.2).

1.3.4 Lasécrétion des adipokines

Comme nous I"avons décrit précédemment, les fonctions du TAB ne se limitent pas
au stockage et a la libération des AGs. En effet, le TA est considéré comme un organe
sécrétoire important capable de synthétiser et de libérer plusieurs cytokines appelées
adipokines. Ces adipokines sont capables d’agir localement d’une fagon autocrine/paracrine
ou systémiguement d’'une maniére endocrine. Elles exercent ainsi des effets biologiques
divers. On distingue plusieurs adipokines tel que: la leptine, I'adiponectine, I'apeline,
I'adipsine, la nesfatine et la visfatine. La synthese des adipokines n’est pas limitée aux
adipocytes du TAB. Par exemple, I'interleukine 6 et le TNFa sont synthétisés a la fois par les
adipocytes et les macrophages. Vu le nombre important d’adipokines, j’ai choisi de décrire le

role que de la leptine, de I'adiponectine et de la visfatine.
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1.3.4.1 Laleptine

En 1949, il a été décrit qu’il existe un modele de souris génétiquement obése dont le géne
muté était nommé ob. Ce modeéle de souris est appelé ob/ob (INGALLS et al., 1950). En 1994,
Friedman et ses collaborateurs ont découvert pour la premiere fois le produit du géne
responsable de ce défaut génétique. En effet, ils ont démontré que le géne était exprimé
dans le TA et codait pour une protéine qu’ils 'ont appelée « leptine » (Zhang et al., 1994).
Plus tard, les chercheurs ont caractérisé les récepteurs spécifiques de cette protéine. Et ils
ont pu démontrer que la forme longue de ce récepteur était trés fortement exprimée au
niveau du systéme nerveux central (Elmquist et al., 1998; Tartaglia et al., 1995). La leptine
est une hormone qui agit au niveau de I’hypotalamus pour inhiber la prise alimentaire,
autrement dit c’est I’hormone de la satiété (Cowley et al., 2001). La leptinémie (= niveau
circulant de leptine) augmente avec la masse de TAB pour limiter la prise alimentaire. Dans
les cas d’obésité, la leptinémie est trés élevée sans qu’elle joue pleinement son réle. Cela
implique qu’il existe une résistance a I'action de la leptine, certainement au niveau des
cellules de I'hypothalamus possédant le récepteur a cette hormone (Myers et al., 2010). Ce
récepteur est tres important dans la régulation de la prise alimentaire, par exemple la souris
db/db, qui présente une forme inactive de ce récepteur, va développer une obésité sévéere

ainsi qu’un diabéte de type 2 (Lee et al., 1996).

1.3.4.2 L’adiponectine

En 1996, le groupe de Spiegleman a mis en évidence la présence d’une nouvelle
adipokine appelée adiponectine (AdipoQ). A I'inverse de la leptine, la sécrétion de I’AdipoQ
est inversement proportionnelle a I'IMC et semble étre inhibée chez les individus obéses (Hu
et al.,, 1996). Elle présente 0.01% des protéines plasmatiques. Lorsque les concentrations
plasmatiques de la leptine sont de I'ordre de 2 a 8 ng/ml, celles de I’AdipoQ sont de |'ordre
de 5 a 30 ug/ml. Cette concentration est plus faible chez les hommes par rapport aux
femmes, car il y a un effet inhibiteur de la testostérone sur la sécrétion de I’AdipoQ (Wang et
al., 2008b). Deux récepteurs de cette adipokine ont été identifiés. On distingue I'isoforme
AdipoR1 présent abondamment au niveau musculaire et l'isoforme AdipoR2 présent
essentiellement dans le foie (Kadowaki et al., 2006). En activant ses récepteurs, I’AdipoQ

induit I'oxydation des AGs au niveau hépatique et musculaire, stimule le transport du
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glucose dans les muscles et inhibe la néoglucogenése dans le foie par I'activation de I’AMPK
(Yamauchi et al., 2002). Il a été démontré que I'amélioration de la sensibilité a I'insuline et
les effets antidiabétiques des agonistes du récepteur nucléaire PPARY sont dus partiellement
a l'induction de la sécrétion de I’AdipoQ. Finalement, en plus des effets aux niveaux des
muscles et du foie, I’AdipoQ induit la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (Tsuchida et

al., 2005).
1.3.4.3 La visfatine

C'est I'enzyme de synthese de la nicotinamide mononucléotide a partir de la
nicotinamide. C’'est une adipokine exprimée au niveau du TAB et TABr des rongeurs (Revollo
et al.,, 2007). Elle agit d’'une maniere endocrine sur les cellules B du pancréas pour
potentialiser la sécrétion de linsuline stimulée par le glucose (Spinnler et al.,, 2013).
Récemment, notre équipe a démontré que la visfatine est préférentiellement exprimée dans
les adipocytes bruns sans avoir une relation avec l'activité de ces derniers.(DF et al.,
2015)Nos résultats montrent que I'expression de la visfatine au niveau du TAB épididymal
suite a une stimulation des souris par I'agoniste des récepteurs B-adrénergique est en
corrélation avec I'activité lipolytique de ce tissu (DF et al., 2015). La corrélation entre le taux
circulant de la visfatine et I'obésité reste controversée. Bien que des études montrent qu’il
existe une corrélation positive entre le taux plasmatique de la visfatine et I'obésité
(Filippatos et al., 2007; Haider et al., 2006), d’autres ne sont pas en faveur de cette

corrélation (Berndt et al., 2005).

1.4 La différenciation adipocytaire ou adipogenése

Nous avons déja vu que la formation du TAB commence durant le troisieme trimestre de
la grossesse chez I'Homme. L'adipogenése est le processus au cours duquel les cellules
souches mésenchymateuses (MSC) se différencient en adipocytes formant le TA. Ce

processus se déroule en 2 étapes : la détermination adipocytaire et la différenciation.
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1) La détermination adipocytaire consiste en une perte de plasticité des cellules
souches qui se transforment en progéniteurs capables de se différencier en
adipocytes. Ces cellules sont ainsi nommées pré-adipocytes. Cette détermination est
un processus complexe qui se distingue bien des autres phases in vivo. In vitro, la
détermination se mélange a I'engagement proprement dit a I’étape de confluence.

2) Les pré-adipocytes vont alors subir plusieurs divisions (=phase d’amplification) avant
de sortir du cycle cellulaire (=phase d’engagement) et de se différencier en
adipocytes matures. Durant la progression des pré-adipocytes en adipocytes, les
cellules acquiérent des capacités métaboliques d’un adipocyte blanc, sous I'effet
d’'une cascade de facteurs de transcription. Parmi ces derniers, PPARy et les
CAAT/Enhancer Binding Proteins (C/EBPs) représentent les facteurs cruciaux de la

différenciation adipocytaire.

Dans ce chapitre nous aborderons les différents éléments induisant I'engagement et la

différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures fonctionnels.

1.4.1 Lesinducteurs de I’engagement et de la différenciation adipocytaire

Aprés une phase de croissance exponentielle, les pré-adipocytes en culture
atteignent la confluence et arrétent leur prolifération. Apres 'arrét de la croissance, les
cellules de certaines lignées pré-adipocytaires, essentiellement murines, subissent une
mitose post-confluence avant de sortir du cycle cellulaire. Le processus d’engagement dans
la différenciation va se caractériser par un remodelage du cytosquelette et I'expression de
facteurs de transcription clés de 'adipogenése, tels que la famille des C/EBPs et des PPARs,
qui vont permettre l'activation coordonnée de plusieurs genes spécifiques aux adipocytes
(Rosen and Spiegelman, 2000). Parmi les composés nécessaires a I'engagement de cette
différenciation in vitro, on distingue [linsuline, la triiodothyronine (T3), lisobutyl-
methylxanthine (IBMX) et la dexaméthasone, puis seul l'insuline et de la T3 vont étre

nécessaire a la différenciation. (Figure 10)
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Figure 10. Induction de l'adipogenése par une cascade de facteurs de transcription. L’exposition des
préadipocytes a un cocktail inducteur de I'adipogenése comprenant linsuline, les glucocorticoides,
I'isobutylméthylxanthine élevant le taux de I’AMPc, induit I'expression de plusieurs facteurs de transcription
qui activent PPARy. PPARy induit I'expression de C/EBPa et ensemble ces deux facteurs de transcription
induisent la différenciation adipocytaire. lllustration d’apres (Farmer, 2006)

L'insuline va induire I'expression des marqueurs précoces de I'adipogénése comme

SREBP1c et ainsi augmenter I'expression des genes de I'adipogeneése et de PPARYy.

La T3 résulte de I'action de I'enzyme déiodinase de type 2 (DIO2) sur la pré-hormone
thyroxine T4 synthétisée physiologiquement par la thyroide. De par I'activation des
récepteurs aux hormones thyroidiennes, la T3 est impliquée, in vivo et in vitro, a la fois dans
la prolifération des pré-adipocytes, mais aussi dans l'adipogenése et les processus

fonctionnels tel que la lipogénése et la lipolyse (Obregon, 2014).

L'IBMX est un inhibiteur des phosphodiestérases responsables du clivage de ’AMPc
en 5’AMP. In vitro, il permet d’induire I'adipogenése en maintenant un taux élevé d’AMPc et
en induisant I'expression de C/EBPB. L'AMPc est responsable de I'activation de la protéine
kinase A (PKA) qui phosphoryle la protéine CREB. Ce dernier se fixe sur I'’élément de réponse
a CREB (CRE) situé au niveau des promoteurs de plusieurs génes de la différenciation
adipocytaire, et agit comme un facteur induisant la transcription de ces genes. In vivo,
différents composés vont étre capables d’induire cette élévation d’AMPc, comme la

prostacycline (voir partie Il chapitre 4.3.1).
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La dexaméthasone est un glucocorticoide synthétique qui induit la différenciation
adipocytaire en activant son récepteur (GR) qui va lui-méme agir entre autre sur
I’expression: 1) de la phospholipase A2 (PLA2), responsable de la libération de I'acide
arachidonique (ARA) depuis les membranes et donc de la synthése des prostaglandines (voir

partie Il chapitre 3.1) et 2) de C/EBPS (Ailhaud et al., 1992; Loftus and Lane, 1997).

Certaines cellules humaines comme les cellules hMADS que nous allons développer
plus tard nécessitent un activateur de PPARy afin de se différencier en adipocytes. Le ligand
de PPARYy principalement utilisé est la rosiglitasone qui appartient a la famille des dérivés

lipidiques appelée thiazolidinediones.

1.4.2 Les facteurs de transcription adipogénique

1.4.2.1 La famille des C/EBPs

Ce sont des facteurs de transcription possédant un domaine de liaison a la région
CCAAT des promoteurs et un domaine a glissiere de leucine (« leucine zipper ») leur
permettant de former des homo-dimeres ou des hétéro-diméres avec les autres membres
de la méme famille. Au cours de la phase précoce de la différenciation adipocytaire, ce sont
les C/EBPB et & qui sont exprimés en premier lieu sous l'action de 'AMPc et des
glucocorticoides respectivement (Yeh et al., 1995). Une étude faite sur un modele de souris
invalidé pour C/EBPB et 6 montre que ces deux protéines fonctionnent en synergie pour
induire la différenciation terminale des adipocytes en induisant I’expression de C/EBPa et de

PPARy2 (Tanaka et al., 1997).

Il existe deux isoformes de C/EBPP : I'activateur transcriptionnel LAP et I'inhibiteur
transcriptionnel LIP (Descombes and Schibler, 1991). C’est le ratio entre les deux formes qui
va déterminer lI'effet plutét activateur, ou plutot inhibiteur de C/EBPB. L’expression de
C/EBPB-LAP est induite par le traitement des pré-adipocytes par I'IlBMX au cours de
I’engagement adipocytaire, et inhibée au cours de la différenciation (Lechner et al., 2013).
Une expression ectopique de C/EBPB-LIP inhibe la différenciation adipocytaire des pré-
adipocytes en inhibant I'expression de C/EBPa, PPARy2 et FABP4. Par contre, une

surexpression de C/EBPB-LAP est capable d’induire les phases précoces et d’inhiber les
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phases tardives de I'adipogeneése (Lechner et al., 2013; Yeh et al., 1995). C/EBPB influence la
différenciation terminale par I'induction de I'expression initiale de SREBP-1c, un régulateur
essentiel du métabolisme de lipides dans les adipocytes. Avec la progression de
I’adipogenése, I'expression de C/EBPB est inhibée par celle de C/EPBa, régulateur de

I’expression de SREBP-1c au cours la phase tardive de I'adipogenése (Payne et al., 2010).

Il a été montré que I'expression de C/EPBa précede celles de nombreux génes
adipocytaires et semble étre capable d’activer sa propre transcription (Loftus and Lane,
1997). Les souris invalidées pour C/EBPa sont complétement dépourvues de TAB, ce qui
montre I'essentialité de cette protéine dans la mise en place du TAB (Wang et al., 1995).
Bien que les C/EBPs soient importantes pour la différenciation adipocytaire, ces facteurs
restent incapables d’induire I'adipogenése en absence de PPARy. Par exemple, C/EBPa est
incapable de restaurer I'adipogenese dans les fibroblastes n’exprimant pas PPARy. Par
contre, une expression exogéne de PPARy est capable de restaurer I'adipogenése des

cellules déficientes en C/EBPa (El-Jack et al., 1999; Wu et al., 1999b).

1.4.2.2 La famille des PPARs

Les « Peroxysome Proliferator-Activated Receptor » PPARs sont des récepteurs
nucléaires qui se dimérisent avec le récepteur a l'acide 9-cis rétinoique « Retinoic X
receptor » (RXR) pour activer I'expression des génes ayant un élément de réponse de type
PPRE (« PPARs response element ») au niveau de leurs promoteurs. Il a été montré que ce
dernier est présent au niveau des promoteurs de tres nombreux genes impliqués dans
I'adipogenése (Spiegelman and Flier, 1996). Il existe 3 formes de PPARs chez les

mammiféres : PPAR a, B/6 et y.

PPARy est la forme la plus importante dans le TAB. On la trouve sous plusieurs
isoformes. Au niveau du TA, on distingue PPARy1 et PPARy2. Ces isoformes sont issus de
I’épissage alternatif et de I'usage de différents promoteurs au cours de la transcription du
méme géne. Alors que PPARy2 est strictement adipocytaire, on trouve PPARyl dans de
nombreuses cellules comme les macrophages (Rosen and MacDougald, 2006). Dans le cadre
de I'étude de I'implication de ces isoformes dans la différenciation adipocytaire, il a été

démontré que PPARy2 était plus efficace que PPARy1 pour induire ce processus (Mueller et
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al.,, 2002; Zhang et al.,, 2004). Néanmoins, PPARyl est lui aussi capable d’induire
I'adipogenése comme cela est le cas dans les souris invalidées pour PPARy2 qui présente un

TAB normal (Medina-Gomez et al., 2005).

L’activité de PPARy durant la phase précoce de 'adipogenése est dépendante du
niveau d’AMPc. En effet une augmentation de ce niveau dans des cellules de préadipocytes
murins était responsable de la génération des ligands activateurs de PPARy (Tzameli et al.,
2004). En addition, SREBP1c et C/EBPPB peuvent induire la production des ligands de PPARy
et ainsi I'activité de ce dernier (Hamm et al., 2001; Kim et al., 1998). Les effets des AGs et des

PGs sur 'activité de PPARy seront développés ultérieurement (voir partie Il chapitre 4.3).

PPARa est exprimé dans le TA brun, le TAB, le coeur, les muscles et le foie. Il est
responsable de I'activation catabolisme des AGs, plus particulierement la B-oxidation (Lee et
al., 1995). Par ailleurs, chez des souris invalidées pour PPARa on observe une augmentation
de la masse du TAB due a une hypertrophie et une hyperplasie adipocytaire, une induction
de I'expression des récepteur Glut4 et donc une hypersensibilité des adipocytes a l'insuline

(Knauf et al., 2006).

PPARB/& est exprimé dans les tissus qui métabolisent les lipides, comme I'intestin
gréle, les muscles squelettiques, le cceur et le TA. Il régule I'expression des génes impliqués
dans la mobilisation des AGs, tel que les FATPs, FABPs et I’ACS (Amri et al., 1995). Ce
récepteur est activé essentiellement par les AGs a longues chaines et la prostacycline (voir
partie Il chapitre 4.3.1). Il est exprimé dans la phase précoce de I'adipogenese. Et a I'inverse
de PPARy, PPARB/6 seul est insuffisant pour induire ce processus. Il a été montré que I'effet
de ce récepteur dans la différenciation adipocytaire revient a sa capacité a activer
I’expression de PPARy (Bastie et al., 1999). Des études chez les souris invalidées pour
PPARB/S6 ont montré que PPARy et PPARB/S, ensemble étaient important pour une
accumulation maximale de lipides et une différenciation adipocytaire compléte (Matsusue et

al., 2004).
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1.4.2.3 Les autres facteurs de transcription

En plus des C/EBPs et des PPARs, il existe plusieurs autres facteurs modulants la
différenciation adipocytaire. Par exemple, les protéines appartenant a la famille des
« kruppel like factor » (KLF). KLF15, exprimé deés la phase précoce de |'adipogeneése, favorise
la différenciation des préadipocytes et induit I’expression de Glut4 (Gray et al., 2002; Mori et
al., 2005). KLF5 induit I'adipogenése en activant I’expression de PPARy2 tandis que KLF2 et 7
I'inhibe. KLF6 favorise cette différenciation en inhibant I'expression du complexe « delta-like-
1/preadipocyte factor-1 » (dlk-1/Pref-1), inhibiteur de cette derniére. D’autres protéines de
la famille des C/EBP comme C/EBPy et CHOP se dimérisent avec C/EBPB pour empécher sa
dimérisation avec C/EBPS inhibant ainsi I’expression de PPARy. Enfin, GATA2 appartenant a
la famille des « GATA binding protein » se fixe sur le promoteur de PPARy2 et inhibe son

expression (Rosen and MacDougald, 2006).

En conclusion, I'ensemble de ces facteurs et de ces voies a pour principal but
d’induire I'expression de PPARy2, qui est lui le facteur crucial de I'adipogénése. Cette étape
est le point central de I'adipogénése comme ont pu le décrire tres récemment Park et
collaborateurs, qui ont démontré que I'adipogenese n’est déclenchée que lorsque
I’expression de PPARy2 atteint un seuil critique. lls ont ainsi caractérisé I'existence de
plusieurs boucles positives coordonnées qui vont contréler le passage irréversible des pré-

adipocytes dans I'adipogénése (Park et al., 2012). (Figure 11)
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Figure 11. Schématisation des étapes engageant la différenciation adipocytaire. Les boucles qui contrélent
le passage irréversible des préadipocytes en adipocytes matures sont représentées en rouge. lllustrations
d’apres (Park et al., 2012).
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2 Le tissu adipeux brun (TABr)

A l'inverse du TAB, décrit ci-dessus, qui a pour principal role de stocker et libérer
I’énergie, le role principal du TABr est de dissiper I’énergie sous forme de chaleur. Cette
fonction est rendue possible par la présence exclusive de la protéine découplante 1 (UCP1)
au niveau de la membrane interne des nombreuses mitochondries contenues par les

adipocytes bruns.

2.1 Historique

En 1551, Gessner a démontré pour la premiere fois la présence du TABr chez les
mammiféres hibernants (Halpern et al., 2014). Dans les années 1960, Smith et ses
collaborateurs ont défini le role thermogénique de ce tissu. Ce dernier sert de source de
chaleur importante lors du réveil des animaux (SMITH and HOCK, 1963). En 1970, Rothwell
et Stock ont observé un changement de la morphologie du TABr aprés une période
d’exposition au froid, et ce changement était similaire a celui observé suite a un régime riche
en lipides chez les rats (Rothwell and Stock, 1979). En 1964, les anatomistes décrivirent la
présence d’une similarité entre le TABr des mammiféeres et les dépbts de TA présents au
niveau des régions dorsales et cervicales chez le nouveau-né. Ils ont donc supposé que ces
dépobts produisaient de la chaleur nécessaire pour éviter I’hypothermie a la naissance
(SILVERMAN et al., 1964). La capacité de thermogenese non-frissonnante effectuée par le
TABr chez le nouveau-né diminuait fortement avec I'dge, ce qui a conduit les chercheurs a
considérer ce tissu comme absent chez 'Homme adulte. Néanmoins, cette considération
n’était pas completement acceptée car, des études faites sur des cadavres humains
montrerent que le TABr pouvait persister méme apres 8 décennies de vie chez 'Homme
(Heaton, 1972). En 1984, Ricquier et ses collaborateurs ont définit la présence de TABr chez
des patients souffrant d’un phéochromocytome (Ricquier et al., 1982). Ces découvertes ont
permis de décrire le TABr chez I’'Homme adulte dans des situations spécifiques et sans

relation avec le métabolisme.
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Il faut ensuite attendre les avancées technologiques en médecine nucléaire et la
démocratisation de I'imagerie par émission de positons (PET-scan), pour voir apparaitre un
regain d’intérét pour I'’étude du TABr chez 'Homme. Le PET-scan utilise le glucose radioactif
pour déterminer les tissus métaboliguement actifs (qui consomment des grandes quantités
de glucose) comme le cceur, le cerveau et les tumeurs. En 2002, Les différentes données
obtenues par la médecine nucléaires chez des patients souffrants d’un cancer ont montré
gu’il existait des dépots tres actifs métaboliquement au niveau para-vertébral, supra-
claviculaire, para-aortique et inter-scapulaire. Aux vues de la symétrie de ces dépots de part
et d’autre de la colonne vertébrale, il était impossible de les considérer comme des masses
tumorales (Hany et al., 2002). De plus, ces dépots étaient activés par le froid et le systeme
nerveux sympathique comme le TABr chez les rongeurs ceci a permis donc la redécouverte
et la renaissance du TABr chez 'homme (Nedergaard et al., 2007). C’est en 2009 que les
preuves moléculaires sont apportées avec la mise en évidence de la présence de la protéine
exclusive du TABr, UCP1, au niveau des dépots d’adipocytes répartis entre les muscles du
cou (Zingaretti et al., 2009). Dans le méme temps, en utilisant la technique de PET-scan, trois
équipes ont démontrés la présence de TABr actif et exprimant UCP1 chez des sujets sains
exposés au froid et non actif chez les sujets a thermoneutralité. Point important, 'activité de
ce tissu était négativement corrélée a I'lMC chez 'Homme (van Marken Lichtenbelt et al.,

2009; Virtanen et al., 2009b). (Figure 12)

Depuis ces découvertes, les travaux sur le TABr et son implication dans I’homéostasie
énergétique sont nombreux et en constante progression; on peut comptabiliser plus de

2848 publications sur le TABr depuis 2009 dont la moitié sur I'obésité.
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Figure 12. Localisation du TABr chez 'homme et les rongeurs. A: TABr chez le nouveau-né, B:
visualisation des adipocytes thermogéniques par la technique d’imagerie par émission de positrons chez
I’'homme adulte exposé au froid d’aprés (van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009b), C:
localisation du TABr chez les rongeurs. D’aprés (Cannon and Nedergaard, 2004).

2.2 Anatomie du TABr

Les dépo6ts de TABr sont localisés au niveau de la région para-vertébrale, para-
aortique, péri-rénale, péri-cardiaque, inter-scapulaire et entre les muscles du cou (supra-
claviculaire). Ce tissu se caractérise par une vascularisation et une innervation importante.
Au cours d’exposition au froid, I'innervation sympathique va libérer des catécholamines
induisant 'activité thermogénique du TABr, les vaisseaux sanguins se dilatent et le débit
sanguin se renforce. Le sang est ainsi chauffé et distribué aux organes vitaux comme le
ceeur, le cerveau et les reins (Nicholls and Locke, 1984). Chez les rongeurs, le dép6t inter-
scapulaire représente le TABr le plus important car il est responsable du réchauffement du
sang allant au cceur (Rauch and Hayward, 1969). Par contre, chez I’'Homme le dépot le plus
important est le TABr supra-claviculaire qui réchauffe le sang alimentant le cerveau (Sidossis

and Kajimura, 2015). (Figure 13)
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2.3 L’adipocyte brun

Le TABr est constitué principalement d’adipocytes bruns et de pré-adipocytes. Dans
des conditions de demande de thermogenése, les préadipocytes se divisent et se
différencient en adipocytes bruns matures et fonctionnels. Ce recrutement de nouveaux
adipocytes entraine une hypertrophie du tissu et est alors associée a une augmentation du

nombre de capillaires et de terminaisons nerveuses (Cannon and Nedergaard, 2004).

Morphologiquement, les adipocytes bruns different des adipocytes blancs par leur
forme polygonale, leur taille réduite, leur noyau central, et leur nombre élevé de
gouttelettes lipidiques de petite taille ce qui donne a ces cellules un aspect multiloculaire. En
plus de ces caracteres morphologiques, les adipocytes bruns contiennent un nombre tres
important de mitochondries bien développées et occupant la majorité du cytoplasme. Ces
mitochondries sont riches en crétes mitochondriales et ainsi en chaines respiratoires. Le
contenu en mitochondrie et la vascularisation importante donne au TABr sa couleur foncée

par rapport au TAB (Lee et al., 2013).

Figure 13. Morphologie du TABr chez la souris. A) Image nique a balayage des
adipocytes bruns et blancs. B) TABr observé par microscopie électronique a transmission, Cap : capillaire, L :
gouttelette lipidique, m : mitochondrie, N : noyau. D’aprés (Frontini and Cinti, 2010).
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2.4 Les adipocytes « brites » ou beiges

En 1998, Guerra et al. ont montré que des adipocytes bruns exprimant UCP1, appelé
« Brown-like adipocytes », peuvent apparaitre au sein du TAB des souris suite a une
exposition au froid ou a une activation de la voie B-adrénergique (Guerra et al., 1998). Plus
tard, Cinti a supposé que ces cellules résultent d’'une conversion des adipocytes blancs en

adipocytes bruns et que cette conversion était réversible (Cinti, 2011).

Chez 'Homme, la présence des adipocytes bruns classiques est encore discutée. Les
études histologiques des dépots de TABr chez I'enfant sont tres informatifs et montrent qu'’il
existe une différence entre les adipocytes présents dans la région interscapulaire et supra-
claviculaire. Le TABr inter-scapulaire est composé d’adipocytes bruns multiloculés exprimant
UCP1 et séparés du TAB par un tissu conjonctif. En plus de I'expression d’UCP1, ces
adipocytes expriment Zicl qui est le marqueur principal des adipocytes bruns chez la souris
(Cinti, 2005; Lidell et al., 2013). Par contre, les adipocytes présents au niveau de la région
supra-claviculaire expriment UCP1 sans exprimer Zicl. Ces cellules possedent le caractere
thermogénique mais n‘ont pas la méme signature caractéristique des adipocytes bruns
interscapulaires.Ces adipocytes sont appelés « brown-like adipocytes » car ils coexistent
avec les adipocytes blancs sans aucune séparation entre les deux. Ces adipocytes sont aussi

nommeés « brite » pour « Brown in White » ou adipocyte beige. (Figure 14)

Les adipocytes bruns et brites sont des adipocytes thermogéniques. lls partagent
plusieurs caractéristigues communes, mais se distinguent aussi par quelques particularités
spécifiques a chacun. Parmi les caractéristiques communes, nous distinguons : les capacités

thermogénique et lipolytique, I'activité mitochondriale et I'expression d’UCP1.
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Figure 14. Description des adipocytes brites. A) photographie des dépéts adipeux des souris femelles avant
et aprés une semaine d’exposition au froid (6°C), le changement de la couleur du TA est di & 'apparition
d’adipocytes brites au sein du TAB. B) Marquage des cellules qui expriment UCP1 par immunohistochimie
d’une coupe histologique de TA SC d’une femme agée de 24 ans. Les adipocytes multiloculés UCP1 positifs
sont marqués en brun. D’aprés (Cinti, 2009).

2.5 La capacité thermogénique

Chez les mammiféeres, espece homéotherme, la thermogenése obligatoire correspond
au métabolisme basal di aux réactions métaboliques libérant de la chaleur et permettant a
I'organisme de maintenir une température corporelle constante. Or, Il existe un autre type
de thermogeneése qui a lieu en réponse a des modifications de I'environnement, il s’agit de la
thermogenése dite adaptative ou induite. Dans des conditions d’exposition au froid, un
mammifere a besoin de produire plus de chaleur pour lutter contre la baisse de sa
température corporelle. Les premiers effecteurs de cette thermogenése sont les muscles
squelettiques qui liberent de la chaleur par une thermogenese dite frissonnante. Lorsque
I'exposition au froid est plus importante en temps ou en intensité, la capacité
thermogénique des muscles demeure insuffisante pour maintenir la température corporelle
et ainsi, une thermogenése non frissonnante se met en place au niveau du TA. Les
adipocytes thermogéniques (bruns et brites) représentent les principaux effecteurs de cette
thermogeneése. Il a été montré qu’une exposition chronique au froid induit un recrutement

d’adipocytes thermogéniques et dans ces conditions I'expression d’UCP1 est induite de
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I'ordre de 10 fois (Jacobsson et al., 1994). En plus de I'augmentation du nombre de cellules
thermogéniques, on observe un accroissement du taux de mitochondrie et des enzymes
mitochondriales et une induction de I'oxydation des AGs (Bukowiecki et al., 1982). La
capacité thermogénique des adipocytes bruns et brites est due au phénomeéne
de découplage de I'activité mitochondriale par UCP1, qui corresponda la dissipation du

gradient de protons générer par les chaines respiratoires au détriment de la synthése d’ATP

2.5.1 Le découplage de la respiration mitochondriale

La respiration mitochondriale représente le processus biologique utilisé par les
cellules pour oxyder les coenzymes NADH et FADH2, obtenues a partir du cycle de Krebs,
afin de former I’ATP nécessaire aux fonctions biologiques. Dans les mitochondries de la
plupart des cellules la quasi-totalité de la respiration mitochondriale est couplée a la
synthése d’ATP. Cela n’est pas le cas dans les mitochondries des adipocytes thermogéniques

activés.

Les coenzymes obtenues par le cycle de Krebs dans la matrice de la mitochondrie
vont céder leurs électrons aux différents complexes de la chaine respiratoire située au
niveau de la membrane interne de la mitochondrie. Ces complexes aménent ces électrons
par une série de réaction d’oxydoréduction vers une molécule d’oxygene pour former une
molécule d’eau. L’activité des chaines respiratoires va entrainer le passage de protons H+ de
la matrice vers I'espace intermembranaire de la mitochondrie. Ceci crée un gradient de
protons de part et d’autre de la membrane interne de la mitochondrie. Ce gradient est
utilisé par le complexe V de la chaine respiratoire représenté par I’ATP-synthase pour
générer de I'ATP. Le couplage de I'oxydation des coenzymes avec la phosphorylation de

I’ADP en ATP est nommé la phosphorylation oxydative.

En 1967 Smith et Lindberg ont constaté que les mitochondries isolées a partir des
adipocytes bruns respiraient beaucoup mais sans produire d’ATP (Ricquier and Kader, 1976).
En d’autres termes, la respiration de ces mitochondries était découplée de I’ATP-synthase.
Ce découplage est di a la présence de la protéine UCP1 qui agit comme un canal a protons

qui va dissiper le gradient de protons de |'espace intermembranaire, inutilisable alors par
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I’ATP synthase. Cette dissipation s’"accompagne d’une production de chaleur (Cannon and

Nedergaard, 2004; Nicholls and Locke, 1984; Ricquier and Kader, 1976). (Figure 15)

| Phosphorylation oxydative Découplage

EIM

MIM

Matrice

Figure 15. Schéma représentant la phosphorylation oxydative (en bleu) et le découplage (en rouge)
mitochondriaux. [, II, lll, IV représentent les différents complexes respiratoires. EIM: espace inter-
membranaire, MIM : Membrane interne de la mitochondrie. Adapté de (Divakaruni and Brand, 2011).

2.5.2 La protéine découplante 1 (UCP1)

En 1976, Ricquier et Kader ont décrit la protéine UCP1, présente dans les
mitochondries des adipocytes bruns mais pas des hépatocytes, comme étant la protéine
unique dont I'activité était induite par I'exposition au froid et inhibée lors de I'exposition des
animaux a température relativement élevée (Ricquier and Kader, 1976). Dans les adipocytes
thermogéniques, cette protéine représente 1 a 4% des protéines totales et 2 a 8% des
protéines mitochondriales. C'est une protéine de 300 acides aminés (= 32 kDa) appartenant
a la famille des échangeurs mitochondriaux (Nubel and Ricquier, 2006). Elle partage avec les
autres membres de la méme famille une structure tripliquée formant 3 hélices de 100 acides
aminés chacune. UCP1 se distingue des autres membres de cette famille par la présence
exclusive d’'une séquence d’acides aminés au niveau de I'hélice centrale et d’une autre

séquence dans sa région C-terminale. (Figure 16)
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Figure 16. Schémas de la structure de la protéine UCP1 et du promoteur du géne correspondant. A) Structure
tripliquée des UCPs. Les séquences encadrées représentent celles spécifiques a I’'UCP1. B) Schéma représentant
la région proximale et la région du complexe amplificateur localisé au niveau du promoteur du gene UCP1. BRE :
région spécifique au TABr, CRE : CREB response element, PPRE : PPAR response element, RAR :retinoic acid
receptor, RARE : retinoic acid response element, RXR : retinoic acid receptor X, TR :thyroid hormone receptor,
TRE : Thyroid hormone response element. Adapté de (Cannon and Nedergaard, 2004).

En 1997, Enerback et ses collaborateurs ont montré que les souris invalidées pour le
géne UCP1 étaient incapable de maintenir leur homéothermie au cours d’une exposition au
froid (Enerback et al., 1997). Chez 'Homme, comme chez les rongeurs, la transcription du
géne UCP1 est controlée par plusieurs séquences localisées au niveau du promoteur de ce
dernier. La plus importante est le complexe amplificateur « complex enhancer » occupant
une séquence de 90 nucléotides située dans la région distale de ce promoteur. Au niveau de
ce complexe se trouve la majorité des éléments de réponse aux inducteurs de I'expression
d’UCP1, tel que I'élément de réponse a la T3 (TRE), aux PPARs (PPRE), a I'acide rétinoique
(RARE) et a CREB (CRE). (Cassard-Doulcier et al., 1998; Rim and Kozak, 2002)

2.5.3 Activité de la protéine UCP1

D’une part et comme nous avons vu précédemment, Ricquier et Kader ont définit
UCP1 comme étant une protéine activée ou inhibée en fonction des modifications
environnementales. Les facteurs responsables de l'inhibition de I'activité d’'UCP1 au repos

sont toujours un sujet de débat. En effet, il existe deux théories pour expliquer cette

inhibition :
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1) La premiere suppose qu’en absence de stimuli, UCP1 est exposée aux nucléotides
cytosoliques tel que I’ADP, I’ATP, la GDP et la GTP. Et que ce sont ces nucléotides qui
sont responsable de I'inhibition de I'activité d’UCP1.

2) La deuxiéeme théorie suppose que linactivation d’UCP1 est simplement due a

I’absence des ses facteurs activateurs. (Cannon and Nedergaard, 2004)

D’autre part, le principal facteur responsable de I'activation d’"UCP1 au final est bien
défini comme étant les AGs. A ce niveau, une nouvelle question se pose a propos de la
définition de I'effet exact de ces AGs sur la protéine UCP1. Jusqu’a présent, il existe au moins
trois hypothéses pouvant répondre a cette question : les AGs agissent 1) comme régulateurs
allostériques d’UCP1, 2) comme cofacteurs et 3) comme navettes pour les protons (Cannon

and Nedergaard, 2004; Divakaruni and Brand, 2011)
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Figure 17. lllustrations des possibles effets des AGs sur la protéine UCP1. 1) Le modele d’interaction
allostérique, 2) La théorie de cofacteur et 3) La théorie de navette. D’aprés (Divakaruni and Brand, 2011).

1) Le modele d’interaction allostérique : dans ce modele, 'AG se fixe sur un site
spécifique au niveau de la protéine UCP1 et modifie sa structure entrainant son
activation

2) Lathéorie de cofacteur : I’AG se fixe sur son site de liaison situé au niveau du « canal
conduisant les protons » de la protéine UCP1. Et par I'intermédiaire de sa fraction
acide (chargée négativement), cet AG va servir de marches d’escaliers aidant les
protons a passer tout au long des segments transmembranaires de ce canal (Winkler
and Klingenberg, 1994).

3) La théorie de navette : dans ce cas, UCP1 n’est pas un transporteur de protons. En

effet, cette théorie suppose que les protons traversent la membrane mitochondriale
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interne sous une forme associée aux AGs. Ce passage est passif vu le caractere
lipophile des AGs. Une fois dans la matrice mitochondriale, les protons H+ se
dissocient des AGs. Ces derniers chargés ainsi négativement sortent de la matrice

vers I'espace intermembranaire par I'intermédiaire d’UCP1 (Garlid et al., 1998).

UCP1 n’est pas la seule protéine découplante, elle appartient a une famile de plusieurs
membres chez les mammiféres, parmi lesquels UCP2, UCP3, UCP4 et UCP5. UCP2 et UCP3
présentent environ 57% de similarité avec UCP1 (Pecqueur et al., 2001). UCP2 est exprimée
dans la majorité des tissus chez les mammiféres (Azzu et al., 2008), alors que I'expression
d’UCP3 est limitée aux cellules musculaires squelettiques, cardiaques et faiblement au TABr
(Nibel and Ricquier, 2006). A l'inverse d’UCP1, UCP2 et UCP3 ne sont pas impliquées dans la
thermogenese en réponse au froid mais elles jouent un réle dans la thermogenése basale
(Bouchard et al., 1997). De plus, il a été démontré que ces deux protéines sont impliquées
dans la limitation de la production des espéces réactives de I'oxygene (Arsenijevic et al.,
2000; Vidal-Puig et al., 2000). Enfin, UCP4 et UCP5, présentes au niveau du cerveau des
rongeurs sont impliqués dans la thermogenése spécifique au tissu qui les expriment (Echtay,

2007).

2.5.4 La mitochondrie

Le découplage respiratoire et la protéine UCP1, développés dans les paragraphes
précédents, sont les effecteurs principaux de la thermogenése. Ce dernier a lieu au niveau
des mitochondries présentes en grandes quantités dans les adipocytes thermogéniques. En
effet, I'induction de I'expression et de I'activité d’UCP1 au cours de la thermogenese est
accompagnée d’une augmentation de I'activité mitochondriale et ainsi de la consommation
d’oxygene, afin de compenser le manque d’ATP. Cette induction peut étre due a plusieurs
facteurs dont I'augmentation de la mitochondriogenése et le changement de la morphologie

des mitochondries.
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2.5.4.1 La mitochondriogenése

La mitochondriogenese, c'est-a-dire la multiplication du contenu en mitochondrie,
nécessite d’abord la multiplication de I’ADN d’une mitochondrie mére, son allongement et
ensuite la fission de cette derniére en plusieurs mitochondries filles. Il a été démontré
gu’une stimulation de la voie B3-adrénergique induisait une augmentation du nombre des
mitochondries d’un facteur trois (Klingenspor et al., 1996). Plus tard, I'’équipe de Spiegelman
a montré que le co-facteur-1a de PPARy (« PPARy co-factor-1a », PGC-1a) était induit par le
froid (Puigserver et al., 1998). Et un an apres, cette méme équipe a démontré que PGC-1a
était le facteur de transcription majeur impliqué dans la mitochondriogenese (Wu et al.,
1999a). En effet, PGC-1a induit I'expression des facteurs nucléaires de la respiration
« Nuclear respiratory factor » (NRF-1 et NRF-2). Ensuite, PGC-1a et NRF-1 agissent ensemble
pour induire le facteur de transcription mitochondrial A « Transcription Factor A
Mitochondrial » (TFAM). Ce dernier est un régulateur direct de la réplication et la
transcription de I"ADN mitochondrial (Wu et al, 1999a). Dans les adipocytes
thermogéniques, PGC-la est [I'effecteur transcriptionnel principal de ['activation
adrénergique, son expression et son activation étant directement régulées par cette voie de
signalisation. Plus précisément, PGC-1a est: 1) Transcrit suite a lI'effet du facteur de
transcription « activating trascription factor 2 » (ATF2) activé par la voie adrénergique ; 2)
Phosphorylé et donc activé par la protéine p38, elle-méme activée en réponse a une
stimulation sympathique. Activé, PGC-1a régule I'expression des génes thermogéniques
comme PPARy, PPARa, le récepteur thyroidien et plusieurs autres. Ensemble, PGC-la et

PPARy induisent I'expression d’'UCP1 (Harms and Seale, 2013). (Figure 18)
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Figure 18. Contréle de I'expression de PGC-1a et d’UCP1. Les catécholamines et les peptides natriurétiques,
par l'activation de leurs propres récepteurs, induisent une augmentation du taux d’AMPc et de GMPc
intracellulaires. L’AMPc et la GMPc activent la PKA ou la PKG qui vont phosphoryler CREB et/ou la MAPK p38.
Apres leurs phosphorylations, CREB se lie a son élément de réponse pour induire I'expression de PGC-1a et
d’UCP1 et p38 phosphoryle les facteurs de transcription impliqués dans I'’expression de ces deux genes comme
ATF-2 et PGC-1a. AC : adénylate cyclase, ATF-2: activating transcription factor 2, CRE: CREB response element,
CREB : cAMP response element binding protein, PPRE: PPARs response element, PRDM16: PR domain
containing 16, T3 : triiodothyronine, T4 :tetraiodothyroxine, DIO2 : déiodinase 2

Plusieurs facteurs de transcription inhibent la thermogenése en interférant avec
I'activité et I'expression de PGC-1a. Par exemple, les membres de la famille des protéines du
rétinoblastome (pRb), comme Rb1 et p107, inhibent la transcription de PGC-1la affectant
ainsi I'expression des genes spécifiques des adipocytes thermogéniques (Scime et al., 2005).
En plus, le co-répresseur nucléaire (Rip-140) se fixe sur PGC-1a pour inhiber 'activité de
cette derniere (Hallberg et al., 2008). Et finalement, le récepteur nucléaire LXR-a recrute le
Rip-140 pour inhiber 'activité de PGC-1a et ainsi I'expression d’UCP1 et la thermogenése

(Wang et al., 2008a).

2.5.4.2 Le changement morphologique
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La morphologie des mitochondries change suivant des cycles de fusion (morphologie
tubulaire) et de fission (morphologie ronde) mitochondriales (Twig and Shirihai, 2011). Ces
changements morphologiques sont corrélés au changement de l'activité et du stress
mitochondriaux. Il a été démontré qu’il existe un lien entre la fragmentation des
mitochondries et la demande d’énergie (Liesa and Shirihai, 2013). En 2014, Wikstrom et ses
collaborateurs ont montré que les mitochondries des adipocytes bruns acquierent une
forme ronde suite a une stimulation adrénergique des souris et que ce changement
morphologique était di a la phosphorylation de la protéine « Dynamin Related Protein-1 »
(DRP-1) (Wikstrom et al., 2014). A l'inverse des mitochondries fusionnées des cellules non
différenciées et des adipocytes blancs qui possedent des crétes courts et linéaires, les
mitochondries rondes des adipocytes thermogéniques affichent des crétes laminaires
(Frontini and Cinti, 2010). Récemment, notre équipe a démontré que la conversion des
adipocytes blancs, issus des préadipocytes humains, en adipocytes thermogéniques est
accompagnée d’une induction de I'expression d’'UCP1 et d’une fission mitochondriale due a

la phosphorylation de DRP-1. (Figure 19)
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Figure 19. Analyse des mitochondries des adipocytes blancs et brites par microscopie électronique a
transmission. Le TAB omental des patients atteints d’un phéochromocytome, les cellules humaines hMADS
non différenciées et les adipocytes blancs et brites sont analysés. Echelle = 1 um. L: gouttelette lipidique. On
remarquera la forme sphérique des mitochondries de I'adipocyte brite comparé a leur forme allongée dans
I’adipocyte blanc et les cellules non différenciés. hMADS : human multipotent adipose derived stem cells.
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2.5.5 Lalipolyse

Selon Cannon et Nedergaard, la thermogenese est essentiellement due a |’activation
d’UCP1 par la lipolyse (Cannon and Nedergaard, 2004). Dans les adipocytes la lipolyse est
déclenchée apres la phosphorylation des lipases et de la PLIN par la PKA. Elle est observée
par la libération d’AGs et de glycérol. Une partie de ces AGs sera libérée par les cellules et
une autre partie sera prise en charge par les FABPs. |l a été démontré que les adipocytes
bruns possedent plusieurs types de FABPs comme la FABP3, non exprimées dans les
adipocytes blancs (Vergnes et al.,, 2011). Ceci pourrait expliquer la faible présence d’AGs
libres dans ces adipocytes malgré la vitesse élevée de la lipolyse. Les AGs seront ensuite
acheminés par les FABPs dans les peroxysomes et surtout vers les mitochondries. Au niveau
de ces derniers, ils vont subir la B-oxydation. Dans la mitochondrie, les AGs B-oxydés vont
servir de substrats énergétiques afin de compenser le manque d’ATP d{ au découplage. En
outre, les AGs non métabolisés vont participer a la fonction d’UCP1 en modifiant la
conformation de ce dernier ou en servant de navette de protons entre |'espace inter-

membranaire et la matrice mitochondriale.

2.5.6 La B-oxydation

La premiére étape de |'oxydation des AGs se déroule au niveau de la membrane externe
de la mitochondrie. Elle transforme les AGs en acyl-CoA par l'action de I’Acyl-CoA
synthétase. Afin de rejoindre la matrice mitochondriale ol se déroulent les réactions de B-
oxydation, les AGs vont étre transportés par un systeme de transport. Ce transport est
assuré en premier lieu par la carnitine palmitoyl-transferase 1 (CPT-1) qui transporte I'acyl-
CoA du cytosol vers I'espace inter-membranaire de la mitochondrie en le transformant en
acyl-carnitine. Le nouvel acyl-carnitine peut donc traverser la membrane mitochondriale
externe puis étre transporté a travers la membrane mitochondriale interne par I'acyl-
carnitine translocase (CACT). Arrivé au niveau de la matrice mitochondriale, le groupement
acyl est restitué au CoA par la carnitine palmitoyl-transférase 2. A ce niveau, les acyl-CoA

vont étre dégradés par une cascade de 4 réactions :

1) Déshydrogénation : catalysée par I'acyl-CoA déshydrogénase couplée a la FAD, elle

génere un déhydro-acyl-CoA et une molécule de FADH2.
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2) Ré-hydratation : catalysée par I'énoyl-CoA-hydratase, elle produit le béta-hydroxy-
acyl-CoA.

3) Déshydrogénation : catalysée par le 3-hydroxy-acyl-CoA déshydrogénase, elle libére
une molécule de NADH et un proton H+.

4) Clivage : catalysée par la 3-cétothiolase, elle libére un acétyl-CoA qui va rentrer dans

le cycle de Krebs.

La B-oxydation des AGs suivit du cycle de Krebs va générer les coenzymes NADH et
FADH2 qui vont céder leurs électrons aux complexes de la chaine respiratoire. Ceci sera
accompagné par la génération d’un gradient de protons dans I'espace inter membranaire de

la mitochondrie.

Au final, il existe donc une relation positive entre la lipolyse libérant des AGs, les

coenzymes NADH/FADH2, le gradient de protons et la thermogenése. (Figure 20)
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Figure 20. Le role de la B-oxydation dans la thermogenése. L’activation de la lipolyse par les catécholamines
entraine une libération des AGs dans le cytoplasme qui vont étre transformés en acyl-CoA par I'acyl-CoA
synthétase. L'Acyl-CoA traverse les membranes mitochondriales externe et interne, sous forme d’acyl-carnitine
et est retransformé en acyl-CoA par CPT2M puis B-oxydé en acétyl-CoA. Ce dernier génére des molécules de
NADH et de FADH2 qui vont servir de substrat a la chaine respiratoire. Les AGs peuvent directement activer
UCP1, ceci est représenté par la fleche pointillée. AG : acides gras, CPT1M : carnitine palmitoyltransférase 1
musculaire, CACT : carnitine acyl-carnitine translocase, CPT2M : carnitine palmitoyltransférase 2 musculaire, -
ox : B-oxydation.
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Le principal niveau de régulation de la B-oxydation se situe au niveau du transport des
acyl-CoA du cytoplasme vers la mitochondrie, qui est réalisé par CPT1IM (ou CPT1B). Cette
forme de CPT1, présente dans les mitochondries des adipocytes thermogéniques et des
fibres musculaires, est essentielle a I'activité thermogénique, son inhibition, par exemple par
I’etomoxir, abolie completement la respiration mitochondriale des adipocytes bruns. Dans
des situations ou il n'y a pas de demande de chaleur, l'activité de CPTIM est
inhibée/controlée par le malonyl-CoA qui est produit lors de la lipogenese. Cela favorise
alors le stockage au détriment de l'utilisation des acides gras (Cannon and Nedergaard,

2004). L'expression de CPT1M est activée par PGC-1a (Louet et al., 2002).

2.5.7 Les différents substrats énergétiques

La fonction thermogénique est donc grande consommatrice de substrats
énergétiques, dont les AGs provenant de la lipolyse des TGs sont les principaux. Néanmoins,
la mitochondrie des adipocytes bruns et brites peut aussi utiliser d’autres sources d’énergie.
A l'inverse de ce que nous pensions, alors que le glucose est un substrat préférentiel des
mitochondries, au sein des adipocytes thermogéniques il est utilisé de maniere tres
importante mais pas comme substrat énergétique. En effet, le glucose va étre plutét utilisé
pour former du glycérol-3-P, via la néoglycérogénéese, et donc participer a la formation des
TGs. Cela est permis par la surexpression de PDK4, une des kinases inhibitrices de la pyruvate
dehydrogénase (PDH) empéchant donc la métabolisation du pyruvate en acétyl-CoA
(Barquissau et al., 2016).

D’autre part, il a été montré que les adipocytes bruns sont capables d’utiliser les
corps cétoniques. Ces derniers, produits par le foie a partir d’acétyl-CoA, vont étre
retransformés en acétyl-CoA au sein des adipocytes bruns. Cet acétyl-CoA va pouvoir alors
étre utilisé directement comme substrats énergétiques mais aussi participer a la resynthese
d’AGs (Wright and Agius, 1983).

De maniere intéressante, I'équipe de Bruce Spiegelman a montré récemment qu’un
cycle de métabolisation de la créatine était présent au niveau des mitochondries des

adipocytes brites et induisait une activité respiratoire et thermogénique de ces dernieres.
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Ces résultats posent de nombreuses questions, car ils sont difficilement compatibles avec la
fonction thermogénique d’UCP1 car I’ADP généré en grande quantité par la créatine est
I'inhibiteur le plus fort, avec le GDP, de la fonction d’UCP1. On peut donc se demander si
cette thermogénése dépendante de la créatine prend vraiment place au niveau des
adipocytes thermogéniques exprimant UCP1, surtout que ce cycle est fonctionnel dans les
animaux invalidés pour UCP1, dans lesquels des systémes compensatoires indépendants

d’UCP1 sont en place (Kazak et al., 2015).

2.6 Reégulation de I’activité thermogénique

L’activité thermogénique dépend principalement de I’expression et de I'activité
d’UCP1. Ces derniers sont souvent régulés par le systeme nerveux sympathique, activé suite
aux changements environnementaux. Néanmoins, cette activité peut étre modulée par

plusieurs autres facteurs que je détaillerai dans ce chapitre.
2.6.1 Les récepteurs B-adrénergiques

Le froid représente le régulateur dominant de [I'activité des adipocytes
thermogéniques. Ce régulateur peut agir de différentes manieres : 1) il active la sécrétion de
la noradrénaline par les terminaisons nerveuses sympathiques innervant les TAB et TABr. 2)
En plus des terminaisons nerveuses, les macrophages activées du TA sont capables de
secréter des catécholamines, comme la noradrénaline, en réponse au froid (Nguyen et al.,
2011). La noradrénaline va activer les récepteurs a- et B-adrénergiques et induire une
cascade de signalisation capable de moduler I'expression de plusieurs genes thermogéniques
(Collins, 2011). Les récepteurs al et a2 sont couplés a une protéine Gq et Gi respectivement.
lIs vont inhiber I'activité de I'adénylate cyclase directement ou par I'intermédiaire du Ca2+
intracellulaire. Par contre, les récepteurs B-adrénergiques sont eux couplés a des protéines
Gs activatrices de la voie de signalisation de 'AMPc et ainsi de la thermogenese. Une telle
co-présence entre deux systemes opposés permettrait au TA de moduler sa réponse a une

stimulation par la norépinephrine (Cannon and Nedergaard, 2004).
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En plus du froid, les adipocytes thermogéniques vont étre recrutés et activés dans
des situations ol les catécholamines sont secrétées de maniére importante comme par
exemple lors d’un stress telle que la peur ou la douleur (Carter et al., 2011). Derniérement
une étude a pu montrer le recrutement d’adipocytes brites chez des grand-brulés présentant
donc un stress adrénergique intense (Sidossis and Kajimura, 2015). Comme nous avons déja
pu le voir, ceci est vrai aussi dans le cas de phéochromocytomes qui correspondent a des
tumeurs de la glande surrénale entrainant une libération massive et continue de
catécholamines (Ricquier et al., 1982). Chez ces patients, le tissu adipeux omental proche de

la tumeur va présenter de nombreux adipocytes thermogéniques (Frontini et al., 2013).

La thermogenése induite par les régimes est-elle aussi régulée par le systeme
parasympathique que ce soit a long terme ou a court terme (Westerterp, 2004), ce que 'on
appelle alors la thermogenése postprandiale. Cette thermogenese est dépendante de la
taille et de la composition des repas et peut-étre corrélée positivement a la teneur en acides

gras polyinsaturés, particulierement de type w3 (Kim et al., 2015).

Chez les rongeurs, le récepteur B3-adrénergique est le récepteur adrénergique le plus
abondant dans les adipocytes thermogéniques. Ce récepteur est couplé a une protéine Gs
activatrice de la voie de signalisation de '’AMPc. Une fois activé par les catécholamines, ce
récepteur va engendrer une activation de la PKA qui a son tour va phosphoryler la protéine
CREB (Thonberg et al., 2002). Phosphorylée, CREB devient active et migre vers le noyau. Elle
se fixe sur son élément de réponse, CRE, situé au niveau de plusieurs promoteurs de genes
impliqués dans la thermogenése, y compris UCP1 (Cannon and Nedergaard, 2004). La PKA
est aussi capable d’activer une autre voie des MAP kinase, comme la voie p38. Une fois
activée, cette derniere phosphoryle le facteur de transcription « activating trascription factor
2 » (ATF2). A son tour, ATF2 active I'expression d’UCP1 et ainsi la thermogenése (Cao et al.,

2001).

Dans le cadre d’un travail collaboratif entre notre équipe et I'équipe de Tore
Bengtsson en Suede, il a été montré que, bien que le récepteur B3-adrénergique soit le plus
abondant dans les adipocytes, le récepteur Bl-adrénergique était aussi capable d’induire la

thermogenése chez la souris. L'effet de ce récepteur n’est mis en évidence que lorsque
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I'induction de la thermogeneése, et ainsi I'expression d’UCP1, ont été activés par le récepteur
B1-adrénergique chez les souris B3-ADR’/’ exposées au froid. Le récepteur B2-adrénergique
présent au niveau des pré-adipocytes n’est pas impliqué dans la thermogenése chez ces
souris. De méme, ce méme travail a démontré que I'expression d’UCP1 était induite a la fois
par les agonistes B1 et B3-adrénergiques dans les adipocytes humains in vitro ce qui n’était

pas le cas de I'agoniste du récepteur B2-adrénergique (Mattsson et al., 2011).

Récemment, notre équipe a étudié I'implication dans la thermogenése des canaux
potassiques sensibles au pH «Twik-related acid-sensitive K+ channel » TASK-1, fortement
exprimé dans le TABr des souris et de 'Homme. Nous avons pu démontrer que les souris
invalidées pour le gene TASK-1 développent une réponse altérée a [l'activation des
récepteurs B3-adrénergiques, qui se traduit par une diminution de I'expression d’UCP1, de la
lipolyse et de I’activité mitochondriale. Nos résultats montrent que ce canal contréle
I'activité des adipocytes bruns en modulant la voie de signalisation des récepteurs PB-

adrénergiques (Pisani et al., 2015).
2.6.2 Les peptides natriurétiques (NPs)

En plus de lactivité lipolytique de I'ANP et du BNP dont nous avons parlée
précédemment, un travail collaboratif entre I'équipe de Sheila Collins aux Etats-Unis et notre
laboratoire a récemment démontré que le taux circulant des peptides natriurétiques est
induit suite a I'exposition au froid des souris invalidées pour le récepteur NPRc et que ceci
induisait la thermogenese. En effet, le traitement des souris par du BNP induisait
I'expression d’UCP1 et de PGC-la dans le BAT, accompagnée d’une élévation de la
respiration et de la dépense énergétique. En addition, ils ont pu démontrer que I'effet de ces
protéines sur I'expression des genes impliqués dans la thermogenése était dépendant de la
voie GMPc/PKG/p38/ATF2 et de PGC-1a. Ces résultats ont été validés chez I’'Homme. En
effet, le traitement des adipocytes bancs humains in vitro par les peptides natriurétiques
activait I'expression de PGC-la et d’UCP1, la mitochondriogenése et [I'activité

mitochondriale (Bordicchia et al., 2012).
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2.6.3 Les hormones thyroidiennes

Comme les préadipocytes, les adipocytes thermogéniques matures expriment
I’enzyme DIO2 responsable de la transformation de la T4 en T3. In vivo, L'expression de cette
enzyme est induite par la voie de signalisation de I’AMPc activée suite a une stimulation
adrénergique (Bianco and Silva, 1988). L’activité de DIO2 est capable d’induire, via I'action
de la T3, I'expression du gene UCP1 grace a la présence d’'un élément de réponse aux
hormones thyroidiennes au niveau du promoteur de ce géne (Lee et al., 2013). En plus, il a
été montré que la T3 était capable d’'induire la mitochondriogenéese et ainsi la
consommation d’oxygene dans les cellules en culture primaire des rongeurs et les

préadipocytes humains (Lee et al., 2012a).
2.6.4 TRPMS8

Le « Transient Receptor Potential Melastanin 8 » (TRPM8) est un des nombreux
canaux ioniques impliqués dans la transmission des signaux extérieurs vers la cellule. C'est
un canal calcique non sélectif détecteur du froid, il est essentiellement exprimé dans les
nerfs sensoriels, le systeme nerveux central, la vessie et les vaisseaux sanguins (Peier et al.,
2002). Outre le froid, ce récepteur peut étre activé par les agents rafraichissants comme le
menthol. Récemment, Ma et al. ont démontré que TRPMS8 est présent et fonctionnel au
niveau du TABr des souris. lls ont ainsi montré que chez les souris TRPM8'/', il existe un
défaut au niveau de I'expression d’UCP1 et de la thermogenése en réponse au froid (Ma et
al.,, 2011). Plus tard, I'équipe de Roberto Vittor a montré que ce récepteur est présent au
niveau des adipocytes blancs chez 'Homme et que I'activation de ce dernier induit une
augmentation du taux de Ca*" intracellulaire. Ceci était accompagné par une induction de
I’expression d’UCP1 et d’une activité thermogénique (Rossato et al., 2014). De notre c6té,
nous avons pu montrer qu’il existe une corrélation entre I'expression de TRPMS8 et

I’expression d’"UCP1 dans les adipocytes humains in vitro.
2.6.5 Les autres activateurs

En plus des activateurs de la thermogenese discutés ci-dessus, il existe de

nombreuses autres molécules ayant le méme effet. On peut citer, BMP8b qui est une
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protéine produite et secrétée par les adipocytes bruns matures, agit sur ces deniers d’'une
maniére autocrine pour amplifier leur réponse thermogénique suite a une activation
adrénergique. En effet, la T3 et la BMP8b sont capable d’activer la thermogenese en agissant
directement sur les adipocytes bruns, ou indirectement par lI'intermédiaire du systéeme
nerveux central (Harms and Seale, 2013)., L’acide aminé, citrulline, qui a été décrit comme
activateur de I'expression d’UCP1, de PGC-1a et ainsi de la thermogenése dans des explants
de TAB de jeunes rats (Joffin et al., 2015). L’adénosine, un nucléoside purine omniprésent
dans l'espace extracellulaire et secrété par le TABr suite a une stimulation nerveuse
sympathique. Il a été démontré que I'adénosine induisait la lipolyse dans les adipocytes
humains et les adipocytes bruns murins. Cet effet est médié par son récepteur A2A couplé a
la protéine Gs, est requise pour induire la thermogenése chez la souris (Bordicchia et al.,
2012; Gnad et al., 2014). Le « Glucagon-like peptide 1 » (GLP-1) est capable d’activer le TABr
chez la souris et 'Homme, directement au niveau des adipocytes par |'activation de son
récepteur GLP-1R et de la voie PKA ou indirectement par la fonction endocrine du systeme
nerveux central (Kooijman et al., 2015; Lockie et al., 2012). GLP-1 permet ainsi d’induire par
exemple |'utilisation de glucose et d’AGs plasmatiques ou de diminuer la prise de poids. Ces
données sont tres intéressantes, car des agonistes de GLP-1R comme |’exendin-4 sont déja
utilisés pour traiter des patients diabétiques. Enfin, il a été récemment démontré qu’en plus
de ces nombreuses implications physiologiques, le microbiote intestinal est capable de
réguler d’'une maniére directe ou indirecte la fonction du TABr et ainsi la thermogenese

(Rosen, 2016).

Jusqu’a présent, nous avons vu les caracteres communs entre les adipocytes bruns et
brites. En effet, ces adipocytes partagent plusieurs points communs en relation avec leur
fonction thermogénique, mais ils se distinguent par leur origine développementale et leur

signature moléculaire. Ces derniers seront détaillés dans le chapitre suivant.

66



2.7 Origines des adipocytes brites

2.7.1 Origines développementales des préadipocytes brites

Les progéniteurs adipeux blancs ont été décrit comme provenant des MSCs dérivés
du mésoderme. Or, chez les mammiferes il a été montré que les progéniteurs adipeux
peuvent émerger a la fois du mésoderme mais aussi de la créte neurale. Cette derniere
dérive du neurectoderme et lors de la fermeture du tube neurale les cellules de la créte
migrent vers différentes zones de I'embryon pour se différencier en différents types de

cellules y compris les adipocytes (Billon et al., 2007).

Les progéniteurs des adipocytes bruns proviennent d’une sous-population du
dermomyotome capable aussi de générer des cellules musculaires. La presque totalité des
adipocytes du TABr interscapulaire provient de précurseurs exprimant Myf5. Ce dernier est
un gene exprimé spécifiquement au niveau des précurseurs des muscles squelettiques (Seale
et al., 2008). Cette origine commune entre adipocytes bruns et muscle squelettique est
attestée par le fait que la signature génétique et le profil protéomique mitochondrial des
adipocytes bruns sont plus apparentés avec ceux des cellules musculaires que ceux des
adipocytes blancs (Forner et al., 2009). L'engagement dans la voie adipocytaire, au
détriment de la voie musculaire, est dii essentiellement a I'expression de PRDM16
concomitante a la répression de Myf5 (Seale et al., 2008). Cette origine développementale
est donc différente des progéniteurs du TAB. Néanmoins, les données disponibles sur ce
sujet sont encore contradictoires. En 2008, Seale et ses collaborateurs définissaient les
adipocytes brites comme dérivés de précurseurs Myf5 négatif (Seale et al., 2008). Par contre,
une étude publiée en 2012 a montré que les précurseurs des adipocytes brites pouvaient
exprimer Myf5 (Sanchez-Gurmaches et al., 2012). Ensuite, le groupe de Spiegelman a pu
montrer qu’environ 10 a 15% des adipocytes brites exprimaient le Myhl11l. Ce dernier
représente un des marqueurs les plus spécifiques des cellules musculaires lisses et non
squelettiques (Long et al., 2014). Plus tard, une équipe montre que suite a une exposition

des souris au froid les adipocytes bruns présents au niveau du TABr inter-scapulaire
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proviennent de précurseurs exprimant PDGFRa, proches de la signature moléculaire des

préadipocytes blancs (Lee et al., 2015). (Figure 21)
2.7.2 Précurseurs des adipocytes brites dans le TAB

Dans le TAB de l'individu adulte, les adipocytes brites peuvent provenir: 1) de la
différenciation de novo des progéniteurs brites présents au sein du TAB et 2) de la
conversion directe des adipocytes blancs matures en adipocytes brites. En plus des études
sur I'expression de Myf5 et ou de Myh11, plusieurs autres études ont été réalisées sur
I'origine des pré-adipocytes brites. Elles montrent au final que dans le TAB, il existe

plusieurs sources de progéniteurs capables de se différencier en adipocytes brites.
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Figure 21. Schéma représentant les origines développementales des différents types d’adipocytes.
Adapté de (Lo and Sun, 2013; Sidossis and Kajimura, 2015).
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Les adipocytes brites présent dans le TAB viscéral proviendraient de la prolifération
et la différenciation des précurseurs des adipocytes blancs. Ces précurseurs expriment le
« Platelet-Derived Growth Factor a » (PDGFR a), CD34 et le « Stem Cell Antigen-1 » (Sca-1)
(Lee et al., 2012b). Une étude récente a montré que l'origine des adipocytes brites dans le
TAB varie en fonction de la durée de la stimulation par le froid. Ils montrent que pendant la
premiere semaine d’exposition des souris au froid, les adipocytes brites apparus proviennent
soit de la conversion des adipocytes blancs en brites, soit de I'activation des adipocytes
brites déja présents mais inactifs. Par contre, au cours de la deuxiéme semaine d’exposition
au froid, les adipocytes brites proviennent essentiellement de la différenciation des cellules
périvasculaires exprimant PDGFRB (Vishvanath et al.,, 2015b). Ces cellules, aussi appelées
péricytes sont une source bien connue de progéniteurs adipeux et de maniere plus générale

des lignages mésenchylmateux (Crisan et al., 2008).

2.7.3 La conversion des adipocytes blancs en brites

Les études morphologiques des différents dépots de TA ont permis de montrer
I’existence de trois types d’adipocytes : uniloculés-UCP1 négatif, multiloculés-UCP1 négatif
et multiloculés-UCP1 positif (Cinti, 2009). Les adipocytes multiloculés-UCP1 négatif
représenteraient une étape intermédiaire entre les deux autres types d’adipocytes. La
présence de ces trois types de cellules au sein du TAB laissait donc penser a une certaine
plasticité des adipocytes. L'existence de cette plasticité était soutenue par le fait qu’une
exposition des souris au froid induit un changement au niveau de la composition du TAB, ou
des adipocytes brites (multiloculés-UCP1 positif) apparaissent, sans qu’il y ait un
changement au niveau du nombre des adipocytes (Barbatelli et al., 2010; Vitali et al., 2012).
Cette source d’adipocytes brites a partir d’adipocytes blancs au niveau du TAB serait méme

prépondérante (Lee et al., 2015).

De fagon intéressante, on trouve des adipocytes multiloculés-UCP1 négatif méme au
niveau du TABr. Ces adipocytes pouvant étre considérés comme une étape intermédiaire
dans la conversion des adipocytes blancs en bruns, Saverio Cinti a avancé le concept de
transdifférenciation réversible entre les différents types d’adipocytes. En d’autres termes,

I’exposition des souris au froid va induire la conversion des adipocytes blancs en adipocytes
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brites pour augmenter la production de chaleur. Alors que durant I'exposition de ces souris a
un environnement obésogénique les adipocytes bruns se transforment en adipocytes blancs
dans le but d’augmenter leur capacité de stockage d’énergie (Cinti, 2009). Ce concept a été
validé par une étude récente faite au sein de I'équipe de Christian Wolfrum en Suisse, qui
démontre que les adipocytes brites qui apparaissent au niveau du TAB aprés une exposition
au froid se reconvertissent en adipocytes blancs aprés un retour des souris a un température
proche de la thermoneutralité (Rosenwald et al., 2013b). De la méme manieére, Jo et ses
collaborateurs ont montré que les cellules souches dérivées du TAB sous-cutanée de
I'Homme se différencient apres 7 jours de culture in vitro en adipocytes multiloculaires
exprimant UCP1 et plusieurs autres genes spécifiques de I'adipocyte thermogénique. Mais,
lorsque la durée de la différenciation est prolongée, ces derniers deviennent remplis de
lipides contenus dans une large gouttelette lipidique et leur niveau d’expression d’UCP1

diminue (Jo et al., 2011).

Bien que les adipocytes brites et bruns partagent I'expression des genes impliqués
dans leur fonction thermogénique commune, comme: UCP1, CTP1M et PGC-1a. Il existe des
genes spécifiques de chaque type de cellules. Par exemple, les adipocytes bruns expriment
PRDM16, Zic-1, Lhx8, Meox alors que les adipocytes brites expriment CD137, Thx1, PAT2,
TMEM26 et CITED1 (Lo and Sun, 2013; Sidossis and Kajimura, 2015).

2.8 Les activateurs de la conversion des adipocytes blancs en brites

En plus des activateurs de la thermogenése développés précédemment, les adipocytes
brites peuvent apparaitre suite a I'effet de plusieurs modulateurs moléculaires et facteurs

extracellulaires qui sont détaillés dans ce chapitre.
2.8.1 Les modulateurs moléculaires

Les mécanismes précis de I'induction ou de l'inhibition de I"apparition des adipocytes
brites ne sont pas encore bien élucidés. Néanmoins, différents facteurs de transcription ont

été décrits pour jouer un role essentiel dans cette régulation.
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2.8.1.1 PPARy

En plus de son role essentiel dans I'adipogenéese, ce récepteur nucléaire controle
I'expression de plusieurs génes dans les adipocytes. || a été démontré que les ligands
synthétiques de ce récepteur «les thiazolidinediones », comme la rosiglitazone, la
troglitazone et la ciglitazone, étaient capables de remodeler les adipocytes blancs en
adipocytes bruns in vivo chez les rongeurs (Koh et al., 2009) et in vitro chez 'Homme (Elabd
et al., 2009b). Récemment, une étude collaborative entre notre équipe et celle de Mandrup
au Danemark a montré que dans les adipocytes humains en culture une activation prolongée
de PPARy, par la rosiglitazone, induit un état de différenciation a partir de laquelle les
adipocytes sont capables de garder leur “caractére brite’” méme aprés enléevement du
ligand. En effet, la rosiglitazone active I'expression du facteur de transcription KLF11 et
induit un remodelage au niveau des génes induits par PPARy. Ce remodelage crée une région
appelée « Brite-selective PPARy super-enhancer » sur laquelle se fixe KLF11 pour maintenir
I’expression de ces génes méme en absence de la rosiglitazone (Loft et al., 2015). (Figure 22)

Mature white adipocytes Rosiglitazone-induced activation of Stable rosiglitazone-independent
genes encoding browning factors brite adipocytes

Rosiglitazone o -
—_ "
=
X Brite-selective \ b Britesse|ective B Brite-selective
-K genes ! ) ' genes i ] } D genes
i ; ; A 4

ol Brite-selective A B Brite=selective
PPARy super-enhancer PPARy super-enhancer

Figure 22. Mécanisme d’action de KLF11. L’agoniste de PPARy, la rosiglitasone, induit I’expression de KLF11.
KLF11 se lie ensuite a PPARy au niveau de la région « super-enhancer » localisé dans le promoteur des genes
spécifiques des adipocytes brites permettant ainsi une activation prolongée de I'expression de ces derniers.
D’apres (Loft et al., 2015).

Par ailleurs, Rajakumari et ses collaborateurs ont montré que le « Early B-cell Factor-
2 » (Ebf2) régulait I'activité de liaison de PPARYy, et que cette régulation oriente les cellules
vers une différenciation adipocytaire brite. En effet, la surexpression de cette protéine au
niveau des myocytes ou des préadipocytes blancs, était capable de recruter PPARy vers des
sites de liaisons spécifiques pour induire cette différenciation. De plus, la surexpression

d’Ebf2 dans des adipocytes différenciés a partir de la FSV de TAB de souris, favorise la liaison
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de PPARy aux génes spécifiques des adipocytes thermogéniques et inhibe celle des genes

spécifiques aux adipocytes blancs (Rajakumari et al., 2013).

2.8.1.2 PGC-la

Nous avons déja vu le role de ce co-facteur au niveau de la thermogenése. En plus de
ses implications dans la fonction thermogénique, PGC-la est un régulateur clé de
I’expression de plusieurs génes impliqués dans I'acquisition du phénotype des adipocytes
brites (Smorlesi et al., 2012). En effet, il a été démontré que les souris transgéniques sur-
exprimant PGC-1a développent plus d’adipocytes brites au sein du TAB que les souris WT
(Bostrom et al., 2012). De plus, il a été démontré que les coactivateurs des récepteurs des
stéroides (SRCs) jouent un rdle important dans la conversion des adipocytes blancs en brites

en agissant sur l'activité de PGC-1a (Louet and O'Malley, 2007).

2.8.1.3 C/EBP8 et PRDM16

Ces deux protéines représentent des inducteurs potentiels du brunissage des
adipocytes blancs. Elles forment un complexe crucial pour la différenciation adipocytaire
brune. En effet, PRDM16 se fixe a C/EBPB pour recruter les deux protéines « C-terminal-
binding Protein » CtBP1 et CtBP2. Ces deux protéines agissent comme corépresseurs de
I’expression des génes associés aux adipocytes blancs et aux myocytes. La surexpression de
ce complexe dans des cellules fibroblastiques induisait la différenciation de ces cellules en
adipocytes bruns fonctionnels (Kajimura et al., 2009; Kajimura et al., 2008). Par ailleurs, la
surexpression de PRDM16 chez les souris favorisait I'apparition des adipocytes brites au
niveau du TAB SC. Ce phénomene était accompagné d’'une augmentation de la dépense
énergétique et d’une résistance a 'obésité chez ces souris (Seale et al., 2007). Méme si
I'efficacité de ces protéines a induire le recrutement d’adipocytes brites est bien établie, il
reste a démontrer la pertinence de ce mécanisme in vivo dans un contexte physiologique

non modifié.

2.8.1.4 Micro ARNs (miR)

Ce sont de petits ARNs non codants régulateurs post-transcriptionnels de I'expression

de plusieurs génes. Il a été démontré que le miR193b-365, partiellement induit par PRDM16
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et PPARa est impliqué dans le phénomeéne de la conversion des adipocytes blancs en
adipocytes brites in vitro chez la souris (Sun et al., 2011). Récemment, Hu et al. ont montré
gue le miR30-b inhibait I'expression de RIP-140 et induisait I'expression d’UCP1 et la
thermogenése et ainsi le brunissage (Hu et al., 2015). Notre équipe a démontré que 1) le
miR-125b-5p inhibe la conversion des adipocytes blancs en adipocytes brites in vitro sur les
cellules humaines (hMADS) et in vivo chez la souris et 2) le let-7i-5p est capable d’inhiber

cette conversion in vitro dans les cellules hMADS (articles soumis).

2.8.1.5 Foxc2

Foxc2 est un facteur de transcription capable d’induire la différenciation adipocytaire
brune, I'apparition d’adipocytes brites et la mitochondriogenése (Harms and Seale, 2013).
Dans les adipocytes, Foxc2 induit I’expression de la sous-unité régulatrice R1a de la PKA. Ceci
sensibilise les adipocytes a I'effet du froid et des catécholamines. En addition, il a été
démontré que la surexpression de ce facteur de transcription permet de limiter I'obésité

chez la souris (Cederberg et al., 2001).

Ces facteurs de transcription sont des acteurs clés de la conversion des adipocytes

blancs en brites, mais ils sont avant tout contr6lés par divers signaux extracellulaires.

2.8.2 Les facteurs extracellulaires

En plus des catécholamines qui représentent les hormones les plus importantes dans
la conversion des adipocytes blancs en brites, et des autres activateurs des voie de
signalisation PKA et PKG, tel que les NPs et I'adénosine, il existe plusieurs autres stimuli et

facteurs de croissance circulants capables d’induire ce phénomene.

2.8.2.1 Ll’irisine

En 2012, Spiegleman et ses collaborateurs ont identifié l'irisine (issue du clivage de
FNDC5) comme une hormone secrétée par les muscles squelettiques sous la dépendance de

PGC-1q, et responsable du recrutement des adipocytes brites dans le TAB (Bostrom et al.,
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2012). Les concentrations de cette hormone augmenteraient aprés un exercice physique
chez 'Homme et la souris et seraient reliées aux capacités métaboliques de I'organisme.
Méme si de trés nombreuses études ont été menées depuis cette découverte, la pertinence
des méthodes de détection et de I'implication physiologique de l'irisine reste encore tres
fortement controversée (Albrecht et al., 2015; Atherton and Phillips, 2013; Vosselman et al.,

2015).

2.8.2.2 « Fibroblast Growth Factor-21 » (FGF21)

Le FGF21 est produit majoritairement par le foie et, dans une moindre mesure, par le
TABr, mais il ne semble pas produit par le TAB. Son expression est sous le controle de PPARaq,
et il est sécrété essentiellement dans un contexte de jeline et de dépenses énergétiques ou il
va étre responsable de I'augmentation de I'oxydation des lipides et de l'inhibition de la
lipogenese. Il agit de maniére autocrine et paracrine en activant le complexe récepteur
FGFR/co-récepteur Bklotho et permet entre autre I'induction de PGC-1a dans les adipocytes.
Le FGF21 va donc pouvoir agir de maniere autocrine dans le TABr ou paracrine sur les
adipocytes du TABr et du TAB. Il a été montré aussi un effet indirect via le systéme nerveux
central ou il induit les voies parasympathique et donc la libération de catécholamines. Dans
tous les cas, le FGF21 induit le recrutement et 'activation des adipocytes thermogéniques
chez la souris (Harms and Seale, 2013; Smorlesi et al., 2012). Récemment, il a été démontré
gue les taux plasmatiques de FGF21 étaient reliés a I’activité du TABr chez I’'Homme, et qu'il
pouvait donc participer la aussi a la dépense énergétique et au maintien de la

thermoneutralité (Hanssen et al., 2015).

L'effet du FGF21 sur la dépense énergétique n’est pas di qu’au recrutement

d’adipocytes thermogéniques. (Figure 23)

2.8.2.3 Les acides biliaires

Les acides biliaires sont issus de I'oxydation du cholestérol et produits par le foie. lls
ont de nombreux roles, particulierement dans la digestion des graisses alimentaires au
niveau de l'intestin, mais on les retrouve aussi dans divers tissus dont le tissu adipeux,

particulierement en situation postprandiale, ou ils vont pouvoir activer des récepteurs qui
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leur sont spécifiques comme le « farnesyl-X receptor » (FXR). Au niveau des adipocytes, les
acides biliaires vont étre capables d’induire I'expression d’UCP1 par une voie impliquant le
récepteur membranaire TGR5, qui est couplé a une protéine Gs activatrice de la voie de
signalisation de I'’AMPc (Watanabe et al., 2006). L’augmentation du taux intracellulaire
d’AMPc va induire I'activité de DIO2 qui aboutit a la transactivation du promoteur d’UCP1
par la T3 (Lee et al., 2013; Zietak and Kozak, 2015). Récemment, il a été démontré que
I’acide chenodeoxycholique (CDCA) était capable d’induire I'expression d’UCP1 au niveau du
TAB inguinal des souris et oriente les cellules vers un métabolisme lipidique (Teodoro et al.,

2014).
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Figure 23. Schéma récapitulatif des différents activateurs de la thermogenése et de la conversion des
adipocytes blancs en brites. D’apres (Villarroya and Vidal-Puig, 2013)

Enfin, les effets des PGs issus du métabolisme de I’ARA sont des médiateurs
importants de I'apparition des adipocytes brites dans le TAB et seront discutés plus loin (voir

partie Il chapitre 4.3).
75



3 Les cellules hMADS

3.1 Géneéralités

Depuis la découverte du TABr fonctionnel chez I'Homme, quelques modeles
cellulaires humains permettant d’étudier la différenciation adipocytaire brune ont été
développés. Néanmoins, et contrairement a d’autres espéces, aucune cellule primaire ou
clonale permettant des études homogenes et reproductibles n’était disponible au moment
de ces grandes découvertes. Seul des modeles de cellules immortalisées et/ou modifiées
étaient disponibles comme les cellules PAZ6 (Guennoun et al.,, 2015; Kazantzis and Stahl,
2012). Ces cellules présentent de fait de nombreuses limitations et n’ont finalement
vraiment jamais été utilisées. La plupart des études se basées donc sur ['utilisation de
cellules primaires de moelle osseuse ou de tissu adipeux. Cela ne permet pas de réaliser des
analyses homogenes et reproductibles, car ces cellules proviennent de patients différents et

ne sont maintenues que quelques passages en culture.

Au sein de notre Ilaboratoire, un nouveau modele de cellules souches
mésenchymateuses humaines a été développé au début des années 2000. Il s’agit des
cellules souches mésenchymateuses multipotentes dérivées du TAB de jeunes donneurs qui
sont appelées cellules hMADS pour « human Multipotent Adipose Derived Stem cells »
(Rodriguez et al., 2004). Les cellules hMADS présentent un caryotype normal, une capacité
d’auto-renouvellement en méme temps qu’une absence de tumorigénécité. In vitro, ces
cellules sont capables de se différencier en adipocytes, en chondrocytes et en ostéoblastes.
Et in vivo, elles peuvent participer a la régénération osseuse et musculaire (Elabd et al.,
2007; Rodriguez et al., 2004). Parmi 12 types de cellules hMADS issus de 12 donneurs
différents, 3 types sont particulierement utilisés: les hMADS 1, 2 et 3 qui sont établis a partir
du TAB ombilical d’'une donneuse agée de 31 mois, du TAB pubien d’'un donneur agé de 5
ans et du TAB pré-pubien d’un donneur agé de 4 mois, respectivement. Durant ma these, les

cellules hMADS utilisées appartenaient principalement au type 3.
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3.2 La différenciation adipocytaire des cellules hMADS

Apres la confluence, les cellules hMADS sont capables de se différencier dans un milieu
dépourvu de sérum en adipocytes blancs. Comme la différenciation adipocytaire des cellules
murines, celle des cellules hMADS exige la présence d’'un cocktail de différenciation. Au
cours de la phase d’engagement dans la différenciation adipocytaire (jour 0 a 2), les cellules
hMADS sont traitées par linsuline, la transferrine, la dexaméthasone, la T3 et
I'isobutylméthulxantine (IBMX) (voir chapitre 1.4.2). Aprés cet engagement les cellules sont
traitées par la rosiglitazone (agoniste de PPARy, Rosi) pour une durée de 7 jours, ce qui les
dirige vers une différenciation adipocytaire blanche (Figure 24). Les adipocytes ainsi formé
possedent, des le jour 14, les caractéristiques des adipocytes blancs humains: 1) ils
expriment les marqueurs moléculaires spécifiques des adipocytes blancs, 2) ils sont capables
de générer une réponse lipolytique aux agonistes P-adrénergiques et aux peptides
natriurétiques, 3) ils possédent un systeme de transport de glucose stimulé par I'insuline et
4) ils sont capables de produire et de secréter la leptine et I'adiponectine (Rodriguez et al.,

2004).

Cellules hMADS

Rosiglitasone

Rosightasens |

Jours ' 2 9 14 17
DIFFERENCIATION CONVERSION e

Figure 24. Protocole de différenciation des cellules hMADS. Schéma représentant les différentes étapes de
différenciation des cellules hMADS en adipocytes blancs et la conversion de ces adipocytes blancs en brites
sous l'action de la rosiglitazone.

Ces adipocytes sont capables de se différencier en adipocytes bruns fonctionnels
suite a une activation chronique de PPARy par la Rosi (de jour 2 a 18 de différenciation). Ceci
est accompagnée parl'induction entre autres: 1) de I'expression des marqueurs des

adipocytes thermogéniques comme UCP1, CIDEA, PGCla et ELOVL3, 2) de lactivité
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mitochondriale mesurée par I'activité du cytochrome c oxidase (une enzyme de la chaine
respiratoire mitochondriale), et 3) de I'expression des marqueurs mitochondriaux comme

CPT1M (Elabd et al., 2009b).

L'originalité des cellules hMADS réside dans le fait qu’un traitement terminal par la
Rosi (jour 14 a 18 de différenciation) des adipocytes blancs issus de ces cellules était capable
de convertir ces derniers en adipocytes brites fonctionnels (Pisani et al., 2011). Le caractere
brite de ces adipocytes est validé par I'absence d’expression des marqueurs des adipocytes
bruns humains comme Zicl et I'expression des marqueurs brites tel que Tbx1. Ces cellules
représentent donc un modele approprié pour I'étude de la conversion des adipocytes blancs
en brites et offrent 'avantage d’étre non transformées, facilement amplifiable tout en

gardant leur capacité de différenciation (Rodriguez et al., 2005).

Les cellules hMADS en tant que modele d’étude de la conversion des adipocytes
blancs en brites chez 'THomme, ont permis en quelques années de caractériser de nombreux
mécanismes intervenant dans cette conversion, mais aussi de démontrer que les
mécanismes mis en évidence dans d’autres especes n’étaient pas tous transposables chez
I'Homme (Pisani et al.,, 2011). Notre équipe a pu ainsi obtenir une vue globale des
modifications fonctionnelles et morphologiques qui interviennent lors de la transformation
d’un adipocyte blanc en brite chez I'Homme. En synthése, I'activité de PPARy, maintenue
entre autre par le superenhancer KLF11, permet la mise en place d’un programme
thermogénique qui est centré sur I'expression et I'activité de la protéine UCP1, entrainant
une hyperactivité mitochondriale et la consommation accrue de substrat. Cette activité de
découplage va étre dépendante de différentes adaptations a la fois métaboliques et
morphologiques, dont I'activité et la fission mitochondriales, ainsi que le métabolisme des
acides gras (Bordicchia et al., 2012; Elabd et al., 2009b; Gnad et al., 2014; Karbiener et al.,
2014; Lee et al., 2011; Lee et al., 2012a; Loft et al., 2015; Mattsson et al., 2011; Olsen et al.,
2014; Pisani et al., 2011; Svensson et al., 2014)

Ce manuscrit est centré sur |'effet des acides gras poly-insaturés et leurs métabolites

sur la conversion des adipocytes blancs issus des cellules hMADS en adipocytes brites.
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Partie Il : Les Acides Gras

1 Généralités

La découverte des acides gras revient au chimiste Frangais Chevreuil qui a défini pour
la premiere fois la structure glycérique des huiles et des graisses animales et qui a mis en
évidence ainsi la notion d’acide gras. Les acides gras sont des acides carboxyliques composés
d’une téte hydrophile portant une fonction carboxyle et d’'une longue chaine hydrophobe
portant un nombre pair de groupement méthyl. lls peuvent se trouver dans des formes
libres ou associées. Quand ils sont associés a une molécule de glycérol, les acides gras sont

sous leur forme de stockage, les triglycérides.

Les acides gras jouent un réle important dans la physiologie cellulaire, ils sont
indispensables pour la formation de la bicouche lipidique, leurs dérivés peuvent agir comme
hormone ou comme messager intracellulaire et ils constituent une source importante
d’énergie pour la cellule. Ceci est d( au fait qu’un acide gras contenant n atome de carbone
génere plus d’ATP qu’un glucide équivalent. Alors que |'oxydation des acides gras libere 9

kCal/g, celle des glucides et des protéines ne libere que 4kCal/g (DL and MM, 2005).

En se référant au nombre de double liaison dans leurs chaines aliphatiques, les acides
gras peuvent étre divisés en trois familles. On distingue ainsi les acides gras saturés (AGSs)
dépourvus de doubles liaisons, mono insaturés (AGMIs) ayant une seule double liaison dans
leurs chaines hydrophobes et polyinsaturés (AGPIs) comportant au moins deux doubles
liaisons (tableau). Naturellement, les doubles liaisons sont générées dans une configuration
cis, la configuration trans étant retrouvée dans les acides gras industriels et est reliée a une

augmentation du risque des maladies cardiovasculaire (de Souza et al., 2015).
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1.1 Nomenclature

Un acide gras possede deux extrémités, une extrémité méthyl ou I’'atome de carbone
est désigné par le terme oméga (w) et une extrémité carboxyle avec le carbone delta (A). La
nomenclature des acides gras est représenté sous la forme : CN :p n-x ou « CN » désigne le
nombre de carbone, « p » le nombre de double liaison présent dans la chaine aliphatique et
« x » la position de la premiére double liaison par rapport au par rapport a I'extrémités w ou

A (IUPAC-IUB, 1977). (Figure 25)

Carbone: A Carbone: w
AV AVAVAVATAVAVA Y e
8 6 4 2
el NN N XN\ c18:149
9 7 5 3 1 (w9)
5 3 1
00C - (w6)
2
“00C s - wy C18:349,12,15
3 1 (w3)
Nomenclature | Nom utilisé Abbréviation Famille Essentialité
C16:0 palmitique PA saturé -
C16:1n-7 palmitoléique POA M -
C18:0 stéarique SA saturé -
C18:1n-9 oléique OA M -
C18:2 n-6 linoléique LA P -
C18:3n-6 y-linolénique GLA P -
C18:3n-3 a-linolénique ALA (LNA) Pl +
C20:0 arachidique AA saturé -
C20:4 n-6 arachidonique AA (ARA) Pl -
C20:5n-3 timnodonique EPA Pl +/-
C22:6n-3 clupadonique DHA Pl +/-

Figure 25. Nomenclature des acides gras. M| : mono-insaturé, Pl : poly-insaturé, + : caractere essentiel, - :
caractére non essentiel, +/- : caractére conditionnellement essentiel.
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1.2 La biosynthése des AGs

La composition en acides gras d’une espece est principalement déterminée
génétiquement mais peut étre modifiée par I'apport alimentaire. Les mammiferes peuvent
néo-synthétiser un nombre important d’acides gras, préférablement composés d’une chaine
aliphatique saturée et d’'un nombre pair de carbone. A l'inverse de la voie de catabolisme
des AGs (la B-oxidation) qui se déroule dans la mitochondrie ou le peroxysome, la néo-
synthese des acides gras chez les cellules animales se déroule dans le cytosol a 'aide de
I'acétyl coenzyme A carboxylase, du NADPH, de I'ATP et du complexe enzymatique
homodimérique « Fatty Acid Synthase » (FAS) ou acides gras synthétase (DL and MM, 2005).
La premiéere étape de cette synthese est la formation du malonyl-CoA (formé de 3 atomes de
carbone) par le transfert d’'une molécule de CO2 du bicarbonate vers I'acétyl-CoA (formé de
deux atomes de carbone), par I'action de I'acétyl-CoA Carboxylase. Ensuite, la FAS permet
I’addition de cette molécule de malonyl-CoA a une molécule d’acétyl-CoA tout en libérant
une molécule de CO2 ce qui permet la formation d’'une molécule composé de 4 atomes de
carbone. A cette molécule néosynthétisée est ajoutée une molécule de malonyl-CoA tout en
libérant une molécule de CO2 ce qui donne ainsi une molécule de 6 atomes de carbone. Ce
cycle d’addition de malonyl-CoA sur les molécules néo-synthétisées est catalysé par la FAS et
conduit a la formation des AGSs, particulierement I'acide palmitique. Cette synthése se
déroule dans le foie, le cerveau et le tissu adipeux de tous les organismes vivants. La
longueur des chaines d’acides gras varie entre 4 et plus de 20 atomes de carbone. L'acide
palimitique (C16:0) résultant du mécanisme ci-dessus, représente I'’AGS le plus
abondemment synthétisé par les cellules animales. Les AGSs a plus longue chaines sont
synthétisés a partir de ce dernier par 'activité des enzymes appelées élongases. En plus de
leur origine endogéne, les AGSs sont apportés d’'une maniére importante par I'alimentation
vu leur abondance dans les huiles animales et végétales (ANSES, 2011). Ces acides gras sont
en partie stockés sous forme de triglycérides (TGs) au niveau du tissu adipeux et en partie
transformés en AGMIs par I'action des désaturases (enzymes responsables de la formation
des doubles liaisons au niveau de la chaine aliphatique). L’efficacité de cette désaturation est
proportionnelle a la longueur de la chaine carbonée (Legrand et al., 2002). Comme les AGSs,

les AGMIs peuvent étre synthétisés par notre organisme par I'élongation et/ou la
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désaturation des AGSs mais peuvent provenir aussi de l'apport alimentaire. L'acide
palmitoléique (C16:1 n-7) et I'acide oléique (C18:1 n-9) sont les deux principaux AGMls. lls
sont produits a partir de I'acide palmitique et I'acide stéarique, respectivement, par I'action
de la delta-9-désaturase (A-9-désaturase) qui introduit une double liaison au niveau de

I’'atome de carbone situé dans la position 9 par rapport a I'extrémité carboxyle (carbone A).

Au contraire de I'acide oléique qui est abondement synthétisé par les cellules et
fréquemment présent dans les aliments d’origine animale et végétale, I'acide palmitoléique
est trés faiblement synthétisé par les cellules et quasi absent dans |'alimentation ce qui rend
I’acide oléique le principale AGMI dans la nutrition chez ’'THomme. Les AGs membres de ces
deux familles, étant physiologiquement synthétisés sont donc considérés comme des AGs
non essentiels. Le terme essentiel est attribué aux nutriments indispensables pour le bon
fonctionnement et le développement des cellules des mammiferes, et dont leurs
précurseurs ou leurs formes actives doivent étre apporté obligatoirement par I'alimentation.
Parmi les AGs alimentaires, seules I'acide linoléique (LA, C18 :2 n-6) et 'acide-a-linolénique
(LNA, C18 :3 n-3) précurseurs des AGPIs w6 et w3, respectivement, sont considérés comme
essentiels. Ces deux acides gras sont synthétisés chez les végétaux suite a I'activité des A-12
et A-15 désaturases qui introduisent des doubles liaisons au niveau du carbone w-6 et w-3

de I'acide oléique (C18:1). (Figure 26)

Animaux/végétaux Végétaux

8-9 0-12
€18:0 —>C18:1 ———

SA OA

4-15
c18:2 — (183
LA LNA

Figure 26. Schéma représentant la différence entre les animaux et les végétaux dans I’expression des
enzymes de désaturation des AGs.

Les autres membres de la familles des AGPIs peuvent étre synthétisés
physiologiguement par des séries de réactions enzymatiques de désaturation et

d’élongation du LNA et du LA. Ces dérivés sont considérés comme « conditionnellement
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essentiels » étant donné que leur biodisponibilité dépend de I'apport nutritionnel de leurs

précurseurs essentiels (ANSES, 2011).

2 Les acides gras poly insaturés (AGPIs) a longue chaine

2.1 L’essentialité des AGPIs

La notion d’AGs essentiels revient aux nombreuses expériences de Burr et Burr
publiées dans les années 1920 dans lesquelles des rats nourris par un régime dépourvu de
lipides développent différents symptémes, définis plus tard comme « symptomes de déficit
en AGs alimentaires ». Ces symptdmes se manifestent par un retard de croissance, une
altération de la reproduction, des problemes cutanés, une stéatose hépatique et une
altération du fonctionnement rénale. Il sont completement corrigés par I'addition du LA w6
et partiellement par une supplémentation en LNA w3 dans le régime (Burr and Burr, 1973).
Du fait de l'incapacité des cellules des mammiferes a synthétiser le LA et le LNA, ils ont
ensuite été définis comme essentiels. Le LA et le LNA entrent en compétition au niveau de
leurs enzymes de métabolisation et sont capable de générer, respectivement, l'acide
docohéxaéonique (C22 :6 n-3, DHA) et I'acide arachidonique (C20 :4 n-6, ARA). De maniére
intéressante, ce dernier est plus efficace que son précurseur dans la correction des

symptomes de carences en AGs alimentaires (Holman, 1970).

En 1970, des expériences de carences alimentaires en AGs chez 'Homme adultes et
chez les nouveau-nés, ont montré que le LA était le seul AGs capable de réparer les
syndromes cutanés de carence en AGs, mettant en évidence pour la premiere fois
I'essentialité du LA chez ’'Homme (Soderhjrim et al.,, 1970). Plus tard, les chercheurs ont
envisagé un possible roéle du LNA dans le bon fonctionnement de I'organisme, et en 1971 le
DHA a été montré comme abondant dans les phospholipides du cerveau et de la rétine de
tous les mammiféeres. Entre les années 1975 et 1990, une relation entre la déficience en
AGPIs w3 et des perturbations neuronales et visuelles a été mise en évidence chez les

rongeurs et les singes. D’autre part, une fillette nourrie par voie parentérale avec une
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émulsion dépourvue de LNA développait des troubles neurologiques et visuels.
L'introduction du LNA dans ces émulsions a permis de corriger ces troubles, ce qui a conduit

a donner au LNA un caractére d’AG essentiels en 1985 (ANSES, 2011).

2.2 Sources Alimentaires des AGPIs essentiels

2.2.1 Les AGPIs w6

Le LA représente I’AG parental des membres de la famille des AGPIs w6. Il est présent
en grande quantité dans les huiles de Soja, de tournesol, de carthame, d’onagre, de pépins
de raisins, de graines de pavots, de mais, de coton et de sésame (Figure 27) (Tvrzicka et al.,
2011). Le LA étant principalement métabolisé en ARA chez les mammiféres, on peut
retrouver celui-ci dans les aliments d’origine animale tel que la viande rouge, la charcuterie,

les ceufs et la viande de poulet.

Carthame

I Tournesol
AGPlwE AGPl w3 AGMI

AGPIwE  AGPIw3 AGMI
coton

Soja

l-ln l 138

AGPl wé AGPlw3 AGMI

Mais

| TS

AGPlwe AGPIw3 AGMI

Figure 27. Composition des principales huiles riches en acides gras poly-insaturés w6. AGPI:

AGPI wé AGPlw3 AGMI

sésame

B_0s

AGPI w6 AGPlw3 AGMI

acides gras

poly-insaturés, AGMI : acides gras mono-insaturés, AGS : acides gras saturés.
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2.2.2 Les AGPIs w3

Le LNA représente I’AG parental de la famille des AGPIs w3. Il est principalement
métabolisé en DHA, et en acide eicosapentanoique (EPA, C20:5 n-3). Le LNA est présent dans
les germes de Soja, les graines de lin, les feuilles de bourache et les pépins de cassis, ce qui
fait qu’on le retrouve dans leurs huiles et tourteaux. Vu que la conversion du LNA en AGPIs
de 20 et 22 carbone est plus efficace chez les animaux marins que chez 'Homme, les
poissons gras représentent une source majeure d’EPA et de DHA. Une portion de 150 g de

ces poissons contient approximativement 2 g d’AGPIs w3 (Tvrzicka et al., 2011).

2.3 Les apports nutritionnels conseillés d’AGPIs essentiels chez I’adulte

L’évaluation des apports nutritionnels recommandés d’AGs chez 'Homme se limitent
aux AGs essentiels et conditionnellement essentiels, particulierement aux LA, LNA et DHA
gui ne sont pas synthétisés par les cellules humaines et dont I'apport dépend de la nutrition.
Pour couvrir les besoins en ces AGs et éviter les symptomes de carence en AGPIs, les lipides
doivent constituer 30% de I'apport énergétique total chez 'Homme. Le besoin minimal en
AGPIs w6 constituait un conflit pour les chercheurs qui considéraient que les valeurs
recommandées de ces AGs étaient surestimée. En réalité, Le LA était longtemps considéré
comme le seul AG essentiel et la plupart des études faites a propos des besoins nutritionnels
en LA ont eu lieu en absence d’AGs w3 ce qui sous-estime la potentialité biologique de ces
derniers (Cunnane, 2003). Cependant, I'apport de LNA chez les individus nourris par un
régime dépourvu de LA, était capable de corriger les symptomes de carence et réduire ainsi
le besoin de ce dernier (Legrand, 2013). L’évaluation du besoin physiologique du LA en
prenant en considération le faible apport en LNA avait pour but de limiter le déséquilibre
présent entre ces deux AGs, ce déséquilibre qui limite I'utilisation des AGPIs w3 par les

cellules.

Actuellement, le besoin physiologique minimal en LA est estimé a 2%, et I'apport
nutritionnel conseillé est de 4% de I'apport énergétique total ce qui équivaut 8.8 g/j. Le

besoin physiologique minimal de notre corps en LNA est estimé a 0.8% et son apport
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conseillé est fixé a 1% de I'apport énergétique total, équivalent a 2.2 g/j. En outre, le DHA
fait partie des AGs dont un apport nutritionnel a été retenu. Ceci est di aux nouvelles
données montrant la faible conversion du LNA en DHA, et a I'importance de ce dernier au
niveau du systéme nerveux. L’apport recommandé de DHA est fixé a 250 mg/j ce qui
équivaut 0.1% de I’énergie totale apportée (ANSES, 2011; Legrand, 2013). Actuellement, il
n’existe pas d’arguments suffisants pour considérer les autres membres des deux familles

d’AGPIs comme essentiels.

2.4 Le métabolisme des AGPIs essentiels

Les AGPIs w6 et w3 sont synthétisés a partir de leurs précurseurs, les AGs essentiels
LA et LNA respectivement, suite a différentes réactions enzymatiques nécessitant la
présence des enzymes appelés désaturases et élongases présentes essentiellement au
niveau du réticulum endoplasmique des cellules hépatiques et adipocytaires des
mammiféres (Guesnet, 2005). Les doubles liaisons et les atomes de carbone sont ainsi
rajoutés a proximité de I'extrémité carboxyle afin de garder les structures w6 et w3 des
précurseurs d’origine. Les élongases présents au niveau des microsomes agissent de la
méme maniere que la FAS cytosolique, ces enzymes sont responsables de I'addition d’une
unité formée de deux atomes de carbone a un acyl-CoA par I'intermédiaire du malonyl-CoA
et du NADPH. L’élongation des AGs se déroule en plusieurs étapes nécessitant quatre
enzymes distinctes. Chez les mammiferes, les élongases représentent la premiére étape,
limitante, de cette élongation. Jusqu’a présent, il existe sept types d’élongases nommées
ELOVLs pour « Elongation of Very Long Chain Fatty Acids » et numérotés de 1 a 7. Les
différentes ELOVLs possedent des préférences vis-a-vis des AGs, i.e. ELOVLs1, 3, 6 et 7
préferent les AGSs et les AGMIs comme substrats, alors que les ELOVLs2, 4 et 5 agissent sur
les AGPIs (Guillou et al., 2010). Les désaturases ou acyl-CoA désaturases sont eux
responsables de I'addition d’une double liaison dans une position spécifique au niveau de la
chaine aliphatique des AGs. Les cellules des mammiferes expriment trois types de
désaturases responsables de la génération d’une saturation au niveau de I'atome A5, A6 ou
A9 de la chaine aliphatique et sont ainsi nommées A5, A6 et A9-désaturases. On en distingue

deux familles : 1) les « stéaroyl-coA désaturases » (SCDs) et les « Fatty Acid Désaturases »
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(FADS). Les SCDs introduisent une double liaison au niveau du carbone A9 des AGSs tel que
I'acide palmitique (C16:0) et l'acide stéarique (C18:0). La désaturation des AGs par ces
enzymes nécessite la présence d’une molécule de NADH, d’oxygene, de cytochrome b5
donneur d’électron et de son enzyme de réduction couplée au flavoprotéine (Figure 28).
Quatre isoformes de SCD ont été identifiés chez la souris alors qu’on en trouve que deux
chez 'Homme : la SCD-1 exprimée essentiellement au niveau du tissu adipeux et du foie et la

SCD-5 présente abondamment dans le cerveau et le pancréas.

0
CH3—(CH2), —CH,—CH,— (CHy) —’ 0, + 2H*
$-CoA
Acide Stéarique 2{212;‘]’5 Cyt b(sFrAeEl'iluctase NADPH
+ HY
2 Gyt b Cyt by reductase NADP*
7 (Fe**) (FADH,)
S-CoA

Acide Oléique

Figure 28. Schéma représentant le mécanisme de désaturation des AGs par les stéaroyl-CoA désaturases

A l'inverse des SCDs, les FADS introduisent des doubles liaisons a la position A5 ou A6
de la chaine aliphatique des AGs. La A6-désaturase ou FADS2 peut agir sur les AGPIs a 18
atomes de carbone et sur ceux qui présentent une chaine plus longue (Figure 29). Il a été
décrit que cette désaturase présente une meilleure affinité pour le LNA comparativement au
LA ce qui crée une compétition entre ces deux AGPIs en faveur du LNA dont le métabolisme
est donc accéléré diminuant ainsi sa biodisponibilité par rapport au précurseur des AGPIs w6
(Brenner and Peluffo, 1966). D’autre part, la A5-désaturase ou FADS1 est responsable de la
désaturation des AGPIs de 20 atomes de carbone. Il est a noter qu’une troisieme désaturase

a été clonée et dont I'activité n’est pas encore élucidée (Guillou et al., 2010).
2.5 Les fonctions générales des AGPIs essentiels

Les AGPIs sont des molécules essentielles pour le bon fonctionnement de
I'organisme, ils sont indispensables au niveau structural, énergétique et phénotypique de la

cellule.
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Figure 29. Biosynthése des AGs insaturés. ARA : acide arachidonique, EPA : acide éicosapentanoique, LA : acide
linoléique, LNA : acide a-linolénique, OA : acide oléique, PA : acide palmitique, POA : acide palmitoléique, SA :
acide stéarique, A : désaturation, I : élongation, B-ox. Partielle : B-oxydation Partielle.

2.5.1 Fonction structurale

Les lipides, sous formes de cholestérol et de phospholipides, représentent environ
49% de la composition des membranes biologiques. Les AGPIs tel que le LA, I’ARA et le DHA
sont les constituants majeurs des phospholipides de ces membranes (Lavialle and Layé,
2010). Ces phospholipides sont constitués d’'une molécule de glycérol sur laquelle sont
attachés un acide phosphorique et deux acides gras en position sn-1 et sn-2. Grace a leur
conformité spatiale formant des angles au niveau de leurs chaines aliphatiques, les AGPIs
jouent un réle essentiel dans la fluidité des membranes biologiques et favorisent ainsi la
fonctionnalité des protéines présentes. Indirectement, les AGPIs induisent la séparation et la
distribution des domaines membranaires enrichis en AGSs et cholestérol auxquels sont
associés des complexes protéiques actifs (Shaikh et al., 2004). Par exemple, Le DHA
abondamment présent dans la membrane du photorécepteur de la rétine favorise la fluidité
de cette derniere ce qui facilite le changement de conformation du pigment essentiel a la

vision, la rhodopsine (Niu et al., 2004).
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2.5.2 Fonction énergétique

Comme tous les AGs, les AGPIs subissent la B-oxydation mitochondriale et
peroxysomale afin de produire de I'acétyl-CoA et ainsi de I'ATP. Le LA et le LNA sont les
substrats préférentiels de cette oxydation par rapport aux AGs des autres familles. L’acide
oléique (OA, C18:1) appartenant a la famille des AGMs représente I’AGs le plus abondant
dans le tissu adipeux des mammiféres, sa concentration est deux fois plus élevée que celle
du LA et entre 25 a 100 fois que celle du LNA. De plus, la vitesse moyenne de la B-oxydation
peroxysomale du OA représente 94% de celle du LA et 50% celle du LNA (Cunnane, 2003). Le
LNA étant I'acide gras le plus rapidement B-oxydé, il existe donc une sorte de compétition
au niveau de cette étape du catabolisme entre ce dernier et les autres AGs, plus

particulierement le LA.

2.5.3 Fonction de ligand

En plus de leurs fonctions énergétiques et structurales, les AGPIs et leurs métabolites
(développé ultérieurement) ont été identifiés comme régulateurs de I'expression de
nombreux génes impliqués dans la lipogenese, la lipolyse et la B-oxydation. Cette régulation
se fait dans les noyaux des cellules hépatiques et adipocytaires par interaction directe avec
les récepteurs nucléaires dont ils sont ligands ou indirecte en inhibant la transcription de ces
derniers. Parmi les facteurs de transcription régulés, on distingue essentiellement la famille
des PPARs et la protéine de liaison a I'élément de régulation des stérols (SREBP). Selon le
type cellulaire et le récepteur activé, ces AGs engendrent des effets différents. Par ailleurs, il
a été démontré que les AGPIs sont capable d’inhiber I’expression ou I'activation du SREBP-1c
hépatique (Jump et al., 2013). En inactivant ce dernier, les AGPIs inhibent la transcription des
génes des enzymes impliquées dans la biosynthese des AGs tel que les désaturases, les
élongases et la FAS. Plus généralement, les AGPIs régulent positivement les facteurs de
transcriptions responsables de I'expression des geénes qui catabolisent les AGs et
négativement ceux qui sont responsables de la lipogenése de novo (Guesnet, 2005;

Kremmyda et al., 2011). (Figure 30)

89



AGHsuBmﬁ]

oxidation

Figure 30. Les principaux facteurs de transcription modulés par les AGPIs w6 et w3. PPARa: peroxisome
proliferator activator receptor a, SREBP: sterol response element binding protein, ELOVL : elongation of very
long chain fatty acid protein, FADS: fatty acid desaturase.

D’autre part, il a été démontré que les AGPIs w3 sont les ligands du récepteur couplé
a la protéine G, le GPR120, nommé ainsi « functional w3 Fatty acids receptor/sensor » et
exprimé dans les adipocytes et les macrophages (Oh et al.,, 2010). Une fois activé, ce
récepteur inhibe les voies de signalisation pro-inflammatoire induite par le toll like receptor
4 (TLR4) et le tumor necrosis factor receptor (TNFR) inactivant ainsi le facteur de

transcription NF-kB responsable de I'expression des cytokines inflammatoires (Mickael,

2014).

Néanmoins, les AGs sont des ligands bien moins importants que leurs métabolites,

qui sont eux impliqués dans de trés nombreux mécanismes cellulaires.

3 Les métabolites oxygénés des AGPIs

La principale raison pour laquelle le LA et le LNA sont considérés comme essentiels au

bon fonctionnement de I'organisme est qu’ils sont précurseurs de médiateurs oxygénés. La
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nomenclature de ces médiateurs oxygénés va dépendre du nombre de carbone de leur AGPI
précurseur. On va ainsi distinguer les eicosanoides (20 atomes de carbone) et les

docosanoides (22 atomes de carbone).

3.1 Les eicosanoides

Les eicosanoides sont une famille de composés lipidiques formés de 20 atomes de
carbone et comportant plusieurs sites d’insaturations et générés a partir des AGPIs formés
de 20 atomes de carbone comme I’ARA (C20:4 w6), de I'acide dihomo y-linoléique (DGLA
C20:3 w6) et de I'EPA (C20:5 w3), eux aussi composés du méme nombre d’atome de
carbone. Ces médiateurs oxygénés sont synthétisés dans toutes les cellules des mammiferes,
a I'exception des érythrocytes. Ces molécules sont douées d’une capacité a produire des
effets biologiques profonds sur les cellules qui les synthétisent, celles situées a proximité, et
sur des cellules cibles situées a distance. L’ARA est I'AG le plus abondement métabolisé en
médiateurs lipidiques oxygénés due a son abondance dans les cellules par rapport a I'EPA et
au DGLA. La premiere étape de la synthése des éicosanoides nécessite la libération des AGs
de la position sn-2 des phospholipides membranaires. Cela se fait directement par |'action
d’une phospholipase de type A2 (PLA2) ou indirectement par I'action de la phospholipase C
(PLC). Les AGs ainsi libérés peuvent subir des réactions enzymatiques d’oxygénation,
d’hydroxylation et de peroxydation conduisant a la formation des divers types
d’eicosanoides. Les deux principales voies enzymatiques du métabolisme des précurseurs
des eicosanoides sont la voie des cyclooxygénases (COX) et celle des lipooxygénases (LOX).
Selon la voie empruntée, les AGs génerent les prostanoides (prostaglandines, thromboxanes
et prostacycline), ou les leucotriénes. Il existe une troisieme voie enzymatique impliquant le
cytochrome P450 époxygénase qui génére a partir de I’ARA des AGs hydroperoxydés et des
époxydes. On distingue les acides hydroxyéicosatétranoiques (HETEs) et les acides
époxyéicosatriénoiques (EETs), ces derniers agissent comme effecteurs autocrines et
paracrines au niveau du systéme cardiovasculaire et rénal (Spector et al., 2004) et comme
inhibiteurs de I'apoptose au niveau des cellules épithéliales. Cette voie est prédominante
dans les cellules ou les expressions des COXs et des LOXs sont indétectables (Chen et al.,

2001). (Figure 31)

91



©
CYP450

o *¢
®© Qi&

Figure 31. Métabolisme de l'acide arachidonique (ARA). Trois voies de métabolisation de I’ARA sont
représentées dans ce schéma. 1) la voie des cyclooxygénases (COXs), 2) la voie des lipooxygénases (LOXs) et
3) la voie du cytochrome P450 (CYP 450). HETEs: acides hydroxyéicosatétranoiques, EEPs: acides
époxyéicosatriénoiques, LT: leucotrienes, PLA2: phospholipase A2, PLC: phospholipase C, PG:
prostaglandines, PGI2 :prostacycline, PGS : prostaglandine syntéthase, PGIS :prostacycline syntéthase, TX:
thromboxane, TXS :thromboxane syntéthase.

3.1.1 Lavoie des cyclooxygénases : les prostanoides

Les prostanoides sont les dérivés oxygénés de I’ARA, de I'EPA et du DGLA synthétisés
suite a l'action des enzymes cyclooxygénases. Ces derniéres induisent la formation d’un
cycle cyclopentane au niveau de la structure de ces AGs d’ou la racine « cyclo ». La famille
des prostanoides est composée des prostaglandines (PGs), de la prostacycline, et des
thromboxanes. Il existe deux principaux isoformes de la COX, la COX-1 et la COX-2. La COX-1
isolée en 1976 représente la forme constitutive de cette enzyme, activée en permanence
dans les cellules, elle assure le maintien des fonctions physiologiques en maintenant la
synthése des PGs nécessaires pour le bon fonctionnement de I'organisme (Regina, 2005).

Nous pouvons citer le role anti-thrombotique de la prostacycline synthétisée au niveau de
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I’endothélium et son réle cytoprotecteur au niveau de la muqueuse gastrique (Regina,
2005). D’autre part, la COX-2 a été identifiée comme étant la forme inductible des COXs. Les
PGs synthétisées par cette enzyme sont impliquées dans la douleur et la réaction
inflammatoire. Une troisieme COX, nommée COX-3 a été caractérisée comme la forme
résultante de I'épissage alternatif de I’ARN messager de la COX-1 et dont la fonction n’est

pas encore élucidée (Regina, 2005).

Les prostaglandines sont classées selon le nombre de doubles liaisons présentes dans
leurs chaines carbonées en différentes classes. Les PGs dérivées de I’ARA, I'EPA et le DGLA
appartiennent aux classes 2, 3 et 1, respectivement. De plus, ces PGs sont classées dans des
séries distinctes (représentées en lettres majuscules dans la nomenclature des PGs) en

fonction de la nature des radicaux oxygénés liés au noyau cyclopentane. (Figure 32)
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Figure 32. Voies de synthése des différents métabolites de I’acide arachidonique par les cyclooxygénases
(COX). Les différentes enzymes de synthése sont en rouge. AKR :aldokétoréductase, HSA : human serum
albumin, L/H-PGDS : Lipocaline/hématopoétique- prostaglandine D synthases, m et ¢ PGES : microsomal et
cytoplasmic prostaglandine E synthases, PGI :prostacycline, TX :thromboxane.
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Doués d’une activité cyclooxygénase et peroxydase, les COXs métabolisent I’ARA en
PGG2 puis en PGH2. La PGH2 joue le role d’un carrefour a partir duquel divergent différentes
voies enzymatiques qui menent a la synthese de différentes prostanoides. Ces derniers
agissent essentiellement d’une maniére autocrine ou paracrine et exercent leurs effets par
I'intermédiaire des récepteurs membranaires appropriés. Ces récepteurs sont couplés a la
protéine G qui selon la sous unité a associée, activent ou inhibent la vitesse de génération
de seconds messagers : le Ca2+ ou '’AMPc. En effet, il existe 3 types de sous-unité a de la
protéine G : la sous-unité Gs qui active I'adénylate cyclase et ainsi la voie de signalisation de
I’AMPc, la Gi qui inhibe cette voie, et la Gq qui induit une voie de signalisation calcique.

(Figure 33)
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Figure 33. Représentation des prostaglandines issues de I'acide arachidonique, de leurs récepteurs et des
voies de signalisation associées. DP : récepteur de PGD2, EP : récepteur de PGE2, FP : récepteur de PGF2a, G :
protéine G, LA :Linoleic acid.
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3.1.1.1 Les PGs de la série 2 dérivées de ’ARA

Dans cette famille, on distingue la PGE2, PGF2a et la PGD2 que nous détaillerons ci-

dessous.

3.1.1.1.1 La prostaglandine E2 (PGE2)

PGE2 est générée suite a I'action, de l'une de ses trois enzymes de synthése, sur la
PGH2: i) la PGE2 synthase microsomale 1 (mPGES-1) abondante dans la prostate, le
placenta, la vessie et la glande mammaire, représente la forme inductible de cette enzyme,
elle est essentiellement localisée au niveau de la membrane nucléaire des cellules. ii) la PGES
cytoplasmique (cPGES) ubiquitaire et constitutive, localisée au niveau du cytoplasme et de la
membrane nucléaire et iii) la mPGES-2 constitutive, abondante dans le cerveau, le cceur, les
muscles squelettiques, les reins et le foie et localisée au niveau de I'appareil de Golgi et le
cytoplasme (Park et al., 2006). Il existe quatre récepteurs membranaires pouvant fixer PGE2,
le récepteur EP1 lié a une protéine Gq activant une voie de signalisation calcique, les
récepteurs EP2 et EP4 couplés a des protéines Gs stimulant la voie de signalisation de
I’AMPc, et le récepteur EP3 couplé a une protéine Gi capable d’inhiber I'activité adénylate
cyclase et ainsi la voie de signalisation de '’AMPc (Bgrglum et al., 1999). PGE2 possede de
tres nombreuses propriétés : relaxantes au niveau des muscles lisses, vaso-dilatateur au
niveau des muscles vasculaires, broncho-dilatateur au niveau des poumons, inhibiteur du
suc gastrique, activateur du débit sanguin rénal et de I'excrétion urinaire d’eau et de sels, et

pro-inflammatoires au niveau des cellules immunitaires (Borel et al., 1997).

3.1.1.1.2 La Prostaglandine F2a (PGF2a)

Plusieurs enzymes de synthése de cette PG ont été décrites. Ces enzymes
appartiennent a la famille des aldo-kéto-réductases (AKR) 1C, 5A et 1B. Chez I'Homme,
seules ’AKR1B1 et I’AKR1C3 sont capables de transformer la PGH2 en PGF2a (Watanabe,

2011). Cette PG se fixe sur son récepteur membranaire FP couplé a une protéine Gq capable
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d’induire une voie de signalisation calcique par I'intermédiaire de la phospholipase C (Liu and
Clipstone, 2007). PGF2a stimule la croissance des cellules hépatiques, la contraction des
muscles longitudinaux au niveau du tube digestif, la contraction des muscles utérins en cas
de grossesse et possede une propriété pro inflammatoire au niveau des cellules

immunitaires (DL and MM, 2005).

3.1.1.1.3 La prostaglandine D2 (PGD2)

Il existe deux enzymes de synthése de cette PG, i) la Lipocaline-PGDS (L-PGDS) qui
possede une double fonction d’enzyme et de transporteur de petites molécules lipophiles.
Elle est abondante dans les organes génitaux males, le cerveau et le cceur et est localisée au
niveau de la membrane nucléaire et du réticulum endoplasmique; ii) 'hématopoétique-
PGDS (H-PGDS) cytoplasmique abondante dans les cellules immunitaires et les mastocytes.
PGD2 possede une structure instable, apres sa synthese elle est rapidement déshydratée
dans le milieu extracellulaire pour donner la 15-désoxy-PGJ2. Jusqu’a présent aucune
enzyme de métabolisation de la PGD2 en 15-dsoxy-PGJ2 n’a été décrite. Or, in vitro, cette
réaction est catalysée par I'albumine du sérum humain (Powell, 2003). Les récepteurs de la
PGD2 sont deux : le DP1 couplé a une protéine Gs activant I'adénylate cyclase et ainsi la voie
de signalisation de ’AMPc et le DP2 couplé a une protéine Gi inhibitrice de cette voie AMPc.
Cette PG est impliquée dans la perception de la douleur tactile, le sommeil, la réaction
allergique, la formation des gonades males et la communication foeto-placentaire durant la
grossesse. En outre, la 15-désoxy-PGJ2 est capable d’activer le récepteur nucléaire PPARy

pour inhiber la réaction inflammatoire (Malki et al., 2008).

3.1.1.2 Les thromboxanes dérivés de ’ARA w-6

Les thromboxanes (TXs) sont des dérivés d’AG contenant un noyau cyclohexane au
niveau de leurs structures. lls sont générés a partir de la PGH2 suite a l'activité de la

thromboxane synthase. On distingue deux TXs dérivés de I’ARA, la TXA2 instable dans un
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milieu aqueux et sa forme inactivée la TXB2. Le récepteur au TX est couplé a une protéine Gq
activant la phospholipase C et ainsi une voie de signalisation calcique. Secrétés
essentiellement par les plaquettes, les TXs sont responsables de I'agrégation plaquettaire. En

outre, TXA2 provoque la contraction des muscles artériels et bronchiques.

3.1.1.3 La prostaglandine 12 ou prostacycline (PGI2)

On distingue deux enzymes de synthése de PGI2, la PGIS nucléaire et celle localisée
au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique. PGI2 agit par sa fixation sur le
récepteur membranaire IP couplé a une protéine Gs activant I'adénylate cyclase. Celui-ci
induit une augmentation du taux d’AMPc intracellulaire par I'intermédiaire de la protéine
kinase A ou une mobilisation du Ca2+ par I'activation de la protéine kinase C. Comme pour
PGD2, la structure chimique de PGI2 est instable, elle se transforme d’une maniére
spontanée dans le milieu extracelulaire en 6-Kéto-PGFla inactive. En plus de sa capacité a
activer son récepteur membranaire, PGI2 est capable d’activer PPARS, PPARa et PPARy
(Brun et al., 1996). En activant PPARS, PGI2 favorise I'implantation de 'embryon au niveau
de l'utérus, induit 'apoptose des cellules rénales in vitro. En addition, PGI2 via I'IP et PPARS

exerce des effets, anti-coagulateur, vasodilatateur et pro-angiogénique (Lim and Dey, 2002).

Vue les effets anti-coagulateur et vasodilatateur de PGI2, les chercheurs se sont
interressés a un possible effet thérapeutique de ce dernier dans un contexte d’hypertension.
Mais la durée de demi vie de PGI2 étant de quelques secondes, ceci représentait une
limitation pour son utilisation dans des traitements in vivo. Pour surmonter cet obstacle, les
chimistes ont développé plusieurs analogues stables de cette prostacycline. Par exemple, la
prostacycline synthétique appelée « epoprostenol », et les analogues synthétiques de PGI2
comme la carbaprostacycline, l'iloprost et le beraprost. Ces analogues possedent une durée
de vie qui peut aller de 30 minutes jusqu’a une heure. Ceci rend ces molécules aptes a étre
utilisées dans des buts thérapeutiques chez I'Homme et la souris (Hildebrand, 1992;

Hildebrand et al., 1990).
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3.1.2 Lavoie des lipooxygénases : les leucotriénes

Les leucotrienes (LTs) sont des AGs a 20 atomes de carbone contenant 4 doubles
liaisons dont 3 sont conjuguées. Ils sont formés a partir de ’ARA ou de I'EPA par I'action des
différentes enzymes d’oxydation : les lipoxygénases (LOXs). On distingue 4 types de LOXs : 5-
LOX, 12-LOX, 15-LOX et 3-LOX. Ces enzymes introduisent une fonction hydropéroxyde sur les
positions 5, 12, 15 et 3 de la structure des AGs, pour former les, 5-
hydroxyperoxyéicosatétranoique (5-HETE), 12-HETE, 15-HETE et 3-HETE. Parmi les dérivés de
la 5-HETE, on distingue : i) la LTA4 et la LTB4, qui favorisent |'agrégation des leucocytes en
induisant le chimiotactisme, ii) Les LTC4, D4 et E4, liés a des molécules peptidiques, sont
considérés comme les vaso/broncho-constricteurs les plus puissants dans |'organisme
(Mickael, 2014), et iii) les lipoxines (LX) A et B, formés par I'action de la 15-LOX sur le LTA4,

possédent des effets anti-inflammatoires (Serhan et al., 1984).

3.1.3 Les eicosanoides dérivés de I’'EPA

De maniéere identique a I’ARA, I'EPA subit des réactions de cyclooxygénations et de
lipooxygénations pour générer les PGs et les TXs de la classe 3 et les LTs de la classe 5. A
I'inverse des prostanoides issus de I’ARA, ceux issus de I'EPA possédent plutot des effets
anti-inflammatoires (Simopoulos, 2002). Les enzymes responsables de la formation des
éicosanoides a partir de 'EPA et de I’ARA étant communes, il existe donc une compétition
entre ces deux AGs au niveau de la phospholipase A2, des COXs et des LOXs, ce qui explique
I'effet inhibiteur de I'EPA sur la synthése des eicosanoides issus de I’ARA (Calder, 2006).
Récemment, il a été montré que I'EPA était capable de subir des réactions de
cyclooxygénations en présence de |'aspirine (inhibiteur des cycloxygénases) pour générer
des molécules a activité anti-inflammatoire « la famille des résolvines E ». Cette derniere
comporte la résolvine E1 (RvE1) et E2 (RvE2) responsables de I'inhibition de la production
des cytokines pro-inflammatoires, de la migration des cellules immunitaires et de
I'infiltration de ces derniéres au niveau des sites d’inflammation (Schwab et al., 2007; Serhan

et al.,, 2015).
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3.1.4 Les docosanoides

Des études récentes ont montré que le métabolisme du DHA méne a la formation de
plusieurs types de médiateurs oxygénés bioactifs : les docosanoides. Ces molécules sont
issues de la conversion du DHA par les LOXs ou les COXs et regroupent les résolvines de la
série D, les neuroprotectines et les marésines (Serhan et al., 2015). Comme les résolvines
issus de I'EPA, la résolvine D1 inhibe la migration et I'infiltration des neutrophiles au niveau
des sites inflammatoires. Cette résolvine est également capable d’inhiber I'expression de la
cytokine inflammatoire TNF-a (Serhan et al.,, 2008). Des études ont montré que les
propriétés anti-inflammatoires du DHA observées au niveau du systéme nerveux central sont
dues a la conversion de cet AG par la 15-LOX en neuroprotectine D1 (Bazan, 2005). Le DHA
est aussi métabolisé par la 14-LOX au niveau des macrophages pour donner la marésine 1
capable d’inhiber la migration des neutrophiles et d’induire la phagocytose des cellules
apoptotiques luttant ainsi contre I'inflammation (Serhan et al., 2015). Il faut noter que les
enzymes de synthese des docosanoides sont communes a la synthese des eicosanoides issus
de I’ARA ce qui évoque a nouveau la notion de compétition entre les AG w3 et w6 surtout au

niveau inflammatoire. (Figure 34)

Alia EPA DHA
Prostaglandines Lipoxines Résolvines E Protectines RésolvinesD Marésines
Leucotriénes
Pro-inflammatoires Anti-inflammatoires

Figure 34. Schéma représentant les molécules pro- et anti-inflammatoires synthétisées a partir de I'ARA,
I’EPA et le DHA. ARA :acide arachidonique, EPA :acide eicosapentanoique, DHA :acide docohexanoique.
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4 Notion de compétition entre les AGPIs w3 et w6 et impact

surle TA

En plus de la compétition présente entre le LA et le LNA au niveau des enzymes de
synthese des éicosanoides, comme décrit précédemment, les AGPIs w6 et w3 partagent
plusieurs enzymes de synthése et de métabolisme, parmi lesquelles on cite les A-

désaturases, les enzymes de la B-oxydation et les phospholipases.

La formation des différents AGPIs dépend de l'activité des A-désaturases et des
élongases sur le LA et le LNA, précurseurs des AGPIs w6 et w3, respectivement. La premiere
et la plus limitante étape de la bio-synthése de ces AGs est catalysée par la A6-désaturase.
En plus des LA et LNA, les AGPIs a 24 atomes de carbone peuvent former des substrats de
cette désaturase (D’Andrea et al.,, 2002). Par conséquent, il semble évident qu’une

compétition s'impose lorsque plusieurs substrats sont métabolisés par une méme enzyme.

D’autre part, le LNA représente I’AGs le plus rapidement B-oxydé comparé a I'OA et
au LA (Cunnane, 2003). Ce qui crée une compétition dans le métabolisme des AGPIs qui est
alors responsable de la diminution de la biodisponibilité du LNA et ainsi celle de ses

métabolites (I'EPA et le DHA) dans I'organisme.

Il existe en plus un troisieme niveau de compétition entre les AGPIs w6 et w3 qui a
lieu au niveau de I'action de la phospholipase A2 sur les phospholipides membranaires, la
premiere étape de synthése des métabolites oxygénés de ces AGs (Calder, 2006). Cette
enzyme permet la libération de I'EPA responsable de la génération des PGs anti-

inflammatoire par rapport a ’ARA donnant naissance aux PGs pro-inflammatoires.

L’ensemble de ces différents niveaux de compétition montre bien I'importance de la
biodisponibilité de ces différents AGPIs pour déterminer au final les métabolites synthétisés

et donc les effets biologiques.
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4.1 Ratio AGPIs w6/w3

Etant donnée I'essentialité des AGPIs w6 et w3, leur importance dans I'organisme et
la compétition qui existe entre eux a différents niveaux, I'apport nutritionnel de ces AGs est
tres important. En effet, depuis [I'attribution du caractere essentiel du LA, les
recommandations alimentaires pour cet AGPI n’ont pas cessé d’augmenter et ceci sans
prendre en considération nos besoins en LNA. Ce qui a créé un débat a propos de la
surestimation des besoins de LA en défaveur de celle du LNA (Cunnane, 2003). Les régimes
alimentaires des pays occidentaux contiennent 17 fois plus d’AGPIs w6 que d’AGPIs w3 ce
qui se traduit par un ratio w6/w3 trés élevé (Simopoulos, 2002), qui semble corrélé a I'lMC
et la fréquence de plusieurs maladies métaboliques et cardiovasculaires (Ailhaud et al.,
2008). Pour ces raisons et en tenant compte des possibles compétitions entre les deux types
d’AGPI, les institutions de santé recommandent un ratio alimentaire LA/LNA plus faible que
4/1 (ANSES, 2011). Ce rapport n’est important que lorsque les apports journaliers
recommandés de LA et de LNA ne sont pas respectés (Legrand, 2013). En plus du respect du
ratio w6/w3, un taux maximal de LA, a été fixé a 3% de I'apport énergétique total et au-dela

duquel cet AG deviendrait néfaste pour I'organisme (ANSES, 2011).

4.2 Effets des AGPIs sur le développement du TA

Le tissu adipeux représente le principal site de stockage des lipides alimentaires dont
les AGPIs essentiels : le LA w6 et le LNA w3. Les AGs ainsi stockés sous formes de TGs au sein
de la gouttelette lipidique, pourront-étre B-oxydés (essentiellement dans les adipocytes
thermogéniques), ou métabolisés en éicosanoides. Comme dans la plupart des cellules de
I'organisme, les AGs et leurs métabolites sont capables d’exercer des effets biologiques
divers au niveau de l'adipocyte. Ces effets sont des modifications métaboliques,
morphologiques et des variations au niveau de I'expression des genes. Toutefois, I'impact de
I'alimentation sur le tissu adipeux ne dépend pas juste de la quantité d’AGs apportés mais

surtout de la qualité de ces AGs. En tenant compte de la compétition qui peut avoir lieu

101



entre les AGPIs w6 et w3, les effets biologiques des uns sont dépendants de I'abondance ou

la déficience des autres.

Au cours du développement de I'individu, il existe des fenétres de temps critiques,
qui coincident avec les périodes majeures de développement des systemes métaboliques de
I'organisme. Ces périodes s’étalent de la pré-naissance jusqu’a I'dge de deux ans chez
I'Homme et de la phase foetale jusqu’a la phase de lactation chez les rongeurs. Durant ces
phases, I'exposition a un environnement nutritionnel non-optimal est capable d’augmenter
le risque d’incidence des maladies métaboliques et de prédisposer les individus a I'obésité a
I'age adulte. Récemment, il a été montré que I'exposition périnatale des souris a un régime
riche en AGPI w6 (ratio LA/LNA=28) induisait une accumulation progressive de la masse
grasse corporelle au cours des générations (Massiera et al., 2010), et qu’un régime riche en
LA était capable d’induire la survenue du surpoids due a 'augmentation de la masse du TAB
chez les souris adultes (Javadi et al., 2004). Une autre étude publiée en 2010 a montré qu’un
régime riche en LA induisait I'expression des genes impliqués dans la lipogenese : SREBP1c,
FAS, SCD-1 et PPARYy au niveau du tissu adipeux omental chez les rats ce qui n’était pas le cas
des rats nourris par le méme régime mais cette fois-ci enrichis en LNA (Muhlhausler et al.,
2010). Chez I'Homme, des études épidémiologiques ont montré qu’il existe un lien entre le
contenu en AGPIs w6 dans I'alimentation et le pourcentage des enfants en surpoids au sein

de la population (Ailhaud et al., 2006).

Ensemble, ces observations montrent que le rapport w6/w3 est capable de contrdler

le développement du tissu adipeux.
4.3 Effet de ’'ARA et des PGs sur I'adipogénése

Du fait de I'impact du LA sur la masse grasse et le métabolisme général, I'influence
des métabolites oxygénés dérivés des AGPls w6 sur la biologie du tissu adipeux a été
largement étudiée. Dans les années 1980, plusieurs études ont été menées sur la lignée de
préadipocytes murins Ob1771, et ont permis de montrer que I’ARA w6 est capable d’induire
la différenciation adipocytaire de ces cellules par I'intermédiaire de ’AMPc. Cet effet était

inhibé par I'aspirine, inhibiteur des COXs, montrant ainsi que la capacité pro-adipogénique
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de I'ARA était due a ses métabolites issus de la voie des COXs (Gaillard et al., 1989b;
Massiera et al., 2003). Cela a été confirmé par une autre étude publiée en 2010 qui montre
qgue les souris invalidées pour le gene COX2 (cox2'/') possedent un poids corporel et un
pourcentage de masse grasse plus faibles que les souris sauvage (WT) (Ghoshal et al., 2011).
Une troisieme étude approuve les deux précédentes en montrant que l'indométhacine,
inhibiteur des COXs, empéche I'augmentation de la masse du TAB épididymal, inguinal et
rétropéritonéal provoquée par un régime riche en lipides et en glucides (Fjere et al., 2014).
Or, il semble que I'effet de I’ARA sur la différenciation soit beaucoup plus complexe. En effet,
Madsen et ses collaborateurs ont pu démontrer que I'effet pro-adipogénique des AGPIs w6
sur les pré-adipocytes murins cultivés in vitro était dépendant du taux d’AMPc
intracellulaire. Pour eux, I’ARA était pro-adipogénique lorsque les cellules avaient un taux
d’AMPc faible et anti-adipogénique lorsque ce taux était élevé. Un taux élevé d’APMc dans
les pré-adipocytes active la protéine kinase A et ainsi I'expression de la cyclooxygénase 2,
responsable de la conversion de I’ARA en PGE2 et PGF2-a ayant eux un effet anti-
adipogénique (Fujimori et al., 2014; Madsen et al., 2008b; Petersen et al., 2003b). De plus, il
a été récemment démontré que I’ARA induisait I'expression du « Fos-Related Antigen-1 »
(Fra-1) pour inhiber la différenciation adipocytaire des cellules 3T3-L1 et que cet effet était
dépendant de son métabolite PGF2a (Nikolopoulou et al., 2014). Cette complexité de I'effet
de I’ARA a été encore mise en évidence lorsque la capacité pro-adipogénique de cet AG a été
montrée comme dépendante des métabolites oxygénés générés a partir de la
métabolisation de ce dernier, cette fois ci, par les LOXs (Shillabeer et al., 1998b) et
particulierement la LOX-3. Ces métabolites étaient capables d’activer I'élément clé de la
différenciation adipocytaire « PPARy » (Madsen et al., 2003b). Chez 'Homme, plusieurs
études épidémiologiques ont pu mettre en évidence |'existence d’'une corrélation entre le
taux d’ARA au niveau du TAB et I'IMC ou le développement de I'obésité dans différentes
populations (Garaulet et al., 2001; Savva et al., 2004; Williams et al., 2007). En plus, il a été
démontré que le traitement des pré-adipocytes humains par I’ARA était responsable de la
formation de gouttelettes lipidiques de grandes tailles au cours de I'adipogénése (Polus et

al., 2015).
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4.3.1 PGI2 et adipogeneése

Il a été démontré que la carbaprostacyline (cPGI2), analogue stable de PGI2, était
capable d’induire une augmentation du taux d’AMPc intracellulaire et de mimer |'effet
positif de 'ARA sur la différenciation des pré-adipocytes murins (Vassaux et al., 1992a).
Cette voie est aussi bien présente in vivo, comme le démontre I'abolissement des effets d’un
régime riche en LA (augmentation de la masse grasse épididymale) chez des souris invalidées
pour le récepteur IP (IP'/') (Massiera et al., 2003). Ces données montrent que l'effet
adipogénique de I'ARA est du a sa métabolisation par les COXs en PGI2. Celui-ci va activer I'IP
couplé a une protéine Gs activatrice de la voie de signalisation de [’adénylate
cyclase/AMPc/PKA. Cette voie est responsable de l'induction de I'expression des génes
impliqués dans I'adipogénése tel que C/EBPB et C/EBPS (Aubert et al.,, 2000b). Chez
'Homme Ila méme situation est retrouvée, cPGI2 étant capable de remplacer
I'isobutylméthylxanthine, responsable du maintien d’un taux élevé d’AMPc intracellulaire et
indispensable a la différenciation des cellules mésenchymateuses humaines (Jia et al.,

2012b).

Indépendamment de I'IP, des études ont montré que PGI2 était capable d’activer
d’une maniere intracrine plusieurs récepteurs appartenant a la famille des PPARs. Ceci induit
I'expression de plusieurs genes impliqués dans la différenciation terminale des pré-
adipocytes murins, parmi lesquels, la protéine adipocytaire de liaison aux AGs (FABP4)

(Aubert et al., 1996; Hertz et al., 1996).
4.3.2 PGE2 et adipogenése

Au contraire de PGI2 qui exerce un effet positif bien décrit sur I'adipogénese, PGE2
posseéde un effet plus complexe. Cette complexité revient: i) a la présence de quatre
récepteurs membranaires différents capable de fixer cette PG avec des affinités variables
(Kringelholt et al., 2013), ii) au profil d’expression de ces récepteurs selon le type de cellules
et leurs degrés de différenciation, et iii) a la présence de trois enzymes de synthése qui
modulent sa production au sein des pré-adipocytes. Par exemple, le récepteur EP1 couplé a
une protéine Gq induisant une voie de signalisation calcique et EP4 couplé a une protéine Gs

activatrice de la voie de signalisation de ’AMPc, sont plus exprimés dans les pré-adipocytes
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gue dans les adipocytes murins matures. L'expression de I'EP3 couplé a une protéine Gi
inhibitrice de la voie de signalisation de I'’AMPc, est plus prononcée au cours de la
différenciation adipocytaire murins et humains (Bgrglum et al., 1999; Michaud et al., 2014).
Récemment, il a été montré que I'EP3 était indispensable pour la lutte contre
I’augmentation de la masse du TAB épididymal chez les souris nourries par un régime riche
en lipides (Ceddia et al., 2015). Une étude corrélative entre I'expression des enzymes de
synthése de PGE2 et I'augmentation de la masse du TAB dans le cadre de I'obésité, a pu
montrer que |'expression de la m-PGES1, mais pas celles des m-PGES2 et c-PGES, était
inhibée dans le TAB sous cutané et épididymal des souris obéses. De plus, le taux de PGE2
synthétisé au niveau du TAB était plus faible chez ces souris comparé aux souris minces. Ces
observations permettent d’associer a PGE2 un réle négatif sur le développement du TAB

(Hétu and Riendeau, 2007).

Il a aussi été montré que la synthése de PGE2, par la m-PGES1, dans les pré-
adipocytes murins 3T3-L1 était capable d’inhiber la phase précoce de I'adipogénése de ces
cellules (Fujimori et al., 2012) ainsi que celle des fibroblastes embryonnaires murins
dépendamment du récepteur EP4 (Inazumi et al., 2011; Tsuboi et al., 2004). Enfin, PGE2 est
connu comme, inhibiteur de la lipolyse au niveau des adipocytes blancs matures chez
I'Homme (Kather, 1981; Richelsen et al., 1991) et chez le rat, probablement par

I'intermédiaire du récepteur EP3 (Strong et al., 1992; Vassaux et al., 1992a).

4.3.3 PGF2a et adipogenése

Les principales enzymes de synthése de PGF2a dans les pré-adipocytes sont I’AKR1C1
et 'AKR1B3. Il a été démontré que l'inhibition de cette derniere au cours de I'adipogenése
entrainait 'augmentation d’expression des marqueurs adipogéniques tel que : FABP4, PPARy
et SCD (Fujimori et al., 2010). En effet, PGF2a est considérée comme inhibiteur potentiel de
I'adipogenése. Cette PG via I'activation de son propre récepteur membranaire couplé a la
protéine Gq, induit une augmentation du taux de Ca2+ intracellulaire. Ceci induit le systeme
Ca2+/calcineurin/calmodulin responsable de I'inhibition de I’expression de plusieurs facteurs
de transcription pro-adipogéniques tel que PPARY et C/EBPa et ainsi de la différenciation des

pré-adipocytes murins (Liu and Clipstone, 2007). Il a été ainsi démontré que |'effet inhibiteur
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de PGF2a sur la différenciation des pré-adipocytes était aussi di a la voie FP/Ca2+
intracellulaire mais cette fois ci en phosphorylant la kinase régulée par les signaux
extracellulaires ERK1/2 et PPARy (Reginato et al., 1998). Récemment, une nouvelle étude a
montré que ['effet négatif de I’ARA sur la phase précoce de la différenciation des pré-
adipocytes 3T3-L1 était du a I'action de son métabolite PGF2a via I’activation de I’expression
de Fra-1 et de FABP4. La surexpression de Fra-1 a été démontrée par le méme groupe de
chercheurs comme inhibitrice de I'adipogenese (Nikolopoulou et al., 2014). De maniére
étonnante, de nouvelles données ont montré qu’une expression élevée de FABP4 est
capable d’induire la dégradation de PPARY dans les adipocytes (Garin-Shkolnik et al., 2014),

cela pouvant alors expliquer les résultats de Nikolopoulou et ses collaborateurs.

4.3.4 PGD2 et adipogenése

Comme indiqué précédemment, PGD2 a un temps de demi-vie de I'ordre de quelques
secondes et est rapidement métabolisée en dérivés de PGJ2 tel que A12-PGJ2 et 15-désoxy-
A12,14 PGJ2. Alors que les PGs synthétisées physiologiquement ont besoin d’un second
messager pour exercer leurs effets par I'intermédiaire de leurs récepteurs membranaires, le
15d-PGJ2 était le seul dérivé de PG a avoir été démontré comme ligand naturel du récepteur
nucléaire PPARy et activateur de la différenciation adipocytaire des fibroblastes de souris
exprimant ce récepteur nucléaire (Forman et al., 1995). En addition, il a été montré que ce
dérivé de PGD2 était synthétisé au cours de la maturation adipocytaire des adipocytes
différenciés a partir des cellules 3T3-L1 (Mazid et al., 2006). Néanmoins, les concentrations
de 15d-PGJ2 nécessaire pour activer PPARy sont de l'ordre de 25-100 puM loin des
concentrations physiologiques. En effet, in vivo les concentrations de ce dérivé sont minimes
et insuffisantes pour activer la différenciation adipocytaire par PPARy (Fujimori, 2012).
Finalement, il est difficile de déterminer in vivo si ce dérivé est synthétisé par les adipocytes

ou bien transporté depuis les cellules qui le synthétisent jusqu’a I'adipocyte.
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Figure 35. Récapitulatif des effets des différentes prostaglandines sur I’adipogenése. Les
prostaglandines sont représentées en rouge. La prostacycline (PGI2) et la prostaglandine E2 induisent
I'engagement et la premiére phase de |'adipogenése, par l'intermédiaire de leurs récepteurs IP et
EP2/EP4 respectivement. Les prostaglandines E2 et F2a inhibent la différenciation adipocytaire en
inhibant PPARy, par l'intermédiaire de leurs récepteurs FP et EP1. La prostaglandine D2 induit
I'adipogeneése soit via son récepteur DP2, soit en activant PPARy par son métabolite, le 12-delta
prostaglandine J2
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OBIJECTIFS

Au cours de la derniére décennie, la fréquence d’apparition de I'obésité et des
maladies associées a considérabement augmentée. Si la quantité des lipides alimentaires est
accusée, beaucoup d’études montrent I'importance de la qualité de ces lipides dans le
développement du TA.

Les AGPIs w6 et leurs métabolites, essentiellement les prostaglandines, jouent un
role trés important dans I'organisme, mais sont aussi souvent associés a I'augmentation de
I'IMC chez 'homme. Dans ces circonstances, I'objectif de ma these était d’étudier I'effet de
I’ARA, de ses prostaglandines et du rapport w6/w3, sur la conversion des adipocytes blancs
en adipocytes brites. Cela afin de mieux comprendre leurs implications dans I'obésité et
peut-étre proposer une nouvelle approche pharmacologique et/ou nutritionnelle pour

traiter ce probleme de Santé Publique.
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RESULTATS et DISCUSSIONS
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L'obésité résulte d’'une rupture de la balance entre les apports et les dépenses
énergétiques. A ce jour, a lI'exception des patients présentant une obésité sévere qui
subissent des chirurgies bariatriques, les différents traitements de I'obésité ne sont pas
satisfaisants. Récemment, la caractérisation du tissu adipeux brun (TABr) fonctionnel chez
I’'homme adulte et la découverte de I'adipocyte brite ont permis aux chercheurs d’envisager
de nouvelles approches thérapeutiques pour traiter I'obésité et les maladies associées. Une
stratégie intéressante pour combattre cette maladie est le recrutement et I'induction de
I'activité de ces adipocytes brites dans le TAB, présent en grande quantité chez ces patients.
Cette méthode permettrait de rééquilibrer la balance énergétiqgue en augmentant les
dépenses énergétiques au sein du TAB par I'oxydation des acides gras et du glucose. Une
stratégie encore plus intéressante serait de limiter le stockage des lipides par les adipocytes
blancs et d’augmenter leur utilisation par les adipocytes brites en adaptant les apports
nutritionnels, particulierement en AGPIs. En effet, méme si les recommandations
nutritionnelles actuelles ont pris en considération I'insuffisance de I'apport en AGPIs w3 par
rapport a I'exces d’AGPIs w6, le déséquilibre entre ces AGPIs a largement contribué a une
élévation du nombre d’individus en surpoids et/ou obéses. Cela est di au fait que ces AGPIs
et leurs métabolites déclenchent différentes réponses biologiques et jouent un roéle
important dans le développement du tissu adipeux, entre autre en contrélant, directement

ou indirectement, I'activité de PPARy.

Alors que l'effet des AGPIs a surtout été étudié dans le contexte de I'adipogéneése
blanche, mon projet a consisté a étudier les effets des différents AGPIs alimentaires sur la
conversion des adipocytes blancs en adipocytes brites chez I’'Homme. Cette étude est basée
sur l'utilisation des cellules hMADS, isolées au sein de notre laboratoire et qui sont capables
de se différencier en adipocytes blancs puis de se convertir en adipocytes brites sous |'effet
de la rosiglitasone (agoniste de PPARy). Ainsi, le traitement des adipocytes issus des cellules
hMADS par les différents AGPIs nous permet de déterminer si ces derniers étaient capables
d’induire la conversion en adipocytes brites. Au contraire, le co-traitement
AGPIs/rosiglitazone nous a permis d’étudier les effets inhibiteurs de ces AGPIs sur la
conversion. Nous avons donc testé les effets du LA, de I’ARA, du LNA, de I'EPA et du DHA sur

les adipocytes hMADS. Nos premiers résultats ont montré qu’aucun de ces AGPIs n’était
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capable d’induire la conversion des adipocytes blancs en brites. Par contre, en présence de
rosiglitazone, I’ARA inhibait I'expression d’"UCP1 et donc la conversion des adipocytes blancs
en adipocytes brites, alors que les AGPIs w3 ainsi que le LA ne provoquait pas d’effet sur

cette conversion. (Figure 36)
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Figure 36. Expression relative de ’ARNm d’UCP1 des cellules traitées par les AGPIs. 'ARNm est quantifié
par PCR quantitative. Les résultats sont rapportés a I'expression de 36B4 et exprimés en valeur de 2% Les
résultats sont les moyennes de trois expériences différentes. AGPI: acide gras polyinsaturé, ARA: acide
arachidonique, DHA: acide docosahexanoique, EPA: acide éicosapentanoique, LA: acide linoléique et LNA:
acide a-linolénique

Ces résultats sont trés intéressants car 1) les niveaux d’ARA dans le tissu adipeux sont
corrélés positivement avec l'indice de la masse corporelle (IMC) et les maladies
métaboliques associées (Inoue et al., 2013; Savva et al., 2004; Williams et al., 2007) et 2) des
résultats publiés précédemment ont démontré le role pro-adipogénique de cet AG in vitro et
in vivo chez la souris (Ailhaud et al., 2006; Massiera et al., 2003). Notre hypotheése a alors été
gue la corrélation entre le taux d’ARA et I'IMC pouvait étre due a la fois a une hyperplasie
des adipocytes blancs et a une inhibition de la dépense énergétique par la limitation de la

conversion de ces adipocytes blancs en adipocytes brites.
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Nous avons donc essayé de mieux comprendre |'effet de I’ARA sur la conversion
adipocytaire a la fois in vitro et in vivo. Nous avons démontré que I'effet de I’ARA sur la
conversion des adipocytes blancs en brites était di a sa métabolisation par les COXs, qui
vont ainsi générer différentes PGs de la série 2 et la prostacycline. Dans un premier temps,
nous avons ensuite étudié les effets de ces différents métabolites sur la conversion
adipocytaire in vitro et nous avons montré que PGF2a et PGE2, mais pas cPGI2, inhibaient
I’expression d’UCP1 induite par la rosiglitazone et cela de maniére comparable a I’ARA. Au
cours de cette méme étude, nous avons pu obtenir un autre résultat tres intéressant, le
traitement des adipocytes blancs par la carbaprostacycline (cPGI2, analogue stable de PGI2)

induisait leur conversion en adipocytes brites. (Figure 37)
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Figure 37. Expression d’ARNm d’UCP1 des cellules traitées par les analogues des prostaglandines. 'ARNm
est quantifié par PCR quantitative. Les résultats sont rapportés a I'expression de 36B4 et exprimés en valeur
de 27 puis ramenés a la valeur obtenue dans la condition contréle. Les résultats sont les moyennes de trois
expériences différentes. ARA :acide arachidonique (10uM), cPGI2 :carbaprostacycline (1uM), ctrl :contréle,
dm-PGE2 :diméthyl PGE2 (1uM), fluprostenol :agonsite du récepteur FP (10nM). *=P<0.05

Un article important était publié et démontrait que cPGI2 était capable d’induire la
différenciation adipocytaire brite et d’améliorer la réponse de ces cellules a une stimulation

adrénergique par le norépinephrine (Vegiopoulos et al., 2010b).
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Mon projet de thése s’est alors construit sur la base de ces résultats et a consisté en
la caractérisation des différentes voies de signalisation permettant a partir d’'un méme AG,

I’ARA, d’induire mais aussi d’inhiber la conversion des adipocytes blancs en brites.

La premiére partie des résultats que je développerai sera consacrée a la
caractérisation des mécanismes moléculaires permettant a cPGI2 d’induire la conversion des

adipocytes blancs en adipocytes brites.

Au cours de la deuxiéme partie, je présenterai nos résultats concernant les PGs, et
les voies de signalisation associées, impliquées dans l'effet inhibiteur de I’ARA sur la

conversion adipocytaire, ainsi que la validation de I'effet de cet AG in vivo chez la souris.

Une des conclusions de nos travaux est que l'apport excessif d’ARA inhibe
I’apparition d’adipocytes brites dans le TAB des souris. Comme nous I'avons déja décrit, plus
que la quantité des AGPIs alimentaires, la qualité de ces derniers est d’une grande
importance. Nous avons ainsi voulu savoir si une supplémentation en AGPls w3 dans
I’alimentation, diminuant ainsi le rapport AGPls w6/w3, pouvait neutraliser I'effet négatif de
I’ARA sur I'apparition des adipocytes brites au sein du TAB. Les résultats que j’'ai obtenus a ce

propos seront développés dans la discussion 2.
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Article 1:

IP-receptor and PPARs trigger the conversion of
human white to brite

adipocyte induced by carbaprostacyclin
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Brite adipocytes recently discovered in humans are of considerable importance in energy expenditure by
converting energy excess into heat. This property could be useful in the treatment of obesity, and nutritional as-
pects are relevant to this important issue. Using hMADS cells as a human cell model which undergoes a white to a
brite adipocyte conversion, we had shown previously that arachidonic acid, the major metabolite of the essential
nutrient Q6-linoleic acid, plays a major role in this process. Its metabolites PGE2 and PGF2 alpha inhibit this pro-
cess via a calcium-dependent pathway, whereas in contrast carbaprostacyclin (cPGI2), a stable analog of prosta-
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Keywords:

Prg:Zacyclin cyclin, activates white to brite adipocyte conversion. Herein, we show that cPGI2 generates via its cognate cell-
cPGI2 surface receptor IP-R, a cyclic AMP-signaling pathway involving PKA activity which in turn induces the expres-
cAMP sion of UCP1. In addition, cPGI2 activates the pathway of nuclear receptors of the PPAR family, i.e. PPARa and

Brown adipocyte PPARY, which act separately from IP-R to up-regulate the expression of key genes involved in the function of

Obesity brite adipocytes. Thus dual pathways are playing in concert for the occurrence of a browning process of

UcP1 human white adipocytes. These results make prostacyclin analogs as a new class of interesting molecules to
treat obesity and associated diseases.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction the last decade, various laboratories have shown that healthy adult

White adipose tissue (WAT) stores and releases energy as lipids
while brown adipose tissue (BAT) burns fat to produce heat by
uncoupling the mitochondrial electron transport chain activity from
ATP synthesis [1]. This energy dissipation is due to the unique expres-
sion of the uncoupling protein 1 (UCP1) in brown adipocyte mitochon-
dria [2,3]. In addition to the thermogenic brown adipocytes located in
BAT, WAT contains inducible thermogenic fat cells - called “brite”
(“brown-in-white”) or “beige” adipocytes — which are able to metabo-
lize fat and carbohydrates via non-shivering thermogenesis [4-7]. In
vivo brite adipocytes appear in response to cold exposure, to chronic ad-
renergic stress or to high-fat diets and stem either from progenitors but
mainly by direct conversion of mature white adipocytes [6,8,9]. During
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humans display islets of energy-dissipating thermogenic adipocytes of
metabolic significance [10-14], which display the signature of either
classical brown or brite adipocytes depending on the localization and
the depth of the analyzed tissue [15-18]. As brown and brite adipocytes
represent important candidates for controlling body weight, investiga-
tions on the regulation of brite adipocyte recruitment and activation
in human are in demand, particularly from a nutritional point of view
since quantitative and qualitative issues of dietary lipids are relevant
to increased body weight [19].

We have recently shown that a metabolite arising from the essential
6 linoleic acid (LA), i.e. arachidonic acid (ARA), inhibits the conversion
of white to brite adipocytes [20]. The effect of ARA is mediated via cyclo-
oxygenase (COX) activities leading to increased synthesis and release of
inhibitory prostaglandins PGE2 and PGF2a, and finally activation of an
oscillatory calcium pathway [20]. Interestingly, in vivo, COX pathway
has been shown to be crucial for the induction of brite adipocytes in
129Sv mice, a mouse strain resistant to develop obesity due to its high
content of brown and brite adipocytes [21,22]. We had also shown
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earlier in rodents that ARA is active through prostacyclin synthesis and
release to stimulate adipogenesis of white preadipocytes [23]. Prostacy-
clin acts through the IP-receptor (IP-R)/prostacyclin system, triggers
cAMP production and activates the pro-adipogenic protein kinase A
(PKA) pathway [24,25]. Both ex vivo and in vivo exposure of mouse
white adipose tissue to carbaprostacyclin (cPGI2), a stable analog of
prostacyclin, stimulates the formation of adipocytes within few day
[23,26]. Moreover, ARA and some of its metabolites have been described
in vitro as activators/agonists of peroxisome proliferator activated re-
ceptors (PPARs) stimulating adipogenesis of white preadipocytes [27].
However, compared to rodents, the mechanism by which cPGI2 favors
the browning process of human white adipocytes remains largely
unknown.

In the work described herein, we have investigated this process
using a well described human cell model, i.e. hMADS cells [28,29]. We
show that, unlike PGE2 and PGF2a [20], cPGI2 up-regulates UCP1 ex-
pression and leads to increased thermogenesis of hMADS adipocytes
by enhancing proton leak and basal respiration. Our results show that
the conversion of white to brite adipocytes implicates two signaling
pathways activated respectively by the cell surface prostacyclin recep-
tor IP-R and by nuclear receptors of the PPAR family, i.e. PPARa and
PPARY.

2. Material and methods
2.1. Reagents

Culture media and buffer solutions were purchased from Lonza
Verviers (Verviers, Belgium), fetal bovine serum, insulin and trypsin
from Invitrogen (CergyPontoise, France), hFGF2 from Peprotech
(Neuilly sur Seine, France). cPGI2, CAY10441, GW9662, MRE269 and
rosiglitazone were purchased from Cayman (BertinPharma, Montigny
le bretonneux, France). All the other products, when not indicated,
were from Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).

2.2. Cell culture

The establishment, characterization and culture protocols of hMADS
cells have been described previously [28,30]. In the experiments report-
ed herein hMADS-3 cells were used, originally isolated from the
prepubic fat pad of a 4-month-old male. Cells were used between pas-
sages 14 and 20. Briefly, confluent cells were submitted to differentia-
tion medium (DMEM/Ham's F12 media containing 10 pg/ml
transferrin, 10 nM insulin, and 0.2 nM triiodothyronine) supplemented
with 1 pM dexamethasone and 500 uM isobutyl-methylxanthine. Two
days later, the medium was changed, dexamethasone and isobutyl-
methylxanthine were omitted and 100 nM rosiglitazone was added
for the indicated periods. Cells were treated between days 2 and 9
with rosiglitazone to enable white adipocyte differentiation to take
place. After 5 days in its absence brite adipocyte conversion was induced
by adding rosiglitazone between days 14 and 17. All compounds tested
herein were added at day 14. Medium was changed every other day and
cells were used at the indicated days.

Cytochrome C oxidase and Glycerol-3-phosphate dehydrogenase
(GPDH) activity assays as well as Oil Red O staining were performed
as described previously [29,31].

2.3. Transfection of siRNAs

Transfection experiments were performed using HiPerfect (QIAGEN,
Courtaboeuf, France) at days 12 and 14 of differentiation. Cells were in-
cubated with a mixture containing HiPerfect and siRNA (20 nM) in
DMEM. Four hours later, it was supplemented with F12 medium con-
taining 20 pg/ml transferrin, 20 nM insulin, and 0.4 nM triiodothyro-
nine. siRNA against human PPARa consisted in a pool of 3 target-

specific 19-25 nucleotides siRNAs designed to knock-down gene ex-
pression (Santa Cruz, Heidelberg, Germany).

2.4. Isolation and analysis of RNA

These procedures follow MIQE standard recommendations and
were conducted as described previously [29]. Primer sequences
are listed in Supplementary Table 1. Quantitative PCR (qPCR) was
performed using SYBR qPCR premix Ex Taqll from Takara (Ozyme,
Montigny-le-Bretonneux, France) and assays were run on a
StepOnePlus ABI real-time PCR machine (PerkinElmer Life and Analyti-
cal Sciences, Boston). The expression of selected genes was normalized
to that of 36B4 housekeeping gene and then quantified using the
comparative-ACt method.

2.5. Western blot analysis

Cells were lysed in TNET lysis buffer (25 mM Tris-Cl (pH 7.4),
100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0.5% Nonidet P40, 1 x pro-
tease inhibitor cocktail and 1x Phosphostop mix (Roche Diagnostics,
Meylan, France)). Protein concentration was evaluated by BCA assay ac-
cording to manufacturer's recommendations (PIERCE, Thermo Scientif-
ic, France). Proteins were blotted using SDS-PAGE basic protocol.
Primary antibody incubation was performed overnight at 4 °C (anti-
UCP1, Calbiochem (Merk-Millipore, Molsheim, France) #662045,
dilution 1:750; anti-B-tubulin, Sigma #T5201, dilution 1:2000; anti-
perilipin, Acris Antibodies (Interchim, Montlucon, France) #BP5015, di-
lution 1:5000; anti-CREB, CellSignaling (Ozyme) #9197, dilution 1:500;
and anti-phospho-CREB, CellSignaling #9190, dilution 1:500). Primary
antibodies were detected with HRP-conjugated anti-rabbit or anti-
mouse immunoglobulins (Promega, Charbonniéres-les-Bains, France)
and goat anti-guinea pig immunoglobulins (SantaCruz). Detection was
performed using Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Merk-Millipore). OD band intensities were evaluated using PCB as
Software.

2.6. Mitochondrial respiration analysis

Oxygen consumption rate (OCR) of hMADS adipocytes was deter-
mined at day 17 using an XF24 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse
Bioscience, Proteigene, Saint Marcel, France) and normalized by protein
content (evaluated by BCA assay). Uncoupled and maximal OCR was de-
termined using oligomycin (1.2 uM) and FCCP (1 uM), respectively.
Rotenone and Antimycin A (1 pM each) were used to inhibit Complex
I- and Complex IlI-dependent respiration, respectively. Parameters
were measured for each individual well using the different value of
OCR as previously described [32].

2.7. Mitochondrial DNA quantification

DNA was extracted using a DNA extraction kit (Macherey-Nagel
EURL, Hoerdt, France). 2 ng of total DNA was used for qPCR analysis,
and the mitochondrial DNA content was determined as the ratio of
the DNA content of the NADH dehydrogenase subunit 1 gene (Nd1, mi-
tochondrial DNA) to that of lipoprotein lipase gene (Lpl, a nuclear DNA).

2.8. Analysis of Ca™ ™ flux

hMADS cells were seeded in 4 well plates and differentiated until
day 14 into adipocytes. Cells were incubated for 20 min at 37 °C with
5 uM of the fluorescent Ca™ * sensitive probe Quest Fluo-8 (Euromedex,
Souffelweyersheim, France) in PBS supplemented with 2 mM CaCl, and
0.05% BSA. Cells were finally washed in PBS containing 2 mM CaCl, and
installed on the stage of an inverted microscope maintained at 37 °C and
illuminated with a xenon lamp through a dichroic filter (excitation
490 nm and emission over 510 nm). Digital images were recorded
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every 5 s with a low light level camera (Photonic Science, St Etienne de
St Geoirs, France) and processed for gray level analysis through imaging
workbench software (v2.1).

2.9. Statistical analyses

Data are expressed as mean values 4+ SEM and were analyzed using
InStat software (GraphPad, La Jolla, CA, USA). Data were analyzed by
one-way ANOVA followed by a Student-Newman-Keuls post-test, or
Student's t-test to assess statistical differences between experimental
groups. Differences were considered statistically significant with
p <0.05.

3. Results
3.1. cPGI2 induces the conversion of white to brite adipocytes
We have previously shown that rosiglitazone, a PPARY specific ago-

nist, was able to induce the conversion of hMADS white adipocytes into
brite/beige adipocytes as shown by a strong expression of UCP1 [29]. In
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order to test whether cPGI2 was able to substitute for rosiglitazone,
hMADS cells first differentiated into white adipocytes in the presence
of rosiglitazone from day 3 to day 9, as described in Materials and
methods section, and then treated or not with increasing concentrations
of cPGI2 between days 14 and 17. UCP1 mRNA expression was analyzed
at day 17 as an indicator of the degree of white to brite adipocyte con-
version. As shown in Fig. 1A, UCP1 mRNA expression was induced in
cPGI2-treated cells compared to untreated cells in a dose-dependent
manner though at lower expression levels than those observed when
rosiglitazone was present between days 14 and 17. cPGI2 at 1 uM in-
duced UCP1 expression, at both mRNA and protein levels (Fig. 1A-B),
corresponding to 20-30% of the maximal effect obtained upon
rosiglitazone treatment. This concentration was routinely used in sub-
sequent experiments.

In order to exclude any adipogenic effect of cPGI2 that could be asso-
ciated with UCP1 induction, we analyzed cellular and molecular
markers associated with adipogenesis at day 17. As shown in Fig. 1C,
cells treated or not with cPGI2 harbored similar morphological differen-
tiation (assessed by Oil red O staining and phase contrast microscopy).
Furthermore, cPGI2 treatment did not affect glycerol-3-phosphate
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Fig. 1. Effect of cPGI2 treatment on white to brite adipocyte conversion. hMADS cells were differentiated into white (ctrl) or brite (rosi) adipocytes, and treated or not with various doses
(A) or with 1 uM (B-E) cPGI2 under white adipocyte conditions. (A) UCP1 mRNA expression determined by RT-qPCR. (B) UCP1 and PLNA/B protein levels analyzed by Western blot. -
tubulin was used as loading control. (C) Oil red O staining of control and cPGI2 treated adipocytes and corresponding microscopic photomicrographs. (D) Measurement of GPDH activities
and (E) mRNA expression of adipogenic markers were analyzed by RT-qPCR. Results are mean 4 SEM of 4 (A) and 6 (E) independent experiments. a: p < 0.05 vs. ctrl.



288

dehydrogenase (GPDH) activity (Fig. 1D), Perilipin A and B protein
levels (Fig. 1B) as well as mRNA expression of several adipogenic
markers (Fig. 1E).

3.2. cPGI2 induces a functional brite adipocyte phenotype

To further characterize the effect of cPGI2 on the white to brite adi-
pocyte conversion, we analyzed the mRNA expression levels of several
brite adipocyte and mitochondrial markers. In addition to UCP1,
cPGI2-treated adipocytes expressed higher mRNA levels of classical
brite/brown markers (CPT1M, CIDEA, FABP3 and CITED1) (Fig. 2A). By
contrast, ELOVL3, PAT2 and PRDM16 mRNA expression, three other
brite adipocyte markers, was not affected by cPGI2 (Fig. 2A). The brite
adipocyte phenotype of the cells was confirmed by the expression of
specific marker Tbx1 and by the fact that Zic1, a brown adipocyte specif-
ic marker, was barely detectable (Fig. 2C).

mRNA expression of mitochondrial markers was not changed by
cPGI2 treatment as shown for the mitochondrial transcription factor
TFAM, TOMMZ20 (an ubiquitous mitochondrial translocator), citrate
synthase (CS), COX10 and cytochrome C (2 components of respiratory
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chain complex IV) (Fig. 2B). However, a significant increase in the cyto-
chrome C oxidase activity was found in cPGI2-treated adipocytes
(Fig. 2D), suggesting a higher mitochondrial respiratory chain activity.
In order to further characterize the mitochondrial status of hMADS
brite adipocytes induced by cPGI2, oxygen consumption analysis was
performed. As expected, cells display higher basal and maximal mito-
chondrial respiration rates, in line with the increased cytochrome C oxi-
dase activity (Fig. 2E and F). Moreover, the uncoupled respiration was
two-fold higher in cPGI2-treated compared to untreated adipocytes,
demonstrating a functional UCP1 protein (Fig. 2F). The higher mitochon-
drial respiration can be related at least in part to increased mitochondrial
adipocyte content, as mitochondrial DNA content was higher in cPGI2-
induced brite compared to control adipocytes (Fig. 2G).

3.3. cPGI2 acts partially through the IP receptor
IP-R is a cell surface receptor coupled to Gs or Gq proteins [25]. We
first demonstrated that intracellular Ca* " concentration is not altered

in hMADS adipocytes upon cPGI2 treatment, differently to ionomycin
treatment which induced a transient increase in intracellular Ca*™*
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Fig. 2. Molecular and functional effects of cPGI2 on hMADS adipocytes. A and B illustrated the expression of brown/brite adipocyte and mitochondrial markers, respectively. (C) Expression
of Zic1 and Tbx1 mRNA as specific marker of brown and brite adipocytes respectively. (D) Cytochrome c oxidase activity measurement. (E, F) Basal, maximal and uncoupled mitochondrial
activities, in cPGI2-treated hMADS adipocytes, were evaluated by the determination of oxygen consumption rate (OCR). (G) Mitochondrial DNA content evaluated by qPCR using specific
nuclear (Lpl) and mitochondrial (Nd1) DNA primers. Plots and histograms display mean 4 SEM, a: p < 0.05 vs. ctrl, data are from 3 (D) or 6 (A-C, E-G) independent experiments.
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concentration (Fig. 3A). Also, we aimed to know whether other path-
ways could play a role. As shown in Fig. 3, PKA pathway was activated
upon acute cPGI2 exposure. CREB protein, known to be a target of the
cAMP/PKA signaling pathway, was phosphorylated within 5 min and
the effect was maintained for at least 30 min (Fig. 3B). In the presence
of CAY10441 (5 uM), an antagonist of IP-R, phosphorylation of CREB
was delayed and disappeared thereafter (Fig. 3B). To further character-
ize the involvement of IP-R in cPGI2-induced browning of hMADS adi-
pocytes, MRE269 as a highly specific IP-R agonist was used instead of
cPGI2. As expected, MRE269 at 1 pM induced a time-dependent CREB
phosphorylation with a maximal effect at 30 min (Fig. 3B). As shown
in Fig. 3B, treatment of hMADS adipocytes between days 14 and 17
with MRE269 allowed an increased UCP1 mRNA expression. In addition,
the IP-R antagonist CAY10441 significantly down-regulated UCP1
mRNA expression induced by cPGI2. In both cases, the expression of
CPT1M and PLN1 mRNA remained unchanged (Fig. 3C and D).

Thus, it appears that the effect of the IP-R-activated pathway was
confined to UCP1 expression, but not to that of genes associated to adi-
pogenesis, likely due to the occurrence of a CREB responsive element in
the UCP1 promoter [1]. Owing to the fact that the agonist MRE269
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displayed only approximately 20% of the maximal cPGI2 effect on
UCP1 expression and that the inhibitory effect of the antagonist
CAY10441 on CREB phosphorylation was partial, these data strongly
suggest that pathway(s) distinct from the IP-R signaling should be in-
volved in the induction of UCP1 expression. This point was further
investigated.

3.4. PPARy and PPAR« are part of the cPGI2 signaling

cPGI2 treatment did not affect adipogenesis per se as the expression
of adipogenic marker genes remained unaltered (Fig. 1E), excepted
FABP4 and adiponectin (Fig. 4A) known to be PPARYy targets. To
highlight a potential cPGI2-dependent activation of PPARy, hMADS
adipocytes were exposed, between days 14 and 17, to cPGI2 and
GW9662 at 300 nM, a PPARYy antagonist. As expected, inhibition of
PPARY activity decreased mRNA expression of FABP4 and adiponectin
due to cPGI2 treatment (Fig. 4A). Moreover, inclusion of the PPARy an-
tagonist significantly inhibited UCP1 and CPT1M mRNA expression in-
duced by cPGI2 without affecting overall adipogenesis as shown by
PLN1 expression (Fig. 4B, C and D respectively). Interestingly, when
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Fig. 3. Role of IP-R in the effects of cPGI2. (A) Intracellular Ca>* concentration analyzed by live fluoromicroscopy using a fluorescent sensitive Ca™* probe (Quest Fluo-8). hMADS
adipocytes were treated with ionomycin (60 nM) and cPGI2 (1 uM) at indicated time. (B) Kinetics of CREB protein phosphorylation, analyzed by Western blot, upon acute treatment
of hMADS adipocytes with 1 pM cPGI2 in the absence or in the presence of 5 uM CAY10441 as an IP-R antagonist or treated only with 1 uM MRE269 as an IP-R agonist. Histograms
display ratio of band intensity quantification from 3 experiments for each condition. (C) hMADS adipocytes were treated or not with 1 uM MRE269 between days 14 and 17; UCP1,
CPT1M and PLN1 mRNA expression were analyzed by RT-qPCR. (D) hMADS adipocytes were treated or not with 5 uM CAY10441 between days 14 and 17 in the presence of 1 pM
cPGI2. UCP1, CPT1M and PLN1 mRNA were analyzed by RT-gPCR. Results are mean 4 SEM of 3 (A, B, C) and 5 (D) independent experiments. a: p < 0.05 vs. ctrl or time point 0 min

and b: p < 0.05 vs. cPGI2.
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cells were treated with both CAY10441 and GW9662, an additive effect
of these antagonists on UCP1 mRNA expression was observed, but not
for CP'T1M mRNA expression (Fig. 4B and C).

To assess whether PPARc, another member of the PPARs family, was
also implicated, hMADS cells were transfected with 20 nM of siRNA con-
trol or siRNA against PPAR« at days 12 and 14. Using this strategy,
PPARc mRNA levels decreased by more than 70% at day 17 (Fig. 5A).
This lower expression of PPAR«a did not lead to a decrease in UCP1
mRNA (Fig. 5B) levels induced by cPGI2 treatment neither in PLN1
mRNA levels (Fig. 5C), in contrast to the decrease observed for CPT1M
mRNA expression (Fig. 5D). Moreover, co-inhibition of PPARY (using
GW09662) activity and PPARa expression (using siRNA) led to a stronger
inhibition of CP'T1M mRNA expression suggesting an additive role of
both PPARs in cPGI2-mediated effects (Fig. 5D).

4. Discussion

Prostacyclin is known as a major metabolite of ARA in adipose tissue.
It activates its cognate receptor IP-R coupled to the stimulatory G pro-
tein (Gs) which in turn increases cAMP levels and activates PKA.
When activated by cPGI2, IP-R signaling enhances the differentiation
of white adipocyte precursor cells via the expression of C/EBP( and C/
EBPS, both of which being critical for the progression of early phase of
adipogenesis and the activation of PPARY [23-25,33,34]. In addition to
activating a plasma membrane receptor, prostacyclin can also signal
through PPARs which in turn bind to specific peroxisome proliferator
response elements (PPREs) in the promoter region of target genes to
regulate their expression [35]. It is favored by the co-localization of

COX-2 and the prostacyclin synthase PGIS at the nuclear membrane
[36]. PPARs activation by prostacyclin analogs, such as cPGI2, has been
also involved in adipocyte differentiation process [37]. Moreover, it
was demonstrated in vitro that treatment with cPGI2 of pre-
adipocytes isolated from WAT led to increased expression of brite mark-
er genes, in particular upon 3-adrenergic stimulation [22,38,39].

Herein, we demonstrate that both IP-R and PPARs pathways can be
activated in human white adipocytes by cPGI2 and cooperate to induce
their conversion into brite adipocytes. This is shown by the acquisition
of a brite phenotype at the molecular and functional levels. Interesting-
ly, we demonstrate that this conversion is not due to the activation of a
single pathway. First, cPGI2 able to bind to the cell surface receptor IP-R
activates the CAMP/PKA/CREB pathway. CREB phosphorylation and its
binding to cAMP response element (CRE) is known to trigger the
transactivation of various promoters of adipogenic genes including
UCP1 and DIO2 [1]. Second, we determine that cPGI2 is able to induce
brite adipocyte phenotype through activation of PPARy pathway. As-
says combining IP-R and PPAR<y antagonists demonstrate that these
two pathways act independently in an additive manner. Both pathways
trigger the expression of UCP1 by additive effects of CRE and PPRE-
dependent transcriptional activities.

In addition, we show that PPAR« allowed only a partial acquisition
of cPGI2-induced brite adipocyte phenotype. It is known that PPARa
signaling is implicated in the augmentation of the lipid oxidative capac-
ity of brite adipocytes [40,41]. One of the key proteins of this system is
the mitochondrial carnitine acyl transferase CPT1M. It has also been
demonstrated that the expression of CPT1M gene is regulated at the
transcriptional level by PPAR« in muscle cells [42] owing to the
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Fig. 5. Involvement of PPAR« in the cPGI2-induced UCP1 expression. hMADS cells were differentiated into white adipocytes and transfected with 20 nM siRNA ctrl or against PPARx at
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presence of a PPRE in its promoter. In hMADS adipocytes, inhibition of
PPAR« expression and of PPARy activity decrease CPT1M expression
in an additive manner. Interestingly, activation of PPARY is able to in-
duce the expression of various genes displaying a PPRE in their promot-
er (i.e. adiponectin, FABP4 and UCP1), which were not sensitive to
PPARa. This discrepancy could be due to the abundance and/or activa-
tion of specific co-factors allowing a selective binding to PPREs.

The in vitro capacities of carbaprostacyclin, i.e. recruitment of pre-
adipocytes into brite adipogenesis and promotion of the conversion of
mature white adipocytes into brite adipocytes, point out this product
as a potential therapeutic compound in order to treat obesity and asso-
ciated pathologies. Prostacyclin and its analogs display vasodilatation
property as well as inhibition of platelet aggregation and are already ex-
tensively used in human clinic to treat hypertension [43]. Unfortunately,
prostacyclin has a very short half-life and is metabolized rapidly into the
less potent 6-Keto-PGFla [43] which represents an important limita-
tion for its use in vivo. To overcome this challenge, many stable analogs
of prostacyclin have been synthesized, such as epoprostenol, iloprost
and beraprost, with a longer half-life (=1 h) in mice and humans
[43-45]. One of these drugs, beraprost sodium (BPS), which promotes
a potent vasodilatory effect through activation of IP-R, has already
been tested in obesity and diabetes context [46,47]. For example, BPS
is reported to attenuate inflammation in diabetic patients [46]. Interest-
ingly, chronic treatment with BPS of mice fed a high fat diet decreases
plasma and liver triglycerides levels, and improves glucose metabolism
and insulin resistance in association with reduction of inflammation of
epididymal WAT [47]. Nevertheless, BPS-treated mice and rats do not

exhibit a decreased body weight, pointing out the limited effects of IP-
R agonists [47,48]. However, IP-R null mice fed a high fat diet show a re-
sistance to weight gain associated with decreased adipocyte number
and increased adipocyte size [23]. Indeed, we and others have demon-
strated that the browning potential of cPGI2 was mainly due to the ac-
tivation of PPARy pathway independently of IP-R activation [20,22,38,
39]. This is likely due to a high cell-penetrating capacity of cPGI2 com-
pared to other prostacyclin derivatives [49]. The development of a
new class of prostacyclin analogs, such as treprostinil, displaying an ex-
tended half-life (4 h) and able to activate both IP-R and PPARY, may
open a new area to favor browning of white adipose tissue [50].
Herein, we demonstrate that carbaprostacyclin is able to induce the
conversion of human white to brite adipocytes through the activation of
dual signaling pathways as depicted in Fig. 6. We suggest the develop-
ment of novel therapies targeting preferentially adipose tissue and
based on the use of prostacyclin analogs highly potent to activate IP-R
and PPARs pathways, in order to combat obesity and associated diseases
via the recruitment and activation of thermogenic adipocytes.
Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.bbalip.2016.01.007.
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Discussion 1

Au cours de ce travail, jai pu donc démontrer que cPGI2 était capable d'induire la
conversion des adipocytes blancs en brites chez ’'Homme. Cet effet est médié par la
coopération de plusieurs voies de signalisation, dont le récepteur de surface IP et les
récepteurs nucléaires PPARs. Ces résultats sont trés intéressants d’un point de vue
« pharmacologiques », mais posent toujours la question de leurs compatibilités avec les
effets physiologiques de PGI2, du fait de sa demi-vie extrémement courte. Le double effet,
intra- et extracellulaire, de cPGI2 est rendu possible par sa stabilité et sa capacité de
pénétrance dans la cellule. Pour PGI2, I'activation du recepteur IP ou des PPARs va étre
déterminée par la localisation sub-cellulaire de son enzyme de synthése PGIS,
respectivement si elle est proche de la membrane plasmique ou du noyau. On peut donc
considérer que les effets de cPGI2 peuvent correspondre a ceux de PGI2 dans un contexte

physiologique ou la PGIS serait présente a ces 2 localisations.

Par le passé, I'équipe de Gérard Ailhaud a démontré que I'effet positif d’un régime
alimentaire riche en AGPIs w6 sur le développement du TAB et sur I'hyperplasie adipocytaire
était d0 a l'action de PGI2 sur son récepteur IP. Ces résultats confirmaient des résultats
encore antérieurs qui montraient que cPGI2 favorisait la différenciation adipocytaire des
progéniteurs murins in vitro en agissant a la fois sur PPARS et sur le récepteur IP. Celui-ci,
grace a sa sous-unité Gs, active I'adénylate cyclase et induit ainsi une augmentation du taux
de 'AMPc intracellulaire (Massiera et al., 2003; Négrel et al., 1989). Les effets de ’AMPc et
de PPARS sur la différenciation adipocytaire ont été ensuite confirmés dans les cellules
hMADS dans une étude réalisée en collaboration avec I'équipe de Karsten Kristiansen (Jia et

al., 2012b).

Plus récemment, I'équipe de Stephan Herzig démontrait que le traitement de souris
129SvJ par un agoniste des B3-AR (connu pour activer le recrutement et I'activation des
adipocytes bruns et brites) induisait I'expression de COX2 et la sécrétion de PGs au niveau du
TA. Cette équipe associe l'augmentation de |'expression de COX2 a l'apparition des
adipocytes brites au sein du TAB de cette souche de souris. Parmi ces PGs, le 6-Kéto-PGFla

(dérivé stable de PGI2) était le plus sécrété en réponse a la stimulation adrénergique et cela
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était accompagné par une augmentation de I'expression d’UCP1. lls ont ensuite étudié |'effet
de cPGI2 sur la différenciation adipocytaire brune in vitro et ont montré qu’un cours
traitement par cPGI2 (3 heures) était capable d’induire I'expression d’UCP1, de PGC-1a, de
CPT1M et de PPARa et d’améliorer la réponse des adipocytes a la norépinéphrine. Cet effet
de cPGI2 était médié essentiellement par le récepteur nucléaire PPARy (Vegiopoulos et al.,
2010b). D’autre part ils ont démontré que I'expression d’UCP1 et de CPT1M induite par
I’agoniste B3-AR au niveau du TAB était atténuée en absence du récepteur IP. Pour eux,
cette observation pourrait étre due a une synergie entre les fonctions de I'IP et du B3-AR.
Une autre possibilité serait que I'absence de I'lP entraine une diminution du nombre
d’adipocytes différenciés et donc de cellules capables d’exprimer UCP1 et CPT1M, comme

montré précédemment par notre laboratoire (Gaillard et al., 1989b; Massiera et al., 2003).

Au cours de mon travail de thése, j'ai pu tester diverses fenétres de traitement par
cPGI2 des cellules hMADS (figure 38). Ces résultats ont montré que le traitement de ces
cellules a I'engagement de la différenciation adipocytaire induisait la différenciation

adipocytaire qu’elle soit blanche ou brite.
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Figure 38. Effet de cPGI2 sur la différenciation adipocytaire et I’expression d’UCP1. Expression relative
d’ARNm d’UCP1 et de PLIN des cellules hMADS traités par cPGI2 entre les jours (J) 14 et 17 ou entre les
jours 0 et 2 puis les jours 14 et 17 de la différenciation. Le panneau inférieur représente les cellules hMADS
en culture observées par microscopie optique. ¥*=P<0.05
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De ce fait, les résultats obtenus par I'’équipe de Stephan Herzig sont sans doute en
partie dus a une augmentation du nombre des adipocytes différenciés et donc capables

d’exprimer UCP1.

Dans l'article 1, nous démontrons que le traitement chronique (4 jours) des
adipocytes hMADS par cPGI2 induit I'expression d’'UCP1 et de CPT1M sans modifier celle de
PGC-1a et de PPARa. De plus, et a I'inverse des résultats de Vegiopoulos et coll., nous avons
aussi remarqué qu’un traitement aigue par cPGI2 des adipocytes blancs ou brites induit une
faible augmentation de I'expression d’UCP1 et surtout une lipolyse similaire a celle induite
par 'isoprotérenol (agoniste des B-ARs). cPGI2 n’induit donc pas juste I’expression des géenes

des adipocytes brites mais aussi participe a la fonction de ces adipocytes. (Figure 39)

lipolyse

pg glycérolfpg prot relatif au ctrl

Figure 39. Effet de la carbaprostacycline sur la lipolyse des cellules hMADS. Dosage du glycérol présent dans le
milieu de culture des cellules hMADS traités au jour 17 par lisoprotérenol (agoniste des récepteurs B-
adrénergiques) (1uM) ou par cPGI2 (1uM) dans des conditions de différenciation blanche (ctrl) ou brite (rosi).
Les résultats sont présentés en pg de glycérol/ug de protéine et rapportés aux conditions contrdle (0/ctrl ou
0/rosi) et représentent la moyenne des valeurs obtenues dans trois expériences différentes. *=P<0.05

Nos résultats a propos de I'implication de PPARa dans I'effet de cPGI2 sont en accord
avec ceux de Vegiopoulos. D’une maniere étonnante, I'absence d’expression de ce récepteur
nucléaire améliore I'expression d’UCP1 en réponse a cPGI2 in vitro chez ’homme et chez la
souris. PPARa n’est donc pas impliqué dans I'expression d’UCP1 induite par cPGI2 et son

absence pourrait par exemple mobiliser cPGI2 vers un autre PPAR, capable lui d’induire
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I’expression d’UCP1, dans ce cas PPARy. Par contre, nous montrons que PPARy et PPARa
coopérent pour induire I'expression de CPT1M, grace a la présence d’un PPRE au niveau du
promoteur de ce gene (Liu et al., 2007). En effet, CPT1M est responsable de I'alimentation
des mitochondries en AGs et il est donc impliqué dans une des principales fonctions des
adipocytes brites : I'oxydation des AGs. Nos résultats sont soutenus par I'étude de Lee et al
gui montrent que I'oxydation des AGs est induite par PPARa dans les cellules hAMADS (Lee et
al.,, 2011). Il a été démontré que cPGI2 induit la mobilisation de PPARa du compartiment
cytoplasmique vers le noyau (Chen et al.,, 2009). Cette observation pourrait expliquer le

mécanisme d’action qui permet a cPGI2 d’induire I'expression de CPT1M.

Dans le cadre d’un travail collaboratif avec I'équipe d’Alexander Vegiopoulos, nous
avons montré de maniere étonnante que cPGI2 était capable d’'induire la voie de
signalisation JAK/STAT, et que celle-ci est importante pour I’'engagement des préadipocytes
issus du TAB dans la différenciation brite (manuscrit en cours de préparation), le lien entre
cPGI2 et la voie JAK restant a déterminer. A I'inverse, cette voie JAK/STAT présente un effet
inhibiteur quand les cellules sont déja engagées dans I'adipogenese. Vue la multiplicité des
voies de signalisation induite par cPGI2 au sein des adipocytes, il serait intéressant de
déterminer s’il existe des cross-talk entre ces voies au cours de la conversion des adipocytes

blancs en brites.

D’un point de vue thérapeutique, PGI2 possede des effets anti-thrombotique, anti-
inflammatoires et vasodilatateurs importants. De ce fait, plusieurs analogues stables de PGI2
sont commercialisés et utilisés par exemple dans le traitement de I'hypertension artérielle
pulmonaire chez 'lhomme. Parmi ces analogues, on distingue I'epoprosténol, le béraprost
sodium, l'iloprost et la treprostinil. Vu sa durée de demi-vie relativement longue et son
mode d’administration orale (O'Connell et al., 2016), il semble que le béraprost sodium (BPS)

soit I'analogue le plus approprié a un traitement chronique chez ’lhomme.

Plusieurs études ont été faites chez les rongeurs démontrant un role thérapeutique
du BPS. Il a été démontré que ce dernier améliore la tolérance au glucose et la sensibilité du

TAB a l'insuline chez des rats obéses et des souris nourries par un régime riche en lipides

122



(Inoue et al., 2012; Sato et al., 2010). D’une maniére intéressante, le traitement des rats
obéses par le BPS induisait une augmentation de la température corporelle (Sato et al.,
2010). Les auteurs supposent que cette augmentation de température est due a
I’'amélioration de la circulation sanguine suite au traitement par le BPS. Mais, connaissant
I'effet de cPGI2 sur les adipocytes bruns et la conversion des adipocytes blancs en brites,
nous pouvons supposer que I'augmentation de la température suite au traitement des rats
par le BPS peut étre due a la formation et/ou I'activation des adipocytes thermogéniques

bruns et/ou brites.

Récemment, Minami et al. ont démontré que le BPS permet de lutter contre les
métastases des cancers pulmonaires par le recrutement des péricytes au niveau de la
tumeur (Minami et al., 2015). Etant donné que les adipocytes brites proviennent des cellules
périvasculaires (Vishvanath et al., 2015b), il serait donc intéressant de déterminer si le BPS
est capable de recruter les péricytes du TAB et ainsi induire I'apparition d’adipocytes brites.
Récemment, une étude a permis de cibler le traitement par le BPS en utilisant la technologie
des nanoparticules, ceci permettrait de cibler spécifiquement le TAB et ainsi éviter de
potentiels effets secondaires (Akagi et al., 2016).

Ces données ouvrent une perspective intéressante dans le traitement de I'obésité en

utilisant le BPS comme recruteur de préadipocytes « brites » et activateur de ces adipocytes
au niveau du TAB de 'Homme.
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ABSTRACT

Objective: Brite adipocytes are inducible energy-dissipating cells expressing UCP1 which appear within white adipose tissue of healthy adult
individuals. Recruitment of these cells represents a potential strategy to fight obesity and associated diseases.

Methods/Results: Using human Multipotent Adipose-Derived Stem cells, able to convert into brite adipocytes, we show that arachidonic acid
strongly inhibits brite adipocyte formation via a cyclooxygenase pathway leading to secretion of PGE2 and PGF2a.. Both prostaglandins induce an
oscillatory Ca™™ signaling coupled to ERK pathway and trigger a decrease in UCP1 expression and in oxygen consumption without altering
mitochondriogenesis. In mice fed a standard diet supplemented with w6 arachidonic acid, PGF2¢. and PGE2 amounts are increased in sub-
cutaneous white adipose tissue and associated with a decrease in the recruitment of brite adipocytes.

Conclusion: Our results suggest that dietary excess of w6 polyunsaturated fatty acids present in Western diets, may also favor obesity by

preventing the “browning” process to take place.

© 2014 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/).

Keywords Polyunsaturated fatty acids; PGE2; PGF2¢; PGI2; Calcium oscillation; UCP1

1. INTRODUCTION

Both overweight and obesity result from an imbalance between energy
intake and energy expenditure. So far, regulation of energy intake by
dietary and pharmacological treatments has met limited success. In
the last few years, the characterization of functional brown adipose
tissue (BAT) in adult humans has opened new perspectives for regu-
lating energy expenditure. In contrast to white adipose tissue (WAT)
involved in energy storage, BAT is endowed with a thermogenic activity
and regulates body temperature by dissipating energy through heat
production [1]. This process of non-shivering thermogenesis is due to
the occurrence of the Uncoupling Protein 1 (UCP1) localized in BAT
mitochondria and is induced in rodents in response to cold via B-
adrenergic stimulation. The energy-dissipating properties of UCP1 lead
to an increased oxidation of fatty acids and are important for body
weight regulation [2]. Interestingly, another population of thermogenic

adipocytes is present in rodent WAT and termed brite for “brown in
white” or beige adipocytes [3,4]. These brown-like adipocytes appear
in response to cold exposure or high-fat diets and stem either from
progenitors or by direct conversion of mature white adipocytes [5—7],
and have been recently found in adult humans [8—12]. Induction of
their activity appears as an interesting strategy to fight obesity by
enhancing body energy expenditure as increased oxidation of fatty
acids within these cells limits their release into the general circulation.
We isolated human Multipotent Adipose-Derived Stem (hMADS) cells
as the first model of cells undergoing the conversion from white to brite
functional phenotype [13,14]. This cell model appears suitable for
studies aimed at delineating the role of key components of diets in this
process, among which the possible involvement of essential w6
polyunsaturated fatty acids (PUFAS).

Dietary fats are the source of the essential PUFAs, both w6 linoleic acid
(LA), a precursor of w6 arachidonic acid (ARA), and w3 a-linolenic acid,
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a precursor of w3 eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA). These very long-chain PUFAs trigger a variety of biological re-
sponses and are required for a healthy development. Prostacyclin (PGI2)
and other prostaglandins of the 2 series (PGD2, PGE2 and PGF2a.) are
prostanoids synthesized from ARA and are involved in the differentiation,
maturation and function of white adipocytes. PGI2 triggers adipocyte
differentiation in vitro[15] and in vivo[16,17], while PGF2a. behaves as a
strong inhibitor [18,19]. The role of PGE2 is more controversial, as it has
been described to inhibit or to promote adipogenesis [20,21], and is
likely due to the diversity of its receptors able to modulate differently
both Ca™ and cAMP-dependent pathways [22].

During the last decade, dietary recommendations have taken into ac-
count the insufficient intake of w3 PUFAs and the excess of w6 PUFAs
which is correlated with overweight/obesity [23,24]. Interestingly, high
w6/w3 ratios are positively associated with adiposity of infants at 3 and
4 years of age [25,26]. ARA levels correlate positively with body mass
index (BMI) and the associated metabolic syndrome [27—30]. Diets
with higher w6/w3 ratio result in higher arachidonic acid and lower
EPA + DHA levels in plasma and adipose tissue and enhance ARA
availability to synthesize PGs of the 2 series in adipose tissue.

Since brite/brown adipocytes appear absent from obese patients [8], we
therefore sought to analyze the possible role of w6 ARA and its me-
tabolites in human brown/brite adipocyte development and functions.
Herein, we show a potent inhibitory effect of ARA on white to brown
adipocyte conversion of hMADS cells. ARA inhibits the expression of
UCP1 and leads to a decrease in the thermogenic capacity of hMADS
adipocytes characterized by a lower mitochondrial activity and basal
oxygen consumption. The effect of ARA is mediated via cyclooxygenase
activities leading to increased synthesis and release of PGE2 and
PGF2a.. Thorough analysis of the role of PGE2 and PGF2a demonstrate
that the ARA/prostaglandin/calcium pathway is responsible of impairing
the browning process. Finally, we show that supplementing mice with
an ARA-enriched diet leads to increased synthesis of both prostaglan-
dins while lowering the occurrence of inducible brite adipocytes upon
stimulation of the recruitment by $3-adrenergic receptor agonist.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals

The experiments were conducted in accordance with the French and
European regulations (directive 2010/63/EU) for the care and use of
research animals and were approved by local experimentation com-
mittees (Nice University and Ciepal Azur: protocol NCE-2012-57). Ten-
week-old C57BI/6JRccHsd female mice were from Harlan and main-
tained at constant temperature (21 + 2 °C) and 12:12-hour light—dark
cycles, with ad libitum access to diet and water. Mice were fed for 4
weeks with ARA- or oleic acid (OA)-supplemented diet. Chronic [3-
adrenergic receptor stimulation was carried the last week of the diet by
daily intra-peritoneal injections of CL316,243 (1 mg/kg/day in saline
solution). Control mice were injected with vehicle only. Standard chow
diets (ref. 2016, Harlan Lab., WI, USA) were enriched with 11 g/Kg of
oleate—ethyl—ester or arachidonate—ethyl—ester (Harlan Lab., WI,
USA, Nu-Chek-Prep, MIN, US) and 5 g/Kg of Safflower Qil to favor
dispersion of ethyl esters in the diet. Blood, interscapular BAT (iBAT)
and inguinal subcutaneous WAT (scWAT) were sampled and used for
different analysis. Histology, protein and RNA extracts as well as
further analysis are described in Supplemental procedures.

2.2. hMADS cell culture
The establishment and characterization of hMADS cells have been
described in Refs. [13,31—33]. In the experiments reported herein
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hMADS-3 cells were used and came originally from the prepubic fat
pad of a 4-month-old male. Cells were used between passages 14 and
25, and all experiments have been performed at least 3 times using
different cultures. Cells were seeded at a density of 5000 cells/cm? in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10%
FBS, 15 mM Hepes, 2.5 ng/ml hFGF2, 60 pg/ml penicillin, and 50 pg/
ml streptomycin. hFGF2 was removed when cells reached confluence.
Cells were triggered for differentiation at day 2 post-confluence
(designated as day 0) in DMEM/Ham’s F12 media supplemented
with 10 pg/ml transferrin, 10 nM insulin, 0.2 nM triiodothyronine, 1 UM
dexamethasone and 500 pM isobutyl-methylxanthine. Three days
later, the medium was changed (dexamethasone and isobutyl-
methylxanthine omitted) and 100 nM rosiglitazone were added. At
day 9 rosiglitazone was withdrawn to enable white adipocyte differ-
entiation (R3—9) but again included between days 14 and 17 to
promote white to brite adipocyte conversion (R3—9/14—17). Media
were changed every other day and cells used at day 17. Fatty acids
and prostaglandins were bound to BSA (0.04% for 15 min at 37 °C)
prior to inclusion to culture media. Analysis of secreted prostanoids
was performed at day 17 after incubation of the cells for 10 min in
fresh culture media. PGE2, PGF2a. and 6-keto-PGF1a were quantified
by EIA following manufacturer’s instructions (Cayman, BertinPharma,
Montigny le Bretonneux, France). Glycerol-3-phosphate dehydroge-
nase (GPDH) activity measurements and Oil Red O staining were
performed as described previously in Ref. [34]. Immunostaining, Cy-
tochrome c¢ oxidase activity measurements, protein and RNA extracts
preparation and further analyses are described in Supplemental
procedures.

2.3. Prostanoid quantification in vivo by mass spectrometry
analysis

All tissues were snap-frozen with liquid nitrogen immediately after
collection and stored at —80 °C until extraction. For extraction, each
frozen adipose tissue was crushed with a FastPrep®-24 Instrument
(MP Biomedical) in 500 pL of HBSS (Invitrogen) and 5 pL of internal
standard (Deuterium labeled compounds). After 2 crush cycles (6.5 m/
s, 30 s), 20 pL were withdrawn for protein quantification and 300 pL
of cold methanol (MeOH) were added. After centrifugation at 900 g for
15 min at 4 °C, supernatants were transferred into 2 ml 96-well deep
plates and diluted in Ho0 to 2 ml. Samples were then submitted to
solid phase extraction (SPE) using HRX 96-well plate (50 mg/well,
Macherey Nagel) pretreated with MeOH (2 ml) and equilibrated with
10% MeOH (2 ml). After sample application, extraction plate was
washed with 10% MeOH (2 ml). After drying under aspiration, lipid
mediators were eluted with 2 ml of MeOH. Prior to LC-MS/MS analysis,
samples were evaporated under nitrogen gas and reconstituted in
10 pL of MeOH.

LC-MS/MS analyses of prostanoids were performed as previously
described in Ref. [35]. Briefly, lipid mediators were separated on a
ZorBAX SB-C18 column (2.1 mm, 50 mm, 1.8 um) using Agilent 1290
Infinity HPLC system coupled to an ESI-triple quadruple G6460 mass
spectrometer (Agilent Technologies). Data were acquired in Multiple
Reaction Monitoring (MRM) mode with optimized conditions (ion optics
and collision energy). Peak detection, integration and quantitative
analysis were done using Mass Hunter Quantitative analysis software
(Agilent Technologies) based on calibration lines built with commer-
cially available prostanoid standards (Cayman Chemicals).

2.4. Measurement of oxygen consumption

Oxygen consumption was measured using polarometric technique.
Briefly, differentiated cells were introduced in a closed chamber
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(containing 1.5—2 ml of air-saturated culture medium) and oxygen
level was measured using a Clark electrode (YSI53, USA). Decrease of
oxygen in the chamber was monitored as a function of time using a
Powerlab 8/35 acquisition system (AD instruments, UK).

2.5. Analysis of Ca™ flux

hMADS cells were seeded in 4 well plates and differentiated until day
17 into brite adipocytes (all results presented herein were reproduced
with day 14 adipocytes and day 17 white adipocytes). Cells were
incubated for 20 min at 37 °C with 5 puM of the fluorescent Ca™™"
sensitive probe Quest Fluo-8 (Euromedex) in PBS supplemented with
2 mM CaCl, and 0.05% BSA. Cells were finally washed in PBS con-
taining 2 mM CaClI2 or in Ca*-free PBS and installed on the stage of
an inverted microscope maintained at 37 °C and illuminated with a
xenon lamp through a dichroic filter (excitation 490 nm and emission
over 510 nm). Digital images were recorded every 5 s with a low light
level camera (Photonic Science) and processed for grey level analysis
through imaging workbench software (v2.1).

2.6. Statistical analysis
Data are expressed as mean values + sem and are analyzed using the
2-tailed Student’s t test. Differences were considered statistically
significant at p < 0.01.

3. RESULTS

3.1. Differential effect of w6 PUFAs on white and brite adipocyte
differentiation

hMADS cells were differentiated after 17 days into white (rosiglitazone
treatment between days 3 and 9, R3—9) or brite (rosiglitazone treatment
between days 3 and 9 and then between days 14 and 17, R3—9/14—
17) adipocytes according to our published protocol [13,14] and treated
or not with ARA between days 14 and 17. At the end of this treatment,
UCP1 mRNA and protein levels were assessed. As shown in Figure 1A,
ARA strongly inhibited UCP1 mRNA expression in cells acquiring the
brite phenotype. This decrease in UCP1 expression was confirmed at the
protein level (Figure 1B). Of note, using the same protocol, linoleic acid
did not modulate UCP1 mRNA expression (data not shown).

In contrast to the effect on UCP1 gene expression, ARA treatment did
not affect adipogenesis per se. Oil Red O staining, GPDH activity
perilipin immunostaining and expression of various gene markers were
not altered whereas a slight inhibitory effect was observed on adipo-
nectin (ADPQ) and fatty acid binding protein 4 (FABP4) mRNA
expression (Figure 2A—D). It appeared that ARA inhibits the expression
of UCP1 and other PPARYy-target genes (such as ADPQ and FABP4)
during brite adipocyte formation without affecting overall adipogenesis.

3.2. ARA inhibits the UCP1-associated function but not
mitochondriogenesis

In order to further characterize ARA effects on the brite phenotype, we
analyzed mRNA expression of several classical brite and mitochondrial
markers. There was a significant decrease of FABP3 expression (a fatty
acid binding protein preferentially expressed in brown adipocyte and
promoted by PPARY), a trend of non-significant decrease of CPT1-M
and CIDEA expression, and no variation for PRDM16, ELOVL3, PAT2
and P2RX5 mRNA expression. Other mitochondrial markers (associ-
ated or not to the brite adipocyte phenotype) were not affected by ARA
treatment (Figure 3A). TIMM23 (a specific transporter of the inner
mitochondrial membrane) immunostaining showed no difference in the
mitochondrial content of cells treated or not with ARA (Figure 3B)
leading to similar maximal oxygen consumption (Figure 3C). ARA-
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Figure 1: Differential effect of ARA on white to brite adipocyte conversion. hMADS cells
were differentiated into white (R3—9) or brite (R3—9/14—17) adipocytes, and treated
or not between days 14 and 17 with 10 uM ARA. (A) UCP1 mRNA expression deter-
mined by RT-gqPCR and (B) UCP1 protein level analyzed by Western blot (whole cell
lysates, 80 pg/lane). B-tubulin was used as loading control. Histograms represent
mean + SEM of 3 independent experiments. a: p < 0.01 vs R3—9/14—17.

induced inhibition of UCP1 was accompanied by a significant reduc-
tion in the basal oxygen consumption (Figure 3C) reflecting the
reduction in UCP1 uncoupling activity. Similarly, Cytochrome ¢ oxidase
activity was significantly reduced in ARA-treated brite mitochondria
(Figure 3D). Due to the reduced uncoupling activity of UCP1 in ARA-
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Figure 2: hMADS cells were maintained in the presence of 100 nM rosiglitazone from day 3 to day 9 (R3—9) or further exposed to rosiglitazone from day 14 to day 17 (R3—9/14—
17) in the absence or presence of 10 M ARA. Qil red O staining (A) and GPDH activity measurements (B) were carried out. (C) Immunodetection of perilipin (in red) was performed
at day 17 and nuclei were counterstained with DAPI (in blue). (D) mRNA expression of adipogenic markers was determined by RT-qPCR. Histograms represent mean + SEM of 3

independent experiments. a: p < 0.01 vs R3—9/14—17. Scale: 20 um.

treated cells, mitochondrial complex IV activity was decreased through
a regulation of Cytochrome ¢ oxidase activity, in order to reach an
oxidative phosphorylation activity equivalent to that of white adipocytes
[36]. Collectively, these data demonstrate that ARA did not affect
mitochondriogenesis per se whereas it inhibited mitochondrial activity
associated with UCP1 expression.

3.3. ARA inhibitory effect is mediated through cyclooxygenase
activity

As early steps of ARA metabolism are mediated through cyclo-
oxygenase activity, we analyzed involvement of cyclooxygenase 1
(COX-1) and 2 (COX-2). As shown in Figure 4A, COX-1 and COX- 2
mRNA are expressed in hMADS adipocytes and their expression
increased upon ARA treatment with a stronger effect on COX-2 mRNA.
In order to determine whether COX activities were involved in the ef-
fects of ARA on brite adipocyte differentiation, indomethacin, a non-
selective COX inhibitor, and celecoxib, a specific COX-2 inhibitor,
were used. Clearly, both inhibitors were able to reverse the ARA
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www.molecularmetabolism.com

inhibitory effect on UCP1 mRNA expression (Figure 4B) as well as that
on FABP4 and ADPQ mRNA expression (Figure 4C). Of note, COX-2
mRNA expression was also regulated by COX inhibitors (Figure 4C),
favoring the existence of an auto-regulatory loop. The expression of
PPARY (both PPARy1 and PPARy2), adipsin and perilipin were not
affected by ARA and COX inhibitors (Figure 4C).

3.4. Prostaglandins E2 and F2a but not prostacyclin mediate the
ARA inhibitory effect

The conversion of ARA to PGH2 via the COX pathway leads to the
synthesis of prostaglandins through a variety of prostaglandin syn-
thases. Genes encoding for main prostaglandin synthases (PTGES1
and 2, AKR1B1, AKR1C3, CBR1, PTGIS and PTGDS) are expressed in
hMADS adipocytes (data not shown) and were not significantly
modulated by ARA except for PGI2 synthase (PTGIS) (Supplemental
Figure 1). Expression of PTGIS decreased upon ARA treatment. This
inhibitory effect involves COX activity as it was prevented in the
presence of COX inhibitors (Supplemental Figure 1).
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Figure 3: Changes in the brite phenotype of ARA-treated cells. hMADS cells were maintained in the presence of 100 nM rosiglitazone and treated or not from day 14 to day 17
with 10 uM ARA. Rosiglitazone-untreated cells were used as control. (A) Brown (CPT-1M and CIDEA) and mitochondrial markers (COX10, CYTC, MFN2, TOMMZ20 and TIMM23)
mRNA expression were analyzed by RT-gPCR. (B) Mitochondria content analyzed by immunodetection of TIMM23 (red). Nuclei were counterstained with DAPI (blue). (C) Basal
(untreated cells) and maximal (FCCP-treated cells) oxygen consumption levels measured in resuspended cells with an oxygraphic probe. (D) Cytochrome ¢ oxidase activity was
measured. Histograms represent mean 4 SEM of 3 (A and D) or 4 (C) independent experiments. a: p < 0.01 vs R3—9/14—17. Scale: 20 pum.

Under ARA treatment, differentiated brite adipocytes were able to  secreted metabolite 6-keto-PGF1a (Figure 5A). As expected, the
synthesize and secrete PGE2 and PGF2a (Figure 5A). Despite the  synthesis of these prostaglandins was dependent on COX-2 activity,
down-regulation of PTGIS gene expression, cells were not altered in  evidenced by the inhibition of secreted PGF2a., PGE2 and 6-keto-
their ability to synthesize PGI2 as shown by measurement of its stable  PGF1a in the presence of celecoxib (Figure 5A).

838 MOLECULAR METABOLISM 3 (2014) 834—847 © 2014 The Authors. Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http:/creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/).
www.molecularmetabolism.com


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/
http://www.molecularmetabolism.com

UCP1 mRNA expression levels
N
o

I

MOLECULAR
METABOLISM
60 -
b
7

50 | b
40 §
30 A a

10 4

0_

= indo celecoxib
ARA
R3-9/14-17

R3-9 -

mR3-9/14-17
BR3-9/14-17 + ARA +indo

i VI ]

A
129 oRr39 .
10 mR3-9/14-17
a2 BR3-9/14-17+ARA
3 8
C
o
8 6
[0
s
3 4
£ 27
0 i
COX-1 COX-2
Cc
OR3-9
94 ER3-9/14-17 + ARA
8 A @R3-9/14-17 + ARA + celecoxib
0 7 1 vy
2 6 /
2] app 7
5§57 abp a
@
o 4
g
o 3 bb
g 2
| Y
. (Y

FABP4 ADPQ COX-2

PPARy1

PPARy2 CPT-1M adipsin perilipin

Figure 4: Cyclooxygenases drive ARA effect in hMADS cells. (A) Cyclooxygenases (COX-1 and COX-2) mRNA expression assessed by RT-gPCR in cells exposed to 100 nM
rosiglitazone and treated or not with 10 uM ARA between days 14 and 17. Untreated cells were used as control. (B) and (C) hMADS adipocytes were treated with 100 nM
rosiglitazone and 10 1M ARA supplemented or not with 1 uM indomethacin (indo) or 100 nM celecoxib. mRNA expression of various adipogenic markers was analyzed by RT-
qPCR. Histograms represent mean + SEM of 3 independent experiments. a: p < 0.01 vs R3—9/14—17; b: p < 0.01 vs R3—9/14—17 + ARA.

In order to determine whether these prostaglandins were indeed
responsible of the ARA inhibitory effect on UCP1 expression, specific
prostaglandin receptor ligands were used. The 16,16-dimethyl-PGE2
(dm-PGE2), a stable analog of PGE2 which binds to its cognate re-
ceptors EP1-4 as well as two agonists of the PGF2a. receptor FP, i.e.
fluprostenol and latanoprost, were able to inhibit, in a dose dependent
manner, UCP1 expression at the mRNA and protein levels (Figure 5B,
Supplemental Figure 1B,C). The effects of dm-PGE2 and fluprostenol
on other gene expression were similar to those observed in the
presence of ARA (Figure 4D) except for PTGIS expression, which was
significantly inhibited only by dm-PGE2 (Supplemental Figure 1A).
ARA is a precursor of prostacyclin in hMADS cells (Figure 5A) but its
stable analog cPGI2 fails to inhibit UCP1 mRNA expression (Figure 5B).
As previously described in other cells [37], cPGI2 was able to replace
rosiglitazone in order to induce UCP1 mRNA expression. As found
under rosiglitazone treatment, ARA inhibits this cPGI2 effect
(Supplemental Figure 1D). Interestingly, cPGI2 and rosiglitazone did not
induce additive effect (Figure 5B), and seem to have a common
pathway as cPGI2 was unable to reverse the ARA-induced inhibition of
UCP1 mRNA expression under rosiglitazone treatment (Supplemental
Figure 1D). Altogether, these results indicated that ARA modulated
the acquisition of the brite adipocyte phenotype in hMADS cells through
the release of PGE2 and PGF2a.
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3.5. ARA, PGE2 and PGF2. trigger intracellular calcium oscillations
PGF2a and PGE2 receptors (FP and EP1 respectively) are known to be
coupled to Gg and intra-cellular calcium signaling. Thus we assessed the
possible effects of ARA and various prostaglandin receptor ligands on the
changes of intracellular calcium levels in hMADS adipocytes. As shown
in Figure 5A, ARA, dm-PGE2 and fluprostenol were able to trigger an
intracellular calcium concentration (ifCa™*]) rise in brite adipocytes. This
first rise was followed by oscillation of i{Ca™ "], with sustained frequency
and intensity during at least 20 min (Figure 6A and Supplementary
videos 1 and 2). LA and cPGI2, which were not effective in inhibiting
UCP1 mRNA expression, did not induce i[Ca*™] fluxes (Figure 6B).
i[Ca™* ] oscillations displayed by hMADS adipocytes were dependent on
both external and internal pools of Ca™ . In the absence of extracellular
calcium ARA failed to induce i[Ca™* ] increase while addition of external
calcium restored calcium oscillations (Supplemental Figure 2A). More-
over, i[Ca™ ] oscillations were completely abolished by the addition of
thapsigargin (a non-competitive inhibitor of sarco-endoplasmic reticu-
lum Ca™* ™ ATPases) or EGTA (Supplemental Figure 2B,C). Thesei[Ca™ ]
oscillations likely reflect the classical profile of Calcium-induced Cal-
cium-release (CICR) phenomenon. The Calcium Release Activated Cal-
cium (CRAC) mechanism might be excluded since the addition of the TRP
inhibitor (SKF96365) showed no effect on the ARA-induced calcium
oscillations (Supplemental Figure 2C).
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Figure 5: Prostaglandins drive ARA effects on brite adipogenesis. hMADS cells were treated or not with 100 nM rosiglitazone from day 14 to day 17. (A) Rosiglitazone-treated cells
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PGE2 and cPGI2 are known to activate cCAMP dependent pathway. In
hMADS adipocytes, EP4 (PGE2 receptor) mRNA levels were up-
regulated by ARA treatment (Supplemental Figure 2F). In this situa-
tion, EP4 would generate a cAMP compensatory pathway. Disruption of
this pathway, using a specific EP4 inhibitor (AH23848), led to a
stronger inhibition of UCP1 mRNA expression in response to ARA
treatment (Supplemental Figure 2G). This compensatory effect was not
associated with modulation of ;[Ca™ ] fluxes, as treatment with cAMP-
elevating agents such as 8-bromo-cAMP or cPGI2 did not affect these
oscillations (Supplemental Figure 2D,E).
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3.6. Inhibition of UCP1 gene expression is mediated by a Ca™ "/
ERK signaling pathway

In order to obtain more insights into the mechanisms involved in ARA
and PGs-induced inhibition of UCP1 gene expression, we focused our
interest on the use of fluprostenol since its effects were mediated
mainly through the cell surface FP receptor via Gq protein. As ex-
pected, decreasing extracellular Ca™ availability by EGTA was able to
reverse fluprostenol-induced inhibition of UCP1 mRNA expression
without affecting adipogenesis as shown by unaltered perilipin mRNA
expression (Figure 7A).
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Figure 6: Intra-cellular Ca™ oscillations are induced by ARA and its metabolites. hMADS cells were differentiated into brite adipocytes in the presence rosiglitazone and incubated
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transitory increase of i[Ca™ ], followed by i[Ca™ *] oscillations with a sustained frequency and intensity. (8) 100 uM LA and 10 uM cPGI2 did not trigger i[Ca™ '] rise. Each track
represents integrated imaging of an individual cell. These data are representative of 5 independent experiments (10—50 cells recorded in each experiment).

It has been demonstrated in various cell types including pre-
adipocytes that fluprostenol was able, via FP receptor, to activate the
ERK pathway and to inhibit PPAR activity [16]. As shown in Figure 6B,
fluprostenol induced a transient increase in ERK1/2 phosphorylation.
Addition of CaCl2 to hMADS adipocytes, pre-incubated for 10 min in
Ca+-+ free media, induced a similar transient phosphorylation of
ERK1/2 (Figure 7B). As expected, pretreatment with EGTA or U0126,
a widely used MEK/ERK inhibitor, abolished fluprostenol-induced
ERK1/2 phosphorylation (Figure 7B). A chronic treatment with
U0126 during the conversion of white to brite hMADS adipocytes
between days 14 and 17 did not affect UCP1 mRNA induction and
adipogenesis (as assessed by perilipin gene expression) but was able
to reverse the inhibitory effect of fluprostenol (Figure 7C). Altogether,
these data strongly suggest that inhibition of the conversion of white
to brite adipocytes by ARA is a multi-step process involving the
synthesis and secretion of prostaglandins PGF2o. and PGE2. The
signaling pathway appears to implicate, with respect to PGF2a, its
binding to the cognate FP receptor, i[Ca™ ] oscillations and ERK
phosphorylation leading in turn to a lower PPARY activity charac-
terized by a decreased expression of PPARy-target genes, such as
ADPQ, FABP4 and UCP1.

3.7. ARA-enriched diet inhibits the recruitment of brite adipocytes

induced by a chronic treatment with 33-adrenergic receptor agonist

We aimed to investigate in vivo whether prostaglandin synthesis
induced by ARA supply can attenuate [-adrenergic-induced UCP1
expression in WAT. For that purpose, we fed C57BL/6 mice a standard
diet supplemented with ARA (arachidonate ethyl ester 1.1% w/w) for 4
weeks. We used as a control mice fed an isocaloric diet based on oleic
acid (OA) enrichment (oleate ethyl ester 1.1% w/w), since OA does not
induce prostaglandin synthesis and does not affect UCP1 expression in
hMADS cells (data not shown). As expected, ARA or OA supplemen-
tations neither induce weight gain nor modify leptin plasma levels
(Figure 8A). In order to investigate the ARA effects on brite adipocyte
formation in white adipose tissue, ARA or OA-fed mice received during
the last week a 3-adrenergic receptor agonist CL316,243 (1 mg/kg/
day) or vehicle. Mice fed ARA-supplemented diet display a defective
induction of “browning”. Indeed, molecular analysis of subcutaneous
WAT (scWAT) showed an impaired increase of UCP1 mRNA and protein
expression upon CL316,243 treatment in ARA-compared to OA-
supplemented diet (Figure 8B,C). Histological analysis showed clearly
a defect in the formation of multilocular adipocytes characterized by a
low lipid droplet content and representative of activated brite/beige
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Figure 7: A Ca™/ERK pathway is involved in the inhibition of white to brite adipocyte conversion. (A—C) hMADS cells were treated or not with 100 nM rosiglitazone from day 14 to
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10 M U0126. Histograms represent mean 4 SEM of 3 independent experiments. a:

adipocytes (Figure 8D). Despite the limited browning found in ARA-fed
mice, we detected an increased expression of brown/brite adipocyte
markers CPT1-M, CIDEA, PLN5 PRDM16, PGC1a, PAT2 and P2RX5
mRNA as well as of the mitochondrial content marker Citrate Synthase
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UCPT and Perilipin mRNA expression analyzed by RT-qPCR in the absence or presence of
p < 0.01 vs R3—9/14—17; b: p < 0.01 vs R3—9/14—17 + fluprostenol.

(Figure 8C). Contrasted results were obtained for white adipocyte
markers mRNA expression; PPARy2, CD36 and ASC-1 mRNA increase
with ARA-enriched diet differently to ADPQ mRNA which decrease as
previously found in vitro with ARA treatment (Figures 2 and 8C).
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Figure 8: Impact of ARA metabolites production in SCWAT on inducible brite adipocytes formation. 10-week-old C57BL/6RccHsd female mice fed standard diet supplemented with
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In order to assess whether ARA effect could be extended to all UCP1-
expressing cells, i.e. brown adipocytes per se, the status of UCP1 was
analyzed in interscapular BAT (iBAT). Mice fed ARA-supplemented diet
and treated with CL316,243 displayed a lower content of UCP1 mRNA
compared to control mice (Supplemental Figure 3A), despite the fact
that histology analysis, i.e. the pattern of lipid droplets, was compa-
rable whatever the diet (Supplemental Figure 3B).
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ARA-supplemented diet enhanced COX-2 mRNA expression
(Figure 8C), suggesting changes in the levels of ARA metabolites within
SCWAT (Figure 8E). Quantification of ARA metabolites has been per-
formed on scWAT and iBAT. Among these metabolites, 6-keto-PGF1a,
PGE2 and PGF2a are the most represented prostanoids found in both
tissues and, as expected, were increased in mice fed ARA-
supplemented diet compared to mice fed OA-supplemented diet. Of
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note, chronic treatment with CL316,243 led to a significant decrease of
6-keto-PGF1o. and PGE2 levels in mice fed either diet, in contrast to
PGF2a. levels. Interestingly, PGD2 levels were not significantly altered
by either diet or treatment and its metabolites 15dPGJ2, a reported
PPARY ligand, was not detected even after CL316,243 treatment.
TxB2 and 8isoPGA2, two others ARA COX-derived prostanoids, were
detected and their levels exhibited parallel patterns with respect to
diets and to chronic CL316,243 treatment. As these prostanoids have
not been clearly identified as adipocyte products they might be syn-
thesized and secreted by other cell types present within adipose tissue.
Similar observations were obtained for prostanoid levels in iBAT
compared to scCWAT of mice fed ARA- and OA-supplemented diet, in
agreement with the ARA effect on UCP1 gene expression observed in
both tissues (Supplemental Figure 3A vs 3C).

4. DISCUSSION

The recent discovery of thermogenic competent adipocytes in adult
healthy humans has opened new therapeutic perspectives for the
treatment of obesity and type 2 diabetes which aim at increasing
energy expenditure by enhancing the formation and activation of
brown/brite adipocytes. However, in parallel to developing new treat-
ments, it is of utmost interest to assess in humans the impact of di-
etary lipids on the conversion of white to brown adipocytes. This issue
is highly relevant to body weight regulation since, besides the quan-
titative importance of hypercaloric high-fat diets leading to WAT
excess, the qualitative importance of w6 poly-unsaturated fatty acids
in favoring weight gain has been established in rodents and suggested
in recent studies in infants [23,24]. In the present work, we described
a potential additional deleterious effect of w6 fatty acids on the
regulation of body weight. ARA treatment of hMADS adipocytes inhibits
UCP1 mRNA expression during the acquisition of a brite phenotype and
thus decreases oxygen consumption. Indeed, UCP1 induces an over-
activity of mitochondria to compensate the increase in the uncou-
pling process between oxygen consumption and ATP synthesis. By
contrast, ARA does not modulate mitochondriogenesis and maximal
respiratory capacity of brite adipocytes. Whereas it has been reported
that ARA increased DNA synthesis in differentiating preadipocytes [38],
ARA treatment of hMADS cells does not modulate DNA synthesis when
ARA-treatment was applied on differentiated cells (data not shown).
hMADS adipocytes display the complete machinery to metabolize ARA
into PGs of the 2 series and were able to respond to PGs in an
autocrine/paracrine manner. In these cells, PGs mediate the ARA effect
as specific inhibition of COX-2 activity blunted these effects. Among
secreted PGs in response to ARA treatment, PGI2 and PGE2 have been
described to induce white to brite adipocyte conversion [37,39,40]. In
hMADS cells, cPGI2 neither up-regulated UCP1 expression nor was
able to reverse the inhibitory effect of ARA while dm-PGE2 inhibited
UCP1 expression under rosiglitazone treatment. Furthermore, ARA
appeared to inhibit PTGIS expression via the COX pathway, which could
then favor PGF20. and PGE2 effects at the expense of PGI2, leading to
inhibition of the browning process of white adipocytes.
Endocannabinoid metabolism by COX-2 [41] represents another
pathway linking ARA to its inhibitory effect of UCP1 expression,
especially viavia the prostaglandins analogs, PG-glycerol esters and
PG-ethanolamides, which are able to activate the same prostaglandin
receptors. Interestingly, monoacylglycerol lipase (MGL) and fatty acid
amide hydrolase (FAAH) mRNA expression, which encode for enzymes
involved in the hydrolysis of endocannabinoids (N-arach-
idonoylethanolamine and 2-arachidonoylglycerol) in ARA, and pre-
sumably decreasing their availability, are increased under brite
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conditions (R3—9/14-—17 in vitro and under CL316,243 treatment
in vivo). If our results are correlated to a decrease in enzyme activities,
it is tempting to assume that a decrease in endocannabinoid levels will
favor brite adipocyte recruitment under physiological conditions.
Nevertheless, expression of cannabinoid receptors 1 and 2 in vivo, and
FAAH and MGL in vivo and in vitro, was not affected by ARA treatment
(Supplemental Figure 4) suggesting a minor role, if any, of endo-
cannabinoids in ARA effect. Further experiments determining the levels
on endocannabinoids and using pharmacological tools will shed light
on the mechanisms involved in brite adipocyte recruitment. Disequi-
librium between w6 and w3 polyunsaturated fatty acid metabolites
could be involved in ARA-inhibitory effect. Lipooxygenase derived
metabolites from DHA, such as resolvin D1 and D2, do not seem to be
involved, as they were not detected in BAT. Moreover, resolvin D2 was
detected in SCWAT and its level was not affected in animals fed by ARA
enriched diet (data not shown).

Extracellular PGE2 is able to bind to various receptors with different
affinities [42]. hMADS adipocytes express three PGE2 receptors, i.e.
EP1, EP2 and EP4 (Supplemental Figure 2F) allowing PGE2 to promote
cAMP signaling (via EP2 and EP4 receptors) and Ca*™ signaling (via
EP1 receptor). In these cells, 16,16-dm-PGE2 induced a dose
dependent inhibition of UCP1 mRNA expression, with a maximum ef-
fect at 5 pM while it activated ;[Ca™] oscillations. Thus, we assume
that ARA-derived PGE2 bound to the low-affinity EP1 receptor as well
as to the FP receptor. It is worth noticing that PGE2 was able to
promote white to brown/brite conversion at lower concentrations via its
high-affinity EP4 receptor while inhibiting this process at higher con-
centrations via its low-affinity EP1 receptor (in this study). Indeed,
activation of these two opposite pathways in hMADS adipocytes are in
agreement with the potent inhibitory effect of high doses of 16,16-dm-
PGE2 in the presence of a specific EP4 receptor antagonist when
compared to 16,16-dm-PGE2 alone (Supplemental Figure 2G).

ARA also induced synthesis and secretion of PGF2¢ in hMADS adi-
pocytes. This PG bound to its cognate FP receptor and inhibited the
“browning” process as shown with two highly specific agonists, flu-
prostenol and latanoprost. Interestingly, ARA, fluprostenol and high
concentrations of 16,16-dm-PGE2 were able to induce sustained
i[Ca™] oscillations. It is known that human mesenchymal stem cells
and preadipocytes displayed spontaneous [Cat™] oscillations by
contrast to mature adipocytes [43,44]. However, transient ;JCa™ "] flux
controls early and late steps of human adipocyte differentiation [21,45]
whereas in rodents, a potential regulation of glucose uptake by a non-
canonical j[Cat™] oscillation implicates this pathway in adipocyte
metabolism [46,47]. Moreover, TRPV4 as a potent Ca*™ channel
appears as an important player in the browning process [48].
Herein, we described for the first time the occurrence of ;[Ca*™] os-
cillations in the conversion of human white to brown adipocytes. Our
data show that intracellular storage depletion was the first step of the
ARA-mediated UCP1 inhibition, though the mechanism of extracellular
Ca™ entry remained unknown. Two mechanisms could be proposed,
i.e. i) a voltage-dependent calcium channel (Ca(V)), induced by
membrane depolarization or ii) a store-operated calcium channel
(SOCE) induced by reticulum depletion as several Ca(V), STIM, ORAI
and TRPC proteins were expressed by hMADS adipocytes (data not
shown). However, neither membrane depolarization (by addition of
high KCI concentrations, data not shown) nor the use of SKF96365 (a
non-specific inhibitor of SOCE) were able to inhibit ;[Ca™* ] oscillations
(Figure S3C). Cross-talk between Ca*™ and cAMP signaling has been
reported. It is known that CAMP signaling is highly important for white
and brown adipocytes, whereas cAMP levels have been shown to
reduce or delay Ca'™ oscillations [49]. Interestingly, in hMADS
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adipocytes, neither 8-Br-cAMP nor cPGI2 were able to modulate
i[Ca™ ] oscillations (Supplemental Figure 2D,E).

ARA, fluprostenol and 16,16-dm-PGE2 inhibited specifically UCP1,
FABP4 and ADIPOQ mRNA expression which have been reported to be
PPARY target genes, strongly suggesting a specific inhibitory effect of
PG-mediated pathway via PPARY activity. It is known that Cat™
signaling controlled early and late steps of adipogenesis through inhi-
bition of PPARY expression and the involvement of Ca™*/calcineurin
pathway [18,50—52]. Our data rule out this possibility as treatment with
FK506 (a specific calcineurin inhibitor), was unable to reverse the inhi-
bition of UCP1 expression in the presence of ARA or PGs (data not shown).
PGF2o. has been reported to activate Ca™ ™ signaling and to induce
PPARy phosphorylation and thus its inactivation [16]. ERK1/2 signaling
pathway appeared to be involved in this phenomenon in adenocarci-
noma cells in which PGF2a. via Gg/Ca™" signaling allowed phos-
phorylation of ERK1/2 which in turn led to PPARY degradation through
the ubiquitin/proteasome pathway [53,54]. In a similar way, inhibition
of ERK1/2 phosphorylation in hMADS adipocytes reversed the
fluprostenol-induced inhibition of UCP1 mRNA. As extracellular Ca™ ™
and fluprostenol induced a transient phosphorylation of ERK1/2, our
results are in favor of a mechanism involving a “PG- > Ca++-
> ERK1/2- > PPARy- > UCP1” pathway in controlling the conversion
of white to brite adipocytes.

In vivo, COX pathway has been shown to be crucial for the induction of
brite adipocytes in 129Sv mice, a strain resistant to obesity due to a
high content in brown and brite adipocytes [37,40]. In C57BL/6 mice, a
strain sensitive to high fat diets, a recent report describes in contrast
an opposite role of the COX pathway. Indeed, inhibition of COX-1 and
-2 by indomethacin in mice fed high fat diet prevents weight gain,
partly due to enhanced recruitment of brite adipocytes in SCWAT [55].
Our data obtained with C57BL/6 mice fed an ARA-supplemented diet
are in agreement with this observation as increased prostanoid levels
were associated with impairment of brite adipocyte formation. More-
over, chronic stimulation of the 3-adrenergic pathway in mice fed OA-
supplemented diet induces a significant decrease of prostaglandins
and prostacyclin levels, making unlikely the involvement of prostanoids
in brite adipogenesis (Figure 8E). It is tempting to postulate that a
strong but transient induction of prostanoids occurs within the first
days of CL316,243 treatment and cold exposure [37,40,56] and is
important for the induction of brown/brite adipocyte differentiation.
However, a chronic excess in prostaglandins, due to a lipid supply
change, leads to an inhibition of this differentiation and of UCP1
thermogenic activity.

5. CONCLUSION

Collectively, our data demonstrate the specific nutrient regulation of
the browning process in WAT by w6 ARA in addition to its role in
stimulating the formation of white adipocytes. In aggregate, prevention
of excessive consumption of w6 fatty acids appears suitable as
disequilibrium of polyunsaturated fatty acid metabolism may contribute
to excessive adipose tissue development.
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Discussion 2

Dans l'article 2, nous avons démontré I'effet inhibiteur de I'ARA, et donc de la voie
des COXs, sur la conversion des adipocytes blancs en adipocytes brites in vitro et in vivo chez
I'Homme et la souris. Nos résultats semblent étre en désaccord avec les données de la
littérature (Madsen et al.,, 2010b; Vegiopoulos et al., 2010b). Cependant une analyse
approfondie des résultats et des modeles utilisés permet de mieux interpréter les
différences de conclusions. Ces différences de conclusion sur le role de la voie des COXs
pouvaient étre dues aux différences entre les modéles murins et cellulaires utilisées. En plus
de la différence d’espece, le role de cette voie dans le développement du TA semble
vraiment dépendant du fond génétique. En effet, les travaux de Vegiopoulos et de Madsen
étaient basés sur l'utilisation de souris 129Sv, qui est une souche résistante a I'obésité
(Vegiopoulos et al., 2010b). Dans ces études, les auteurs démontraient que l'induction de
I’expression d’'UCP1 au niveau du TAB des souris 129Sv était dépendante de l'activité des
COXs (Madsen et al., 2010b). De manieére intéressante, I'équipe de Lise Madsen démontre
quelques années plus tard que la voie des COXs possede un effet inhibiteur sur le
recrutement des adipocytes brites en utilisant cette fois des souris C57BL/6, une souche
plutot sensible a la prise de poids. Dans ce travail, ils montrent que I'inhibition de I'activité
des COXs par I'indométacine limite le développement de I'obésité chez ces souris quand
elles sont soumises a un régime riche en lipide et en sucre, et que ceci était entre autre di a
une augmentation du recrutement des adipocytes brites dans le TAB (Fjere et al., 2014).
Cette observation est en accord avec nos propres résultats obtenus chez les souris C57BL/6,
ou l'induction du brunissage du TAB par un agoniste des récepteurs B-adrénergiques est

accompagné par une inhibition de I'expression et de I'activité de COX2 (article n.2).

A la suite de ce travail, et connaissant I'existence de plusieurs niveaux de compétition
entre les AGPIs w6 et w3, nous avons voulu étudier si une supplémentation alimentaire en
LNA, EPA et DHA pouvait contrebalancer I'effet inhibiteur des AGPIs w6, sur le recrutement
et la fonction des adipocytes brites et bruns. Dans ce but, nous avons réalisé une expérience
dans laquelle deux groupes de souris (C57BL/6J) males agés de six semaines ont été soumis,

pour 12 semaines, a un régime alimentaire standard contenant environ 4% de lipides
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supplémenté par 1.5% de lipides contenant des proportions variables d’esters éthyliques
d’AG (LA, LNA, DHA et EPA) de telle sorte a obtenir un ratio w6/w3 de 4 (répondant aux
recommandations nutritionnelles avec supplémentation en EPA et DHA) et de 30
(représentant le ratio déséquilibré trouvé dans plusieurs aliments sans supplémentation en
EPA et DHA). Dans les deux cas, les régimes sont isocaloriques et la quantité totale de lipides
correspond a 16% de I'apport énergétique. Parmi cet apport en lipides, celui du LA est fixe et
seul l'apport en AGPIs w3 (LNA, EPA et DHA) est variable entre les deux régimes.
L'ajustement de la quantité de lipides est fait par 'ester d’acide oléique, du fait que ce

dernier est incapable de moduler la synthése des éicosanoides.
Composition des régimes

1- ratio w6/w3 = 30: régime standard 2016 Harlan (LA 2.5% et LNA 0.1%) + ester
éthylique LA 0.5% + ester éthylique d’OA 0.7% (total AGI de 3.3%).

2- ratio wb6/w3 = 4: régime standard 2016 Harlan (LA 2.5% et LNA 0.1%) + ester
éthylique LA 0.5% + ester éthylique LNA 0.54% + ester éthylique EPA 0.08% + ester
éthyligue DHA 0.08% (total AGI d’environ 3.3%).

Apres 11 semaines de régime, a thermoneutralité, la moitié des souris de chaque groupe
ont été traitées une semaine par un agoniste des récepteurs B3-adrénergiques (CL312,243 a
1mg/Kg/jours, injections intrapéritoniale), ou par le véhicule seul (NaCl 0.9%). L’activation
des récepteurs B3-adrénergiques sert a stimuler I'apparition des adipocytes brites au sein du
TAB et pour activer le TABr. Au cours de I'expérience, aucune différence ni de prise de poids,
ni de prise alimentaire n’a été détectée. Par contre, aprés la derniére semaine de traitement,
une diminution du poids corporel a été observée entre les groupes traités par le véhicule et
ceux traités par le CL312,243. Cette diminution est due a l'activation des voies B-
adrénergiques qui activent la thermogenese dans les adipocytes bruns et brites. Cette
activation amene a la consommation des AGs stockés dans ces adipocytes, puis des AGs
stockés dans les tissus périphériques tel que le TAB intra-abdominal. Cette consommation en
AGs est confirmée par la diminution de la masse des TABr et TAB épididymaire suite au

traitement des souirs par le CL312,243. (Figure 40)
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Figure 40. Poids corporel et perte de la masse des dépots adipeux des groupes de souris nourries par un
régime riche en LA ou en LNA et traités ou pas par le CL316,243. A gauche : Le poids corporel des souris est
représenté en considérant la moyenne des poids des souris traités par le NaCl de chaque groupe comme
100. A droite :la perte de la masse des dépots adipeux interscapulaire (iBAT) et épididymaire (eWAT) suite
au traitement des souris par le CL316,243. Les résultats représentent la moyenne de 12 souris différentes et
*=P<0.05.

D’une maniere intéressante, nous avons constaté que cette perte de poids corporelle et
de la masse des TA était plus importante chez le groupe de souris nourrit par le régime riche
en LNA (faible ratio w6/w3). Ce résultat pourrait étre expliqué par une activité
thermogénique plus importante chez les souris nourries avec le régime alimentaire le plus

équilibré en AGPlIs.

Pour évaluer I'effet des deux régimes alimentaires sur le recrutement et I'activation des
adipocytes brites et bruns, nous avons réalisé une analyse moléculaire et histologique du
TAB SC et du TABr interscapulaire. A l'inverse de nos attentes, aucune différence n’est
remarquée au niveau du TAB SC entre les deux groupes de régime. Par contre, nous avons
constaté des différences remarquables au niveau du TABr interscapulaire, avec une
augmentation de I'expression d’UCP1 chez les souris nourries par le régime riche en LNA et
que ce soit en présence ou en absence d’une stimulation par le CL316,243. Cette
augmentation d’UCP1 est accompagnée par une augmentation du phénotype oxydatif du
TABr, caractérisé par 'augmentation de I'expression de PGCla, CPT1M et PDK4 (figure 41).

L’ensemble de ces données est caractéristique d’une augmentation de la consommation en
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AGs du TABr et correéle bien avec la plus grande diminution de la masse de ce tissu. Un autre
parametre est en accord avec l'activité accrue du TABr, il s’agit des taux de glycérol
plasmatique caractéristiques de I'activité lipolytique des TA. Ces taux de glycérol sont plus
importants, comme attendu dans les groupes traités par le CL316,243 comparé a ceux
traitées par le NaCl, mais aussi plus importants chez les souris nourries par le régime a faible

ratio w6/w3 (figure 41).

De plus, I'analyse histologique des tissus confirme que le TABr des souris nourries par
le régime avec un ratio AGPIs w6/w3 de 4 présente des adipocytes bruns plus actifs que celui
des souris nourries par le régime ou le ratio w6/w3 est de 30. Ces adipocytes sont
caractérisés par des vésicules lipidiques de plus petite taille (figure 42). Cette observation
présente dans les conditions basales, est encore plus remarquable dans les conditions
activées par le CL316,243. Afin de valider ces observations, des marquages

immunohistochimiques de la PLIN et de I’'lUCP1 demeurent néanmoins nécessaires.
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Figure 41. Effet des différents régimes alimentaires sur I’expression des génes au niveau du tissu adipeux
brun et sur la lipolyse chez la souris. A : Expression relative de I’ARNm d’UCP1, PGC-1a CPT1M et PDK4
mesurée par PCR quantitative. Les résultats sont rapportés a I'expression de 36B4 et exprimés en valeur de
20T (moyenne +/- SEM, n=12, *=P<0.05). B-Lipolyse mesurée par le taux de glycérol plasmatique et
représenté en ug glycérol/ml plasma. (moyenne +/- SEM, n=12, *=P<0.05).
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Figure 42. Analyse histologique du tissu adipeux brun des souris nourries par un régime riche en LA ou en
LNA traitées ou pas par le CL316,243. Coupes histologiques du TABr colorées par I’éosine/hématoxyline et
observées par microscopie optique
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Nous avons montré précédemment que l'effet inhibiteur de I'ARA w6 sur la
conversion des adipocytes blancs en brites in vitro et in vivo est du essentiellement a son
métabolite PGF2a et en partie a PGE2, secrétées au niveau du TAB SC des souris nourries par
un régime riche en ARA. En outre, nous avons vu précédemment qu’il existe une compétition
entre les AGPIs w3 et w6 a différents niveaux y compris celui des enzymes de synthése des
éicosanoides (voir chapitre 7 : notion de compétition entre les AGPIs). En plus, il a été
démontré que les AGPIs w3 diminuent I'inflammation induite par les PGs issus des AGPIs w6

dans le cadre de I'obésité (Itariu et al., 2012; Kalupahana et al., 2011).

De ce fait, une supplémentation alimentaire en AGPIls w3 sans modification de la quantité
des AGPIs w6, en d’autre terme un régime avec un bas ratio w6/w3, pourrait altérer le
métabolisme des AGPIs w6 et moduler ainsi le taux et le type d’eicosanoides synthétisés au
niveau du TA. Afin de savoir si I'effet du régime riche en LNA sur I'activation du TABr est d{ a
une modification des éicosanoides, et des autres métabolites oxygénés des AGs, synthétisés
au niveau de ce tissu, une analyse métabolomique des TABr des deux groupes de souris est

en cours de réalisation.

Les résultats, encore incomplets, de cette étude démontrent qu’un régime riche en
AGPIs w3, ou le ratio w6/w3 respecte les recommandations nutritionnelles, permet

d’améliorer 'activité du TABr, et donc suppose d’une meilleure résistance a la prise de poids.

En conclusion, I'ensemble de nos résultats concernant I’ARA w6 montrent que I'effet
de cet AG sur le développement de I'obésité chez ’'homme comme chez les rongeurs, ne se
limite pas a 'activation de I'adipogenése qui se refléte par une une hyperplasie adipocytaire,
mais aussi a son effet inhibiteur de la conversion des adipocytes blancs en brites. Cette
inhibition désiquilibre d’autant plus la balance énergétique car elle correspond a une
diminution de l'utilisation des TGs en faveur de leur stockage, ce qui se traduit par une
hypertrophie du TA. Cet effet des AGPIs w6 et plus particulierement de I’ARA ainsi que I'effet
du ratio w6/w3 dans le cadre de I'obésité seront discutés dans la revue qui suit et qui est

sous presse au journal francophone « Obésité ».
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Résumé Les adipocytes blancs stockent et libérent 1’énergie
a la demande alors que les adipocytes brites (ou beiges) et
bruns la dissipent sous forme de chaleur. Nous décrivons ici
les effets de 1’acide arachidonique (ARA) et de ses métabo-
lites sur la formation de ces adipocytes, en mettant en avant
la complexité et la dualité de ces effets. Ces données démon-
trent I’importance de la biodisponibilité de I’ARA dans la
biologie du tissu adipeux et les pathologies qui lui sont
associées.

Mots clés Acides gras - Prostacycline - PGF2a - PGE2 -
Adipogenése
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request whereas brown and brite (or beige) adipocytes dissi-
pate it as heat. Herein, we describe the effects of arachidonic
acid (ARA) and its metabolites on the formation of white
and brites adipocytes, highlighting the complexity and dua-
lity of these effects. These observations demonstrate the
importance of the bioavailability of ARA in the adipose tis-
sue biology and its associated diseases.
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Introduction

L’obésité résulte d’un déséquilibre de la balance énergétique
dans laquelle ["augmentation des apports énergétiques est
accompagnée par une diminution de leurs dépenses. Le tissu
adipeux représente un acteur majeur dans le controle de cette
homéostasie. Au cours des derniéres décennies, une relation
entre la qualité des acides gras polyinsaturés provenant de
I’alimentation et I’obésité a pu étre mise en évidence et mon-
tre ’importance d’étudier leurs effets sur la biologie du tissu
adipeux [1].

Adipocytes thermogéniques et obésité

L’organe adipeux peut étre divisé en deux types de tissus: le
tissu adipeux blanc (TAB) et le tissu adipeux brun (TABr).
Les adipocytes blancs du TAB stockent les lipides sous
forme de triglycérides et vont pouvoir libérer les acides gras
sous certains stimuli, tel lors d’un jetine, pour servir de subs-
trat énergétique a d’autres tissus. Par contre, le TABr, com-
posé d’adipocytes bruns possédant une activité thermogé-
nique, régule la température corporelle en dissipant les
lipides et les glucides sous forme de chaleur et joue ainsi
un role important dans la dépense d’énergie. Ce processus
de thermogenése est dii principalement a la présence et a
I’activité de la protéine découplante UCP1 [2]. Cette pro-
téine est cruciale pour la dépense d’énergie car elle dissipe
le gradient de protons mitochondrial et permet ainsi de
découpler I’activité de la chalne respiratoire de la synthése
d’ATP. Pour compenser la diminution d’activité¢ de 1I’ATP-
synthase qui en résulte, la mitochondrie augmente son acti-
vité de phosphorylation oxydative et donc d’utilisation de
substrats énergétiques. L’accroissement des activités enzy-
matiques mitochondriales va alors entrainer la production
de chaleur caractérisant la fonction thermogénique des adi-
pocytes bruns.
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Chez les rongeurs, chez qui le TABr est bien décrit depuis
longtemps, il a ét¢ montré que 1’expression et ’activité
d’UCP1 sont induites en réponse a une exposition au froid
par stimulation de la voie f-adrénergique (thermogenése non
frissonnante en réponse au froid), ou aprés la prise alimen-
taire (thermogenése postprandiale). Chez ’homme, on pen-
sait que le TABr n’était présent que chez le nouveau-né et
que sa contribution était négligeable dans la dépense énergé-
tique chez I’adulte. Au cours de la derniére décennie, plu-
sieurs laboratoires ont montré que les adultes sains présen-
tent des ilots d’adipocytes bruns thermogéniques avec un
réel impact métabolique [3]. L’activité de ces adipocytes,
mise en évidence par une exposition au froid et mesurée
par absorption de 18F-fluorodeooxyglucose (PET-Scan),
est reliée de maniére inverse a I’indice de masse corporelle
(IMC) [4-7]. Ces observations sont en accord avec d’autres
données récentes qui indiquent que 1’absence d’adipocytes
bruns est un facteur favorisant le développement de 1’obésité
non seulement chez les rongeurs, mais également chez
I’homme [6,8].

Sous certaines conditions, on observe au sein du TAB,
plus particuliérement le TAB sous-cutané, la présence d’adi-
pocytes thermogéniques appelés adipocytes brites (« brown
in white ») ou beiges. Ces adipocytes brites, tout comme les
adipocytes bruns, sont en mesure d’utiliser des lipides et des
glucides pour participer a la thermogenése non frissonnante [
9-12]. A Iinverse des adipocytes bruns déja présents dans le
TABE- et inactifs a la thermoneutralité (28-30°C pour la sou-
ris), les adipocytes brites semblent étre absents dans ces
mémes conditions et doivent étre recrutés puis activés pour
participer a la thermogenése. Ces adipocytes brites recrutés
peuvent provenir a la fois de la différenciation de progéni-
teurs présents au sein du tissu, ou de la conversion/transdif-
férenciation des adipocytes blancs matures en adipocytes
brites (Fig. 1). L’identification des progéniteurs des adipocy-
tes brites reste encore controversée. Ces progéniteurs pour-
raient étre les mémes que ceux des adipocytes blancs et I’en-
gagement dans la voie de différenciation serait alors
différent, ou ils pourraient étre distincts et correspondre a
ceux des préadipocytes bruns en présentant un progéniteur
embryonnaire commun- avec les cellules musculaires [13].
La conversion des adipocytes blancs matures semble quant
a elle responsable de la formation d’une grande partie des
adipocytes brites et reste un phénomene réversible (Fig. 1) [
9,14-15]. Une étude récente pourrait concilier les différentes
voies (conversion vs. différenciation) de formation des adi-
pocytes brites ainsi caractérisés. En effet, Vishvanath et et.
démontrent que lors d’une exposition au froid, le recrute-
ment des adipocytes brites dans le tissu adipeux sous-
cutané de souris se fait en deux vagues distinctes [16]. Lors
de la deuxiéme semaine d’exposition au froid, il y a un recru-
tement d’adipocytes brites qui proviennent de la différencia-
tion de progéniteurs adipocytaires PDGFRP®/ZFP423P%,
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apparentés aux péricytes de la paroi endothéliale. Ce phéno-
mene n’a pas €té observé lors de la premiére semaine d’ex-
position au froid. Les adipocytes brites apparaissant a ce
moment-la pourraient alors provenir de la conversion d’adi-
pocytes blancs matures. Il y aurait donc une premiére
réponse au froid ou les adipocytes blancs se convertissent
rapidement en adipocytes brites puis, si I’exposition se pro-
longe, une mobilisation de précurseurs « brites » afin d’aug-
menter la réponse thermogénique.

Indépendamment de leur origine, ces adipocytes brites
peuvent jouer un rdle trés important dans la lutte contre
I’obésité, comme cela est déja démontré chez la souris ou
leur recrutement au niveau du TAB sous-cutané augmente
la capacité de I’animal a lutter contre la prise de poids et
les désordres métaboliques associés [17]. Chez I’homme,
en se basant sur leur signature moléculaire établie chez les
rongeurs, on retrouve a la fois des adipocytes bruns mais
aussi des adipocytes brites selon leur localisation anato-
mique [18-20]. De plus, les données obtenues a partir de
cultures primaires en utilisant des précurseurs provenant du
TAB humain montrent clairement la capacité des adipocytes
blancs obtenus in vitro a se convertir en adipocytes brites
fonctionnels [21].

En résumé, ces données permettent d’explorer de nou-
velles voies thérapeutiques basées sur I'utilisation des adipo-
cytes thermogéniques bruns et brites comme acteurs clés
dans la modulation de la dépense énergétique, via 1 utilisa-
tion accrue de lipides et de glucides, et donc dans le controle
de la masse corporelle [22].

Acides gras polyinsaturés essentiels et obésité

Les lipides d’origine alimentaire sont la source des acides
gras polyinsaturés (AGPI) essentiels tels que 1’acide lino-
léique @6 (LA), précurseur de 1’acide arachidonique
(ARA), et I’acide o-linolénique ®3 (LNA), précurseur de
I’acide docosahexaénoique (DHA) et I’acide eicosapentaé-
noique (EPA). Au cours des derniéres décennies, la disponi-
bilité de ces acides gras a évolué en méme temps que I’offre
alimentaire et il a ét¢ démontré que leur impact sur la santé
humaine ne dépend pas uniquement de leur quantité, mais
surtout de la qualité de cet apport, particulierement en rela-
tion avec les proportions en AGPI w6 et ®3 [1,23]. Alors que
la quantit¢ d’AGPI o6 dans I’alimentation quotidienne a
augmenté avec 1’industrialisation représentant actuellement
pres de 85 % de la totalité des apports en AGPI, la consom-
mation d’AGPI @3 n’a pas varié, voire méme diminué. L’im-
pact physiologique de ces changements a longtemps été
ignoré jusqu’a ce que des études chez les rongeurs aient
montré entre autres que 1) un régime alimentaire riche en
AGPI 06 et pauvre en ©3 induisait un surpoids [24] et que
2) I’exposition périnatale a un régime alimentaire riche en
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AGPI ®6 induisait une accumulation progressive de la
masse grasse corporelle au cours des générations [25]. De
la méme maniere que chez la souris, des études épidémio-
logiques chez I’homme ont pu mettre en évidence une rela-
tion étroite entre la présence de niveaux élevés d’AGPIs w6
dans le lait maternel et I’obésité infantile d’une part [23,26],
et une corrélation positive entre le contenu spécifique en
ARA du TAB et I'IMC d’autre part [27]. Enfin, il a été mon-
tré qu’une alimentation riche en AGPI w6, et donc ayant un
rapport ®w6/®3 élevé, constituait un facteur de risque de
développement des maladies cardiovasculaires, auto-
immunes et de certains cancers [28]. Par ailleurs, les AGPI
6 et ®3 sont métabolisés, entre autres dans le tissu adipeux,
en éicosanoides respectivement pro- et anti-inflammatoires.
L’obésité pouvant étre associée a une inflammation chro-
nique de bas grade du TAB, représentant un facteur de risque
important du diabéte de type 2, il devient alors évident d’éta-
blir une relation entre 1’apport en AGPI et le statut inflam-
matoire du TAB. L’ensemble de ces données sont en faveur
de I’existence d’un lien de causalité entre la qualité/quantité
des AGPI et le développement de 1’obésité.

L’ARA est un des AGPI w6 les plus importants dans
I’homéostasie énergétique ainsi que dans la mise en place
de I'inflammation. En effet, cet acide gras est un précurseur
majeur d’¢éicosanoides au sein du tissu adipeux (Fig. 2). Sa
meétabolisation par les voies cyclooxygénases (COX-1 et -2)
va permettre la synthése de prostanoides, tels que des prosta-
glandines, de la prostacycline et des thromboxanes, tandis
qu’il va étre métabolisé en leucotriénes via la voie des lipo-
xygénases (5- et 15-LOX). L’ensemble de ces métabolites
joue un rdle important dans le statut inflammatoire, mais
aussi dans le développement du TAB. Les prostaglandines
de la série 2 sont particuliérement intéressantes car, en plus
de leurs caractéristiques pro-inflammatoires, elles sont
impliquées dans divers aspects de 1’adipogenese et de la
fonction des adipocytes.

Acide arachidonique et formation d’adipocytes
blancs

Il a été montré que le traitement des préadipocytes murins
Ob1771 par ’ARA w6, mais pas par les AGPI ®3, induisait
leur différenciation adipocytaire [29,30]. L’effet pro-
adipogénique de I’ARA était dii a un ou plusieurs de ses
métabolites puisque 1’utilisation d’inhibiteurs de cyclooxy-
génases bloquait 1’effet positif sur la formation d’adipocytes.
Cette observation a été confirmée par le fait que le traitement
de ces préadipocytes par la carbaprostacycline (cPGI2), un
analogue stable de la prostacycline, mimait I’effet de I’ARA.
La carbaprostacycline est capable, entre autre, d’activer son
récepteur membranaire IP-R qui est couplé a une protéine Gs
activatrice de la voie PKA (Figs 2, 3). Il a pu étre montré que

I’ARA et la cPGI2 induisaient une élévation du taux intra-
cellulaire d’AMPc dans les préadipocytes en voie de diffé-
renciation représentant un événement clé dans ’initiation de
la différentiation adipocytaire [31]. En conclusion, I’effet
pro-adipogénique de I’ARA était dii a sa métabolisation,
par les cyclooxygénases, en prostacycline capable d’activer
son propre récepteur membranaire IP-R; cette interaction
conduisait a une élévation des niveaux d’AMPc intracellu-
laire permettant in fine I’expression de génes responsables de
I’adipogenése (Fig 3) [29-31]. 1l est a noter que PGI2,
comme le A5-PGJ2 [32] qui est un métabolite de PGD2,
est capable de lier et d’activer les récepteurs nucléaires de
la famille des PPARSs et plus particulierement PPARy qui est
considéré comme le régulateur le plus important de 1’adipo-
genese. Cette capacité pourrait alors étre impliquée dans les
effets pro-adipogéniques de I’ARA.

Les effets pro-adipogéniques de ’ARA et de son métabo-
lite cPGI2 ont pu étre validés chez I’Homme en utilisant des
modeles cellulaires comme les cellules souches mésenchy-
mateuses issues du tissu adipeux de donneurs jeunes sains,
les cellules hMADS (human Multipotent Adipose Derived
Stem). Ces cellules sont capables de se différencier, entre
autres, en adipocytes blancs fonctionnels et nécessitent une
augmentation des niveaux d’AMPc dans les 2 premiers jours
de différenciation [33]. Cette augmentation des niveaux
d’AMPc est induite grace a 1‘utilisation dans les milieux de
cultures d’un inhibiteur des phosphodiestérases, le 3-
isobutyl-1-methylxanthine (IBMX). L’induction de la diffé-
rentiation adipocytaire par I’ARA et son métabolite est due
la aussi a ’augmentation du taux d’AMPc intracellulaire
[34]. Ce controle de la différenciation adipocytaire par
I’ARA est en fait complexe. En effet, des études basées sur
la lignée murine 3T3-L1 montrent que I’effet des AGPIs w6
peut étre pro- ou anti-adipogénique selon les taux d’AMPc
intracellulaire [35]. En présence d’un niveau basal d’AMPc,
I’ARA produit un effet pro-adipogénique en élevant le
niveau d’AMPc. Par contre, si les niveaux d’AMPc sont déja
¢élevés, comme par exemple dans le cas d’un régime riche en
protéine, on observe une augmentation de I’expression et de
I’activité des cyclooxygénases et ainsi la synthése de prosta-
glandines anti-adipogéniques telles que PGE2 et PGF2a
[35,36]. PGF2a est capable d’activer son récepteur membra-
naire FP couplé a une sous-unité Gq (Fig 2). Cette activation
génere un signal calcique intracellulaire capable d’activer la
calcineurine, une phosphatase connue pour inhiber 1’expres-
sion de PPARYy (Fig 4) [37]. Une seconde voie d’inhibition a
été décrite récemment dans des préadipocytes murins 3T3-
L1 [38]. Le traitement aigu de ces cellules avec de I’ARA
induit la synthése et la sécrétion de PGF2a qui va activer la
voie FP-R/calcium/PKC et ensuite la voie MAPK ERK1/2.
L’activation de ces voies de signalisation a pour effet d’in-
duire la surexpression du facteur de transcription Fos-related
antigen-1 (Fra-1) qui va étre responsable de I’inhibition de
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I’adipogenése, certainement en diminuant comme décrit pré-
cédemment ’activit¢ de PPARy (Fig 4) [38].

PGE2 est un médiateur de nombreux aspects de la diffé-
renciation et de la fonction adipocytaire. Cette prostaglan-
dine peut activer un ou plusieurs de ses propres récepteurs
(EP1, EP2, EP3 et EP4) de maniere dose dépendante (Fig 2)
[39]. L’interaction avec ses différents récepteurs permet 1’in-
duction de signaux intracellulaires différents. Les récepteurs
EP2 et EP4, qui ont la plus grande affinité pour PGE2, sont
couplés a des protéines Gs activatrices de la voie PKA, alors
que le récepteur EP3, couplé a une protéine Gi inhibitrice de
I’activité adényl-cyclase, va donc inhiber cette voie. Le
récepteur EP1, qui possede la moins bonne affinité pour
PGE2, est quant a lui couplé & une protéine Gq capable d’in-
duire des élévations de la concentration en calcium intracel-
lulaire. Par conséquent, les effets de PGE2 sur I’adipogenése
restent variés et opposés car ils sont strictement liés

® i) a sa concentration
® ii) a ’expression de ses récepteurs et
® iii) aux types cellulaires [40].

Par exemple, dans les préadipocytes, PGE2 active ses
récepteurs EP2 et EP4 et ainsi induit la voie PKA pour initier
I’adipogenése, alors que dans les adipocytes différenciés,
PGE2, par le biais du récepteur EP3, inhibe cette voie et
donc la lipolyse induite par I’activation des récepteurs f3-
adrénergiques [41].

11 est a noter que la voie des cyclooxygénases n’est pas la
seule voie impliquée dans le contréle de 1’adipogenése. En
effet, la métabolisation de I’ARA au sein de I’adipocyte par
la voie des lipoxygénases (5-LOX ou 15-LOX) permet aussi
de moduler plusieurs étapes de la différenciation adipocy-
taire [42,43].

Acide arachidonique et recrutement
des adipocytes brites

Le recrutement des adipocytes brites intervient essentielle-
ment dans le TAB sous-cutané apres, par exemple, un traite-
ment prolongé avec un agoniste des récepteurs [3-
adrénergiques, le CL316,243 [9]. Pour étudier la relation
entre ce recrutement et 1’apport en AGPIs w6, et plus parti-
culiérement les métabolites de I’ARA, des souris C57B1/6J
ont été nourries avec un régime standard (5,5 % lipides) enri-
chi en ARA (1,1 %), et cela pendant 4 semaines. Lors de la
derniere semaine du régime alimentaire, les souris ont été
traitées quotidiennement avec du CL316,243. Dans ces
conditions iso-lipidiques iso-énergétiques, I’inclusion de
I’ARA dans I’alimentation a altéré le recrutement des adipo-
cytes brites dans le TAB sous-cutané par rapport a des souris
nourries avec un régime standard, démontrant 1’effet inhibi-
teur direct de I’ARA [44]. Comme prévu, la supplémentation
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en ARA augmente les niveaux des €icosanoides dans le TAB
des souris non traitées, et plus particuliérement des prosta-
glandines de la série 2 et de la prostacycline. Par contre, la
stimulation chronique de la voie B3-adrénergique chez ces
souris induit une diminution globale des taux d’éicosanoi-
des, excepté celui de PGF2a qui est maintenu a un niveau
élevé aprés le traitement. Ces résultats sont en faveur de
I’implication de cette prostaglandine dans I’effet inhibiteur
de I’ARA sur le recrutement des adipocytes brites [44].

Fait trés intéressant chez les souris 129Sv (une souche
résistante a 1’obésité en raison d’un nombre élevée en adipo-
cytes bruns et brite), I’activation de la voie des cyclooxygé-
nases semble cruciale pour le recrutement des adipocytes
brites [45,46]. Par contre, un réle opposé de la méme voie
a été décrit récemment chez des souris C57BL/6J (une sou-
che sensible aux régimes riches en graisses) [47]. Dans ce
dernier cas, lorsque les souris ont été nourries avec un
régime riche en graisses, I’inhibition de I’activité cyclooxy-
génase limite la prise de poids, ce qui est di, en partie, au
recrutement d’adipocytes brites dans le TAB sous-cutané
[47]. Les données obtenues avec la méme souche de souris
C57BL/6 nourries avec un régime supplémenté en ARA sont
en accord avec cette derniére observation [44]. Ces résultats
démontrent a nouveau toute la complexité des effets des
AGPIs, certainement dépendant des métabolites générés au
sein du TAB.

Pour mieux comprendre les effets de I’ARA sur le recru-
tement des adipocytes brites, nous avons réalisé une étude in
vitro en utilisant les cellules hMADS, capables de se diffé-
rencier en adipocytes blancs puis de se convertir en adipo-
cytes brites sous I’action de la rosiglitazone (agoniste de
PPARY) [21,48]. Le traitement des adipocytes hMADS par
de ’ARA empéche le phénomene de conversion des adipo-
cytes blancs en adipocytes brites. Cette effet est caractérisé
par une inhibition de I’expression du géne UCP1, de I’acti-
vité mitochondriale et de la consommation d’oxygene [44].
Leffet de I’ARA est dépendant de 1’activité des cyclooxy-
génases qui engendrent la synthése de différentes prosta-
glandines parmi lesquelles, PGE2 et PGF2a. L’¢étude des
effets de ces derniéres montre que ces prostaglandines acti-
vent leurs récepteurs membranaires, respectivement EP1 et
FP, pour induire des variations oscillatoires des concentra-
tions en calcium intracellulaire. Ces oscillations calciques
sont responsables de la phosphorylation des MAPK
ERK1/2, connue pour induire la phosphorylation et la dégra-
dation de la protéine PPARY [49]. En I’occurrence, cette cas-
cade d’événements inhibe la conversion des adipocytes
blancs en adipocytes brites (Fig 4).

Par ailleurs, il a ét¢ démontré que cPGI2 était capable
d’induire le recrutement des adipocytes brites a la fois en
favorisant la différenciation des progéniteurs et la conver-
sion des adipocytes blancs (Fig 3) [44,46]. L’engagement
des préadipocytes dans la voie de différenciation en
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adipocytes brites serait dépendante du récepteur IP et pour-
rait mettre en jeu des réorganisations du cytosquelette et/ou
de la chromatine [46,50]. De méme, ’effet de cPGI2 sur la
conversion des adipocytes blancs en brites est dépendant des
voies faisant intervenir des variations des niveaux d’AMPc
[44].

Au final, I’ensemble de ces résultats obtenus in vitro,
démontre la multiplicité des effets induits par les différents
métabolites de I’ ARA et laisse a penser que la régulation des
enzymes de synthése des prostaglandines est cruciale pour
I’induction d’une voie donnée. Par exemple, il est intéressant
de remarquer que I’ARA inhibe spécifiquement I’expression
de PTGIS (I’enzyme responsable de la synthése de la pros-
tacycline) dans les adipocytes hMADS, favorisant ainsi la
synthese et la sécrétion de PGF2a et de PGE2 qui vont alors
activer leurs récepteurs FP, EP1 et EP3. Ensemble, ces acti-
vations associées a I’inhibition de la synthése de PGI2 vont
induire une voie de signalisation calcique et inhiber la voie
de signalisation impliquant I’AMPc. La résultante va alors
étre I’inhibition de la conversion des adipocytes blancs en
bruns.

Progéniteur mésenchymateux Péricyte
PDGFRaP*s Myf5nes PDGFRBPos
2|2
Préadipocyte blanc Préadipocyte brite

VAR AR

Conclusion

Au cours des quatre derniéres décennies, de profondes modi-
fications quantitatives et qualitatives des apports en lipides
alimentaires ont eu lieu, avec une augmentation des apports
en AGPI 06 et une diminution en AGPI @3. Le tissu adipeux
étant le tissu principal de stockage et de métabolisation des
acides gras, ces modifications ont donc entrainé une éléva-
tion importante du rapport ARA/(DHA+EPA) au niveau du
tissu adipeux, conduisant a son tour a une accumulation des
métabolites de I’ARA. Par conséquent, ce déséquilibre en
AGPI semble avoir entrainé :

® une induction de la formation des cellules adipeuses blan-
ches (U] stockage d’énergie) et

® une inhibition du recrutement des adipocytes brites ([
dépense d’énergie).

Quand elle est associée a une augmentation de la séden-
tarité et de la consommation de maticres grasses, cette ¢élé-
vation du rapport AGPI w6/w3 représente alors un nouveau
facteur de risque contribuant au surpoids et a I’obésité et aux
désordres métaboliques qui y sont associés.

Des études ciblant la réduction du rapport AGPI w6/®3
devraient permettre de rééquilibrer I’homéostasie énergé-
tique. En effet, une augmentation de I’apport en AGPI 3,
associée a une diminution en AGPI w6, pourrait contribuer a

Progéniteur myotomal
Myf5ros

Préadipocyte brun

Myoblaste

y

N - activation de PPARy
< - activation des voies >
PPARy 3 2
B-adrénergiques
)
@ Conversion
Adipocyte blanc Adipocyte brite Adipocyte brun scle squelettique

Fig. 1 Représentation schématique des différentes voies de différenciation des adipocytes blancs, brites et bruns. (

Pos  positive ; "€ :

négative ; PDGFR, platelet-derived growth factor ; Myf5, myogenic factor 5 ; PPARY, peroxisome proliferator-activated receptor v)
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Fig. 2 Voies de synthése des éicosanoides a partir de ’acide linoléique et effets sur leurs récepteurs. Les enzymes sont présentées en bleu
(COX, cyclooxygénase ; LOX, lipoxygénase, AKR1, acyl-keto reductase 1 ; PTGIS, prostacycline synthase ; PTGES, prostaglandine E2
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Les AGPIs de types w6 et w3 sont deux familles d’acides gras apportées par
I'alimentation et indispensables au bon fonctionnement de I'organisme. Par exemple, le LA
est le précurseur des AGPIs de type w6 dont I’ARA est le plus important. Cet AG doit son
importance a ses médiateurs lipidiques oxygénés, essentiellement les prostaglandines, qui

régulent plusieurs fonctions de I'organisme.

Les agences de sécurité alimentaire ont défini des apports journaliers pour ces AGPIs
avec un ratio AGPIs w6/w3 = 4, ce qui définit un équilibre entre ces deux types d’AGs.
Néanmoins, un déséquilibre dans I'apport de ces AGPIs est observé dans la consommation
alimentaire actuelle et semble étre associé a plusieurs maladies métaboliques. Plus
particulierement, un fort apport en LA w6, avec un faible apport en AGPIs w3 a été relié au
surpoids et a I'obésité, qui se définit par une augmentation de la masse du TAB de I'individu.

En outre, une corrélation entre cette augmentation du TAB et le taux d’ARA tissulaire
a été détectée. Une des perspectives pour traiter 'obésité est de convertir les adipocytes
blancs, spécialisés dans le stockage et la libération de I'énergie, en adipocytes brites

fonctionnels responsables de la dissipation de cette énergie sous forme de chaleur.

L’objectif principal du travail effectué durant les 3 années de mon doctorat consistait
a étudier I'effet de 'ARA et de ses métabolites sur la conversion des adipocytes blancs en
brites. Ce travail a permis de démontrer que I’ARA via ses métabolites, les prostaglandines
E2 et F2a, est capable d’inhiber cette conversion adipocytaire et donc certainement de
favoriser I'apparition du surpoids et de I'obésité. A I'inverse, mes travaux montraient que la
carbaprostacycline qui est un analogue stable de la prostacycline (PGI2), métabolite de
I’ARA, semble étre capable de lutter contre I'obésité en favorisant |'apparition des
adipocytes brites in vitro. Il est intéressant de noter que plusieurs analogues stables de PGI2
sont utilisés cliniqguement dans le traitement de I'hypertension artérielle pulmonaire. Il sera
donc trés intéressant, en plus de caractériser leur effet in vitro, d’étudier de maniere plus
précise les effets que pourraient avoir ces analogues sur la thermogenése et la perte de

poids chez les individus recevant ce type de traitement.
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Nos résultats concernant I'effet d’un équilibre entre les AGPIs w6 et w3 sur les
conséquences néfastes d’un fort ratio w6/w3 chez les souris non-obéses, nous a permis
d’assigner un role réparateur de cet équilibre au moins sur l'activité du TABr. Plusieurs
démarches expérimentales restent néanmoins a envisager, comme tester |'effet de cet

équilibre entre les différents types d’AGPIs dans un cadre oU les souris sont déja obéses.

ARA
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Figure 43. Schéma récapitulatif des effets des AGPIs w6 et w3 sur la conversion des adipocytes blancs
en brites.

En conclusion, mon travail de thése aura permis de mieux caractériser les effets
complexes de I’ARA et de ses métabolites oxygénés sur la conversion des adipocytes blancs
en brites. De plus, les résultats obtenus permettent de proposer de nouvelles pistes
pharmacologiques et nutritionnelles pour limiter la prise de poids chez ’'Homme en utilisant

les capacités thermogéniques des adipocytes brites.
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Article 1

The K+ channel TASK1 modulates B-adrenergic response in brown
adipose tissue through mineralocorticoid receptor pathway

FASEB Journal. 2016 Feb; 30(2):909-22.

Pisani DF, Beranger GE, Corinus A, Giroud M, Ghandour RA, Altirriba J,
Chambard JC, Mazure N, Bendahhou S, Duranton C, Michiels JF, Frontini A,
Rohner-Jean renaud F, Cinti S, Christian M, Barhanin J and Amri EZ.

ABSTRACT. Brown adipose tissue (BAT) is essential for adaptive thermogenesis and
dissipation of caloric excess through the activity of uncoupling protein (UCP)-1.BATin
humans is of great interest for the treatment of obesity and related diseases. In this study,
the expression of Twik related acid-sensitive K+ channel (TASK)-1 [a pH-sensitive potassium
channel encoded by the potassium channel, 2-pore domain, subfamily K, member 3 (Kcnk3)
gene] correlated highly with Ucpl expression in obese and cold exposed mice. In addition,
Task1-nullmice, compared with their controls, became overweight, mainly because of an
increase in white adipose tissue mass and BAT whitening. Task12/2-mouse—derived brown
adipocytes, compared with wild-type mouse—derived brown adipocytes, displayed an
impaired b3-adrenergic receptor response that was characterized by a decrease in oxygen
consumption, Ucpl expression, and lipolysis. This phenotype was thought to be caused by
an exacerbation of mineralocorticoid receptor (MR) signaling, given that it was mimicked by
corticoids and reversed by an MR inhibitor. We concluded that the K+ channel TASK1
controls the thermogenic activity in brown adipocytes through modulation of b-adrenergic

receptor signaling.
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Article 2

Visfatin expression analysis in association with recruitment and
activation of human and rodent brown and brite adipocytes

Adipocytes. 2015; ISSN: 2162-3945

Pisani DF, Dumortier O, Beranger GE, Casamento V, Ghandour RA, Giroud M,
Gautier N, Balaguer T, Chambard JC, Virtanen KA, Nuutila P, Niemi T, Taittonen
M, Van Obberghen E, Hinault C and Amri EZ.

ABSTRACT. Human brown adipocytes are able to burn fat and glucose and are now
considered as a potential strategy to treat obesity, type 2 diabetes and metabolic disorders.
Besides their thermogenic function, brown adipocytes are able to secrete adipokines. One of
these is visfatin, a nicotinamide phosphoribosyltransferase involved in nicotinamide
dinucleotide synthesis, which is known to participate in the synthesis of insulin by pancreatic
B cells. In a therapeutic context, it is of interest to establish whether a potential correlation
exists between brown adipocyte activation and/or brite adipocyte recruitment, and
adipokine expression. We analyzed visfatin expression, as a pre-requisite to its secretion, in
rodent and human biopsies and cell models of brown/brite adipocytes. We found that
visfatin was preferentially expressed in mature adipocytes and that this expression was
higher in brown adipose tissue of rodents compared to other fat depots. However, using
various rodent models we were unable to find any correlation between visfatin expression
and brown or brite adipocyte activation or recruitment. Interestingly, the situation is
different in humans where visfatin expression was found to be equivalent between white
and brown or brite adipocytes in vivo and in vitro. In conclusion, visfatin can be considered

only as a rodent brown adipocyte biomarker, independently of tissue activation.
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Article 3

Jak-TGFbeta crosstalk controls adipocyte progenitor commitment to
thermogenic differentiation

Soumis.

Rohollah Babaeikelishomi, Irina Meln, Rayane A. Ghandour, Irem Bayindir-
Buchhalter, Adrian T. Billeter, Julia Marx, Sarah Lerch, Damir Krunic, Jan Mauer,
Yun-Hee Lee, F. Thomas Wunderlich, Jens C. Bruning, Lars Fischer, Beat P.
Muller-Stich, Ez-Zoubir Amri, Stephan Herzig, Alexandros Vegiopoulos.

ABSTRACT. The signaling pathways controlling the de novo recruitment of metabolically
beneficial thermogenic adipocytes from progenitor cells are largely unknown. Recent partly
contradictory reports have implicated Janus kinases (Jak) or upstream cytokines in the
regulation of the thermogenic conversion of white fat and thermogenesis. However, the
underlying mechanisms and the function of Jak kinases in adipocyte progenitors have not
been addressed. Here we show that Jak signaling has opposing outcomes on thermogenic
gene expression in immature progenitors versus committed adipocytes, namely stimulatory
and inhibitory, respectively. Jak1/2 activity was required for the activation and thermogenic
commitment of mouse and human progenitors from white fat. Jak kinases inhibited
TGFbeta-Srf signaling at the Tgfbeta receptor level through Stat3 at the onset of
differentiation, thereby permitting the induction of thermogenic genes. Importantly, this
newly identified pathway crosstalk was acutely induced in adipose tissue following in vivo
beta3-adrenergic stimulation. Our results reveal a novel dual role of Jak kinases in
thermogenic differentiation and are relevant for proposed therapeutic strategies targeting

Jak activity for the enhancement of thermogenic capacity in metabolic diseases.
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Article 4

Morphologic and molecular mitochondrial adaptations during
human white to brite adipocyte conversion

Soumis.

Didier F Pisani, Valentin Barquissau, Jean-Claude Chambard, Diane Beuzelin,
Rayane A Ghandour, Maude Giroud, Aline Mairal, Sophie Pagnotta, Saverio
Cinti, Dominique Langin and Ez-Zoubir Amri.

ABSTRACT. Thermogenic adipocytes (i.e. brown or “brite” adipocytes when localized in the
white adipose tissue) are able to burn large amounts of lipids and carbohydrates due to their
higher mitochondrial activity and expression of the uncoupling protein 1. So far, only few
data are available on human brown/brite adipocyte mitochondria, the key organelles of the
thermogenic function. Herein, we characterized mitochondriogenesis and mitochondrial
activity in human brite adipocyte, using hMADS adipocytes treated with PPARa or PPARy
agonists as a cell model of white to brite adipocyte conversion. We found that human brite
adipocytes, compared to the white ones, displayed higher amount of mitochondria
associated to an increased mitochondrial metabolism and uncoupled respiration.
Interestingly, molecular modification was associated to morphologic change as brite
adipocytes displayed a sustained fission process driven by the protein DRP1. Moreover, we
demonstrated that this fission process not only enhanced UCP1 activity but was also an
indispensable mechanism allowing uncoupling function. In conclusion, our data
demonstrated that major mitochondrial changes occur during the conversion of human

white to thermogenic competent brite adipocytes.
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Article 5

Let-7i functions as repressor of human brite and brown adipocyte
function

Soumis.

Maude Giroud, Michael Karbiener, Didier F. Pisani, Rayane A. Ghandour,
Guillaume Beranger, Kirsi A. Virtanen, Dominique Langin, Marcel Scheideler and
Ez-Zoubir Amri.

ABSTRACT. Brown Adipose Tissue (BAT) has the capability of non-shivering thermogenesis in
response to cold or B3-adrenoreceptor stimulation which leads to energy dissipation. BAT
has long been thought to be absent or very scarce in human adults so that its contribution to
whole body energy expenditure was not considered as relevant. However, the recent
discovery of thermogenic BAT in human adults has opened the field for novel innovative
strategies to combat overweight/obesity and associated diseases such as type 2 diabetes.
Thus it is of great interest to identify regulatory factors that govern the brown adipogenic
program. Here, we carried out global microRNA (miRNA) expression profiling in human
adipocytes in order to identify regulated miRNAs upon the conversion from white to brite
adipocytes. Among miRNAs that were differentially expressed, we found miR-4284 up-
regulated and miR-199a-3p and let-7i-5p down regulated in brite adipocytes. A deep analysis
of let-7i-5p and miR-199a-3p levels showed an inverse expression to Ucpl in both murine
and human adipose tissues. Functional studies with let-7i-5p and miR-199a-3p mimics in
adipocytes derived from human multipotent adipose-derived stem (hMADS) cells revealed a
decrease in Ucpl expression and basal oxygen consumption. Moreover, let-7i-5p mimic
injection in murine BAT or scWAT inhibited B3-adrenergic activation of the browning
program. These results suggested that the miRNAs let-7i-5p and miR-199a-3p are involved in
the white to brite adipocyte conversion and in the modulation of brite/brown adipocyte

function.
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Article 6

miR-125b impairs brite adipocyte formation and function

Maude Giroud, Didier F. Pisani, Michael Karbiener, Valentin Barquisseau,
Rayane A. Ghandour, Daniel Tews, Pamela Fischer-Posovszky, Jean-Claude
Chambard, Uwe Knippschild, Tarja Niemi, Markku Taittonen, Pirjo Nuutila,
Martin Wabitsch, Stephan Herzig, Kirsi A. Virtanen, Dominique Langin, Marcel
Scheideler and Ez-Zoubir Amri.

Soumis.

ABSTRACT. In rodents and humans, besides brown adipose tissue (BAT), islands of
thermogenic adipocytes, termed “brite” (brown-in-white) adipocytes, emerge within white
adipose tissue (WAT) after cold exposure or B3-adrenoceptor stimulation. microRNAs are
novel modulators of adipose tissue development and function. Using human multipotent
adipose derived stem cells, we identified miR-125b-5p, which expression decreased upon
brite adipocyte formation. In humans and rodents, miR-125b-5p expression was lower in
BAT than in WAT. In vitro, overexpression and knockdown of miR-125b-5p, respectively,
decreased and increased mitochondrial biogenesis. miR-125b-5p levels were downregulated
in subcutaneous WAT and BAT upon B3-adrenergic receptor stimulation. In vivo, miR-125b-
5p mimic and LNA inhibitor injections in WAT, respectively, inhibited and increased B3-
adrenoceptor-mediated induction of UCP1 and mitochondrial brite adipocyte marker
expression and mitochondriogenesis. Collectively, our results demonstrate that miR-125b-5p
plays an important role in the repression of brite adipocyte function by modulating oxygen

consumption and mitochondrial gene expression.
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