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Partie 1 : la protéine p16INK4a 

 

1 Présentation de la protéine p16INK4a  

1.1 Le cycle cellulaire : 

Une cellule se reproduit par le biais d’une séquence ordonnée d’événements au cours desquels elle se duplique 

et se divise pour donner deux cellules filles identiques entre elles et à la cellule dont elles dérivent. Ce cycle de 

réplication et de division, appelé «cycle cellulaire», est le mécanisme essentiel qui permet à tous les êtres 

vivants de se reproduire.  

Pour produire deux cellules filles génétiquement identiques, l’ADN de chaque chromosome doit d’abord être 

fidèlement répliqué pendant la phase S (de synthèse), ensuite la ségrégation chromosomique et la division 

cellulaire se mettent en place au cours de la phase M (de mitose). Les phases S et M sont généralement 

séparées par des phases intermédiaires G1 et G2 (de Gap ou intervalle). La phase G1 est préparatrice de la 

phase S. Elle présente également un point de restriction, point de non retour à partir duquel le cycle est 

irréversiblement engagé et l’entrée en division ne dépend plus de la présence des facteurs mitogènes (1–3) 

(Figure 1).   

Les cellules eucaryotes ont développé un réseau complexe de protéines régulatrices qui forme le système de 

contrôle du cycle cellulaire et gouverne l’avancée dans le cycle. Au cœur de ce système se trouve une famille 

de protéines-kinases, les kinases dépendantes des cyclines- (CDKs pour Cyclin-Dependent Kinases). Les CDKs 

sont actives uniquement sous forme d’un complexe entre une sous unité catalytique CDK et une sous unité 

régulatrice cycline dont l’expression (synthèse et dégradation) est régulée au cours de la progression dans le 

cycle (Figure1). On dénombre chez l’homme plus de 13 CDKs et 25 cyclines cependant toutes les possibilités de 

formation du complexe cycline /CDK ne sont pas encore connues. 

                                                      

                       Figure 1: Contrôle du cycle cellulaire par les complexes Cyclines/CDKs (tiré de Meijer.L 2003 (3)) 

Le rôle principal des complexes cyclines D/CDK4 ou CDK6 et cycline E/CDK2 formés au cours de la phase G1 est 

d’inactiver par phosphorylation la protéine du rétinoblastome (pRb). En effet, sous sa forme hypophosphorylée 

(forme active de la molécule), pRb exerce une action antiproliférative en se liant aux facteurs de transcription 



13 

 

de la famille E2F (4). pRb empêche ainsi la transcription de plusieurs gènes requis pour la progression dans le 

cycle cellulaire (exemple des gènes codant pour la thymidine kinase TK ou pour les cyclines A et E) ou encore 

des gènes impliqués dans la réplication de l’ADN tels que l’ADN polymérase α ou PCNA (Figure 2 et 3). 

                                                

Figure 2 : Régulation de l’activité transcriptionnelle d’E2F1 via la phosphorylation de pRb. 

Les protéines E2F sont des hétérodimères composés d’une molécule E2F (E2F1 à E2F6) et d’une des protéines 

de la famille DP (DP1 ou DP2). La formation de cet hétérodimère est importante pour la liaison à l’ADN et la 

transactivation des gènes (4,5) (Figure 2). L’interaction entre E2F et pRb se fait au niveau de la «poche A/B», 

c’est la région de pRb dans laquelle est localisée la plupart des mutations observées dans les tumeurs et 

constitue le domaine avec lequel interagissent certaines protéines transformantes comme l’antigène T de SV40 

ou la protéine E1A de l’adénovirus. L’antigène T se lie et inactive tous les membres de la famille pRb en 

maintenant un état d’hypo-phosphorylation et en réduisant la demi-vie de ces protéines (6).  

Certaines CDK sont impliquées dans des fonctions autres que la régulation du cycle cellulaire. Par exemple la 

CDK5 (7,8) et CDK11 (9) ont des fonctions neuronales (CDK5 joue un rôle dans l’activité synaptique et CDK11 

dans l’appoptose des neurones) ; CDK7(10), CDK8 (11) et CDK9 jouent un rôle dans la transcription. Quant à la 

CDK4, elle est plus géneralement associée à des effets métaboliques puisqu’elle intervient dans la 

différenciation adipocytaire (12), la régénération des cellules beta pancréatiques (13) et contrôle la sécrétion 

d’insuline via la voie pRb-E2F1 (14). 

Il existe quatre niveaux de régulations qui contribuent à l’activité transitoire des CDKs : 

1) Un assemblage transitoire des complexes cyclines/CDK, avec une durée de vie des cyclines généralement 

courte. (Succession rapide de synthèse, d’interaction avec une CDK et de dégradation ubiquitine 

dependante). 

2) Des modifications post-traductionnelles de type phosphorylation/déphosphorylation.  

La liaison d’une cycline ne suffit pas à activer une CDK, elle permet cependant de rendre la CDK accessible à 

l’action du complexe CAK (pour CDK Activating Kinase) qui phosphoryle un résidu thréonine au niveau de la 

boucle T (partie conservée de la kinase qui cache la fente catalytique et empêche la liaison du substrat). 

Inversement, les CDK sont inactivées par phosphorylation du site ATP dans leur portion amino-terminale 

(tyrosine 15 et thréonine 14) par les kinases Wee1 et Myt1. Cette inhibition est levée par l’action des  

phosphatases de la famille Cdc25 (1,2). 

3)  Des changements transitoires de localisation intracellulaire.  
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Certaines  cyclines sont  exclues du noyau lorsque leur activité n’est pas nécessaire (ex : cycline B). 

4) Des associations transitoires avec des inhibiteurs protéiques : 

Deux grandes familles d’inhibiteurs des complexes cyclines/CDK ont été décrites : 

o La famille des inhibiteurs KIP/CIP (pour CDK Inhibiting Protein) constituée des protéines: 

p21WAF1/CIP1 (p21), p27 KIP1/ICKPIC2 (p27) et p57KIP2. Ces protéines partagent la propriété de réprimer 

l’activité de la plupart des complexes cyclines/CDKs. 

o La famille des inhibiteurs INK4 (pour INhibitor of CDK4) composée des protéines: 

p16
INK4a

/MTS1/CDKN2A/CDK4I (p16), p15
INK4b

/MTS2/CDKN2B, p18
INK4c

/INK6A et p19
INK4d

/INK6B qui inhibent 

spécifiquement les CDK4 et CDK6 en empêchant leur liaison à la cycline D entraînant ainsi l’arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1. Chacune de ces protéines est codée par un gène unique et constituent ainsi les 

principaux régulateurs de la phosphorylation de pRb (Figure 3). 

 

                                 

                   Figure 3 : Régulation moléculaire du cycle cellulaire (adapté d’Aguilar, Fajas 2010). 

 

En plus de leur rôle bien établit dans le contrôle du cycle cellulaire, plusieurs études d’associations de gènes sur 

génome entier ont pu identifier des variants génétiques situés sur le chromosome 9p21 associés à des maladies 

cardiovasculaires telles que l’athérosclérose, ou encore des maladies métaboliques telles que le diabète de 

type 2. Ces variants ou SNP (single-nucleotide polymorphism) sont localisés proches des gènes codant pour 

certains membres de la famille des inhibiteurs INK4 dont  p16INK4a . 

 Nous avons donc focalisé nos recherches sur la protéine p16
INK4a

 dans différents contextes métaboliques et son 

implication dans les voies métaboliques liées au diabète de type 2. 

INK4

CIP/KIP

CIP/KIP

CIP/KIP

INK4
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INK4

CIP/KIP

CIP/KIPCIP/KIP
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1.2 Le locus CDKN2A : INK4a/ARF  «un gène deux protéines»: 

Chez l’homme, la région 9p21 du chromosome 9 comporte deux gènes codant pour deux membres de la 

famille des inhibiteurs INK4 (p16INK4a et p15INK4b). Les deux gènes sont distants de 30kb et présentent une 

homologie de séquence très importante suggérant une duplication ancestrale. 

Le gène codant pour p16INK4a (appelé locus INK4a/ARF) est remarquable par son organisation génomique, 

puisqu’un exon est partagé par deux gènes qui codent pour des protéines fonctionnellement différentes 

(Figure 4).  

En effet, le locus INK4a/ARF a une structure unique: un premier transcrit (correspondant à p16
INK4a

) est généré 

à partir d’un exon 1α et des exons 2 et 3 (15,16). Un deuxième transcrit, codant la protéine p19
ARF

  chez la 

souris et p14
ARF

 chez l’homme, est également généré à partir des exons 2 et 3 mais aussi par l’exon 1 situé 13kb 

en amont de l’exon 1α et dénommé 1β.  

La protéine appelée p19
ARF 

/p14
ARF

 (ARF pour Alternative open Reading Frame) est traduite par un autre cadre 

de lecture (16). Il n’y a cependant aucune homologie de structure entre les protéines ARF (p19ARF /p14ARF) et les 

protéines de la famille INK4. La protéine ARF a en revanche la propriété de bloquer les cellules en phase G1 et 

G2, en activant indirectement la voie p53.  

 

 
 

Figure 4 : Le locus INK4a/ARF : structure et expression (tiré d’ Ayrault. O et al 2006) 
Le locus Ink4a/Arf sur la bande chromosomique 9p21 chez l’homme contient deux exons alternatifs, les exons 1α et 1β distants d’environ 
15 kilobases. À partir du promoteur α(Pα), les exons 1α, 2 et 3 donnent naissance au transcrit α puis à la protéine p16Ink4a. Le transcrit β 
est obtenu à partir du promoteur β (Pβ) par un épissage alternatif entre les exons 1β, 2 et 3 et un décalage du cadre de lecture dans l’exon 
2. Il donne naissance à la protéine p14ARF chez l’homme, p19arf chez la souris. Les résidus les plus conservés entre les espèces sont 
représentés en rose. ARF-Hs : Homo sapiens p14ARF ; ARF-Mm : Mus musculus p19ARF. 
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1.3 La protéine p16INK4a: 

1.3.1 Structure  

La protéine p16INK4a est un polypeptide de 16kDa qui comprend 168 acides aminés chez la souris et 156 chez 

l’homme. L’alignement des séquences montre une grande homologie entre les membres de la famille INK4 

(p15, p18 et p19) (Figure 5) mais également un pourcentage élevé de conservation entre les espèces, la 

protéine murine présente 90% d’identité avec la forme humaine.   

                        

Figure 5: Homologie de séquences peptidiques de p16INK4a entre différentes espèces (tiré de Sharpless) (17). L’alignement 

des séquences par clustalw met en évidence le grand pourcentage d’homologie. AD «ankyrin domaine».          
 

L’analyse par résonance magnétique nucléaire (RMN) de sa structure montre que la protéine p16INK4a est 

exclusivement composée d’une succession de quatre motifs ankyrines, ces motifs sont essentiellement 

impliqués dans les interactions protéine-protéine et présentent une structure hélice-tour-hélice (figure 6).

                              

 
 
 
 
 
 
Figure 6: Structure tertiaire et domaines de liaison 
de la protéine p16INK4a (adapté de Ming-Daw 2011) 
(18).  Structure RMN de la protéine p16

INK4a
 en solution 

(Protein Data Bank entrée 2A5E). 

L’étude de la structure cristallographique des complexes p16INK4a - (CDK4/CDK6) a permis d’identifier les motifs 

ankyrines 2 et 3 comme responsable de sa liaison aux CDKs. Il a également été mis en évidence que des résidus du 

1er et 4eme motif ankyrine étaient impliqués dans des interactions avec des protéines non CDK et étaient le lieu de 

certaines modifications post-traductionnelles de p16
INK4a

. 

Liaison avec JNK 
et TFIIH

Liaison avec 
CDK6/4

Liaison avec 
GRIM-19

Liaison avec JNK 
et TFIIH

Liaison avec 
CDK6/4

Liaison avec 
GRIM-19
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1.3.2 Partenaires d’interaction : 

Parmi les partenaires d’interaction non CDK, il a été montré que p16 INK4a endogène interagit avec GRIM-19 (Gene 

associated with Retinoid-IFN-induced Mortality 19), un gène pro-apoptotique récemment décrit comme ayant des 

propriétés de suppresseur de tumeurs. Il a été montré que p16INK4a et GRIM-19 agissaient en synergie pour inhiber 

la progression du cycle cellulaire en inhibant l’activation de E2F1 (19). 

De même, il a également été mis en évidence, dans une lignée de cellules humaines issues d’un mélanome (SK-

MEL-28), que p16INK4a interagissait avec les kinases JNK1 et JNK3 (c-Jun N terminal kinases). L’interaction de p16INK4a 

avec les kinases JNK inhibe la phosphorylation de c-Jun et par conséquent inhibe l’activité transcriptionelle du 

facteur de transcription AP-1 (Activator Protein-1) : par ce mécanisme p16 INK4a empêche la transformation maligne 

des keratinocytes (20). 

NF-κB (Nuclear Factor-kappa B) est un facteur de transcription impliqué dans la réponse immunitaire et la réponse 

au stress cellulaire; son activation par la libération de sa protéine inhibitrice (IκBα) déclenche la transcription de 

gènes cibles. NF-κB peut être sous forme homo ou hétérodimérique. L’hétérodimère p50/p65 constitue la forme 

classique la plus étudiée. Il a été montré que le traitement de cellules HeLa par du TNFα induit la dissociation 

d’IκBα et permet l’interaction de p16INK4a avec la protéine p65 du complexe NF-κB (21). Ainsi l’interaction  avec 

p16INK4a  inhibe l’activité trans-activatrice  de NF-κB et réduit la transcription de ces gènes cibles. 

L'ARN polymérase (ARN Pol II) est l'unité catalytique de la synthèse des ARN, elle est composée de 12 sous-unités 

nommées RPB. La plus grosse sous-unité de l'ARN Pol II eucaryote, RPB1, possède un domaine  à son extrémité C-

terminale (CTD, pour Carboxy-Terminal Domain). La séquence du CTD comporte 5 cites potentiels de 

phosphorylation qui sont la cible de CDK7 (associée au facteur général de transcription TFIIH), CDK8 (faisant partie 

du complexe médiateur), CDK9 (associée au facteur d'élongation P-TEFb) et une kinase de la famille des MAP 

kinases (22). De part sa liaison au complexe TFIIH-CDK7, p16 INK4a inhibe la phosphorylation du CTD et module ainsi 

l'activité de l'ARN Pol II (23,24).  

De plus, il est maintenant admis que le couplage entre transcription et maturation des ARN fait intervenir des 

interactions physiques entre le CTD et les enzymes responsables de l'addition de la coiffe (22), du clivage et de la 

polyadénylation (25). Le CTD sert en plus de plateforme à la machinerie d'épissage, appelée «spliceosome» (26). Le 

CTD régule donc l’activité de ces enzymes et l’état de phosphorylation de ce dernier est l'élément limitant. 

L’ensemble de ces données montrent que p16
INK4a

 peut réguler de façon indirecte la transcription et la maturation 

de certains gènes en fonction du type cellulaire et du moment où elle s’exprime. 

 

 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9ponse_immunitaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_%28biologie%29
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Une approche protéomique dans une lignée humaine de cellules lymphoblastiques (MOLT-4) a également permis 

d’identifier 31 partenaires d’interaction (Figure 7).  

Parmi les protéines mises en évidence, environ 10% sont des protéines de transduction du signal ce qui suggère 

l’implication de p16 INK4a dans différentes voies de signalisation. De plus, un certain nombre de protéines associées 

au métabolisme lipidique (ATP citrate lyase), protéique (EF-2, méthionine synthase) et glucidique (GAPDH) ont 

également été mises en évidence comme interagissant directement avec p16
INK4a

 (27). 

 

                         

Figure 7: Protéines identifiées par spectrométrie de masse comme interagissant avec p16INK4a dans les cellules MOLT- 4 (tiré 
de Jaumot 2007). Les protéines identifiées ont été regroupées en huit principaux clusters fonctionnels basés sur leurs fonctions particulières. 

L’ensemble de ces données suggèrent que p16INK4a pourrait être impliquée dans la régulation de différentes voies 

métaboliques en fonction du type cellulaire ou elle s’exprime. 

 

2 Autres produits du locus INK4a: 

2.1 p16γ:   

En plus de p16INK4a et de p14ARF (p16β), un autre transcrit dénommé p16 gamma (p16γ) est produit par le locus 

INK4a (Figure 8). Cet isoforme, identifié dans une lignée humaine de leucémie lymphoblastique génère un 

polypeptide de 18kDa capable d’interagir avec la CDK4. À l’inverse de p16
INK4a

, l’expression de p16γ n’est pas 

détectée dans des tissus sains (28). 

2.2 p12 : 

Un variant d’épissage alternatif de p16 INK4a, a été mis en évidence dans des biopsies de pancréas humains. Le gène 

p12 partage avec p16INK4a le même promoteur, la séquence 5’UTR, le codon ATG-Start et l’exon1α, il utilise en plus 

un site donneur d’épissage pour rallier les exons 2 et 3 (Figure 8). Cette séquence supplémentaire introduit un 

codon stop qui donne lieu à une protéine plus petite.  
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P12 génère une protéine de 12kDa contenant 1 domaine ankyrine; ce motif ne permet pas à p12 d’interagir avec 

les CDK4/6. P12 est cependant capable d’inhiber faiblement la prolifération cellulaire mais apparemment de 

manière  indépendante de pRb (29). 

                                            

Figure 8: représentation schématique de la structure et des produits du locus INK4a/ARF.  
 Les rectangles représentent l’ADN et l’ARNm, les cylindres représentent les protéines.   

 
 
 
 

3 Régulation de l’expression du locus INK4a/p16INK4a : 

Contrairement aux autres membres de la famille des inhibiteurs INK4, l’expression de p16INK4a n’est pas détectée au 

cours du développent embryonnaire chez la souris mais plutôt vers l’âge de 15 mois (30). Cependant de faible taux 

de transcrit ont été mesuré par RT-PCR dans des tissus sains humains et murins (31–33). En effet, comme nous 

allons le voir dans ce chapitre, le taux d’expression de p16INK4a peut être augmenté lors d’activation de certaines 

voies oncogéniques, au cours de la sénescence réplicative ou dans certain cas d’inhibition fonctionnelle de pRb.   

Le taux d’expression de p16INK4a ne semble pas varié au cours du cycle cellulaire (31) et les signaux régulant son 

expression sont encore peu connus. Des études in vitro montrent que la demie vie du transcrit de p16INK4a  est assez 

longue allant de 8 à 18h suivant l’origine murine ou humaine des cellules (généralement des fibroblastes) (34). La 

grande stabilité du transcrit laisse ainsi penser que p16INK4a pourrait exercer des fonctions biologiques autres que le 

contrôle d’événements à court terme que constitue la transition G1/S du cycle cellulaire. 
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3.1 Régulation épigénetique: 

3.1.1 Méthylation des ilots CpG 

Le promoteur de l’exon 1 du gène INK4a présente un ilot CpG dont la méthylation sur les résidus cytosines inhibe la 

transcription du gène (figure 9). Cette méthylation du gène INK4a est retrouvée dans de très nombreuses tumeurs 

(35–37) et constitue une cible potentielle pour les traitements modulateurs de la méthylation.   

Les méthyltransférases de l’ADN (DNMT) sont importantes aussi  bien pour la méthylation post-réplicative de l’ADN 

contenant des ilots CpG hémiméthylés (DNMT1) que pour la méthylation de novo (DNMT3A/3B); de ce fait la 

transcription de p16
INK4a

 peut être réactivée dans différentes lignées tumorales humaines en inhibant les DNMT par 

le 5-aza-2’desoxycytidine (5-aza-CdR)(38) ou en inhibant spécifiquement l’enzyme DNMT1 par des oligonucléotides 

antisens ou des siRNA (39). 

                              

Figure 9 : Promoteur de l’INK4a (tiré de F french 2006) (40). L’extrémité 5’ de l’INK4a présente un ilot CpG  incluant l’exon 1 et 139pb 
en amont de celui-ci. +1 indique le premier nucléotide de traduction. 

Ainsi, en plus de la présence d’un ilot CpG, l’analyse de la région 5’ du gène INK4a montre la présence de différents 

sites consensus pour la fixation de facteurs régulant la transcription tels que SP1, l’hélicase A de l’ARN (ou RHA 

pour «RNA helicase A»),  les protéines Ets ainsi que les boites E (voir partie 3.2).   

Les séquences consensus des boites E permettent la fixation de divers facteurs de transcription hélice-tour-hélice 

basique (ou bHLH pour basic helix-loop-helix) incluant Myc et les facteurs E (Figure 9).   

3.1.2  Rôle des Protéines MBD2/4 : 

Différentes protéines (MBD1/2/3/4, MeCP1) peuvent s’associer par leur domaine MBD (methyl-CpG binding 

domain) aux ilots CpG méthylés. En absence d’acétylation des histones H3 et H4, MBD2 et MBD4 s’associent au 

promoteur méthylé du gène INK4a et recrutent des corépresseurs et des désacétylases d’histone (HDAC pour 

histone desacetylase) entrainant ainsi une diminution de la transcription du gène (41). 

 Cependant un traitement combiné de cellules tumorales humaines par la trichostatine A (TSA), un inhibiteur 

d’HDAC qui favorise l’acétylation des histones H3 et H4 et la 5-Asa-CdR, induit une forte augmentation du taux  

d’expression d’INK4a. Ainsi il semble évident que les modulations de la méthylation de l’ADN et l’acétylation des 

histones coopèrent  pour réguler l’expression du gène INK4a. 
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3.1.3 Protéines Polycomb: 

 Les complexes du groupe Polycomb (PcG) sont des répresseurs transcriptionnels capables de maintenir un état 

inactivé de la chromatine au niveau de leurs gènes cibles via des modifications post-traductionnelles des histones. 

Initialement découvert chez la drosophile, des homologues humains ont été décrits; les protéines PcG forment 

deux complexes multi-protéiques PRC1 et PRC2 (pour Polycomb Repressive Complex) (Figure 10). 

Actuellement, deux fonctions principales sont attribuées aux modifications post-traductionnelles des histones; 

d’une part l’acétylation des lysines neutralise la charge positive des histones et permet ainsi de déstabiliser la 

liaison histone-ADN et/ou l’interaction entre différentes histones de nucléosomes adjacents. D’autre part, ces 

modifications peuvent générer des sites de liaisons ou moduler l’affinité de protéines nucléaires pour la 

chromatine. 

                                                               

Figure 10: Composition et fonction des principaux complexes polycomb (tiré de Sang-Woon et al 2010)(42).  

Composants de base des complexes PRC1 et PRC2 chez les mammifères. La diversité des complexes polycomb se traduit par la présence de 
différentes protéines homologues en fonction du type cellulaire.  

 

Chez l’homme, le complexe PRC2 est constitué  des  protéines EED (embryonic ectoderm development), Su(z)12 

(Suppresor of Zeste 12) et EZH (Enhancer of Zeste), une lysine méthyltransférase qui permet la triméthylation de 

l’histone H3 sur la lysine 27 (H3K27me3) (43).  

Ce motif épigénétique est ensuite reconnu par le chromobox-domaine (CD) présent au niveau de la protéine Pc 

(Polycomb) également nommé CBX (chromobox) une des protéines du complexe PRC1. Cette interaction aboutit à 

la monoubiquitination de la lysine 119 de l’histone H2A (H2AK119ub1) par l’E3 ligase «RING1» (Figure 10).  

Le complexe PRC1 comporte Pc PH (Polyhomeotic), PSC (Posterior sex combs), RING et SCML (Sex combs on midleg 

proteins) cependant en fonction du type cellulaire etudié, différentes isoforme ont été identifiées (44).  

Bien que les mécanismes moléculaires permettant l’arrêt de la transcription ne soient pas complètement élucidés, 

il est toutefois admis qu’ils nécessitent la collaboration des complexes PRC1 et PRC2. 
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Figure 11: Modèle de la répression du locus INK4b/ARF/INK4a médiée par l’ARN non codant ANRIL (45). 

Il a récemment été mis en évidence l’intervention dans la modulation du locus, le long ARN non codant ANRIL 

responsable du recrutement des complexes PRCs au niveau du locus INK4. Le transcrit naissant d’ANRIL se lie à 

SUZ12 une sous-unité de PRC2 et a CBX7 une sous-unité de PRC1 (Figure 11).   

ANRIL permet ainsi le recrutement des protéines du groupe polycomb aux alentours du locus INK4 et induit ainsi la 

répression des gènes de ce locus (45,46).  Cependant, la présence de différents transcrit d’ANRIL suggère une 

modulation différente des produits du locus INK4. 

Il a récemment été mis en évidence que la présence de séquences Alu de type SINE (Short Interspersed Element) 

sur l’ARN ANRIL mais également sur le promoteur de ces gènes cibles était un élément déterminant dans le 

contrôle de l’expression du locus INK4  par cet ARN non codant (47). 

3.1.4 ANRIL :  

ANRIL (pour Antisense Noncoding RNA in the INK4 Locus) est un grand ARN non codant situé dans le locus INK4. Le 

gène ANRIL est constitué de 19 exons répartis sur 126kb, il est transcrit en ARNm dans le sens opposé à celui des 

trois autres gènes du cluster. ANRIL chevauche les deux exons de p15INK4d/CDKN2B au niveau de son intron 1. La 

proximité des sites d’initiation de la transcription d’ANRIL et d’ARF (p14/p19) ainsi que la corrélation positive de 

leur taux d’expression dans des tissus humains sains et tumoraux suggéraient une régulation transcriptionnelle 

coordonnée de ces deux gènes (Figure 12). 

          

Figure 12: organisation génomique du cluster p15/CDKN2B-P16/CDKN2A-P14/ARF-ANRIL au niveau du  chromosome 9p21. 

 

 

 

 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/SINE
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3.1.5 Protéine Bmi1: 

Bmi1 (pour B lymphoma Mo-MLV insertion region 1 homolog) est un répresseur transcriptionnel appartenant au 

complexe PRC1 et orthologue de la protéine PSC. Les fibroblastes embryonnaires de souris (MEFs) invalidés pour 

Bmi1 (Bmi1 
-/-

) présentent un phénotype de sénescence prématurée, avec augmentation de l’ARNm de p16
INK4a

 et 

de p19ARF par rapport aux MEFs sauvage (Bmi1 +/+) (48). 

L’expression induite de Bmi1 dans les MEFs Bmi1 -/- corrige ce phénomène. Une diminution de l’expression de Bmi1 

est observée au cours de la sénescence réplicative des fibroblastes humains, cela coïncide également avec la 

disparition d’Ezh2 et Suz12 mais surtout du motif H3K27me3 sur le locus INK4A/ARF.  

3.1.6 Le complexe SWI/SNF: 

Le complexe SWI/SNF qui appartient à la famille des facteurs de remodelage chromatinien dépendants de l’ATP, 

rend le génome plus accessible aux protéines associées à l’ADN en affaiblissant le contact entre les nucléosomes et 

l’ADN. Les membres du complexe SWI/SNF appartiennent au groupe trithorax qui contrebalance l’action inhibitrice 

des protéines Polycomb (PcG) (49).  

Chez la levure, SWI/SNF modifie la structure du nucléosome en hydrolysant l’ATP grâce à sa sous-unité SWI2/SNF2-

ATPase. Le complexe SWI/SNF humain (hSWI/SNF) contient quand à lui la protéine BRG1 homologue de 

SWI2/SNF2. Le gène SNF5 humain (hSNF5) muté dans les tumeurs malignes rhabdoïdes (MRT) code pour une sous-

unité du complexe hSWI/SNF qui stimule in vitro l’activité de  BRG1. Surexprimé de façon expérimentale dans les 

MRT, le facteur hSNF5 s’associe au promoteur d’INK4a et y recrute BRG1, entrainant alors une activation de la 

transcription du gene INK4a (50). 

3.2 Régulation transcriptionelle: 

3.2.1 Facteurs activateurs de la transcription : 

3.2.1.1 Protéines Ets1 et Ets2: 

Les protéines Ets1 et Ets2 sont des facteurs de transcription qui activent le promoteur du gène INK4a en réponse à 

l’activation de la voie des oncogènes Ras (51)/Raf (52) /MEK (53). En effet, la surexpression des facteurs Ets1 et 

Ets2 induit une sénescence prématurée des fibroblastes humains en augmentant le taux d’expression de p16
INK4a

.  

3.2.1.2 Protéine bHLH  E47: 

Les protéines (bHLH) sont des facteurs de transcription ayant une structure hélice-boucle-hélice basique possédant 

un domaine de dimérisation protéique ainsi qu’un domaine de liaison à l’ADN. Ces protéines forment des dimères 

qui se lient à des séquences ADN spécifique dites boite E. Le promoteur du gène INK4a présente deux boites E et la 

surexpression de la protéine E47, bHLH de classe A dans certaines lignées tumorales humaines inhibe la 

prolifération de ces cellules en activant l’expression de p16
INK4a

. A l’inverse, l’inhibition de l’expression de la 

protéine E47 par siRNA dans de jeunes fibroblastes diploïdes humains induit une diminution significative de 

l’expression de p16
INK4a

 et  retarde leur sénescence réplicative (54). 
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3.2.1.3 Site SP (specificity protein 1): 

La région riche en GC situé dans le promoteur de p16INK4a contient 5 boites GC qui constitue les sites consensus de 

fixation des facteurs de transcription Sp  (Sp1, Sp3 et Sp4). Il a été montré que l'activateur transcriptionnel Sp1 

recrute au niveau du promoteur du gene INK4a la machinerie de transcription (55) et  la machinerie de remodelage 

chromatinien. Sp1 induit ainsi l’expression de p16INK4a dans des fibroblastes humains en présence des coactivators 

de transcription tels que CBP et P300 (56). 

3.2.1.4 Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes ou PPARs:  

Le promoteur du gène INK4a contient des éléments de réponses PPRE (pour Peroxisome Proliferator Response 

Element).  Notre laboratoire à montré que dans les cellules musculaires lisses, l’activation de PPARα induit 

l’expression de p16INK4a et inhibe la prolifération de ces cellules (57). 

D’autre part, PPARγ est également capable de moduler l’expression de p16
INK4a

 cependant les résultats obtenus 

divergent. En effet, l’activation de PPARγ dans des fibroblastes diploïdes humains accélère leur sénescence en 

induisant l’expression de p16
INK4a

 (58), à l’inverse le traitement d’adipocytes avec de la pioglitazone, un agoniste de 

PPARγ induit la prolifération de ces cellules en réduisant l’expression de p16INK4a (59). 

3.2.1.5 pRb-E2F :  

Une boucle de régulation positive existe entre le statut de pRb et l’expression de p16
INK4a

. Ainsi, différentes lignées 

cellulaires tumorales humaines (5637, C33-A, MDA-MB468), qui ne possèdent pas de pRb fonctionnelle, présentent 

des taux élevés d’expression génique et protéique de p16INK4a. Cette corrélation inverse laisse penser que 

l’expression de p16INK4a pourrait être régulée par des facteurs de transcription de la famille E2F, étant donné que 

l’inactivation de pRb par phosphorylation permet l’induction des gènes cibles d’E2F. Cependant, il n’y a aucune 

preuve à ce jour de ce mécanisme (60).  

3.2.2 Facteurs inhibiteurs de la transcription  

3.2.2.1  Protéines  HLH 1d: 

 A l’inverse des protéines bHLH, les protéines HLH 1d (1d-1, 2, 3, 4) ne possèdent pas de domaine de liaison à 

l’ADN ; cependant plusieurs observations indiquent un rôle potentiel inhibiteur de Id-1 sur le taux d’expression de 

p16INK4a. Les données obtenues jusqu'à présent suggèrent que la protéine Id-1 inhibe la transcription du gène 

INK4a en empêchant E47 et Ets2 de se lier à leurs sites consensus au niveau du promoteur du gène  (53). 

3.2.2.2 Les éléments ITSE: 

Le promoteur de p16
INK4a 

contient des éléments ITSE (INK4a Transcription Silence Element) allant de - 491 à -485 

(61). Ces éléments ont un effet répresseur sur l’expression de p16
INK4a

 puisque leur délétion dans des fibroblastes 

diploïdes humains augment l’activité du promoteur de p16INK4a.  De manière intéressante, les éléments ITSE 

contiennent un site de liaison des protéines MYB-B (Myb-related protein B), facteurs de transcription impliqués 

dans la régulation de la prolifération, différenciation et la survie cellulaire (62).    
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En résumé: 

La régulation transcriptionnelle de l’expression de p16INK4a constitue un pivot essentiel lors du vieillissement 

cellulaire et de la réponse à un stress, en particulier oncogénique. Cette régulation, complexe, implique des 

facteurs activateurs (protéines Ets1 et -2, protéine E47), dont la liaison sur le promoteur du gène INK4a peut être 

inhibée par les protéines Id-1 ou -4. L’inhibition transcriptionnelle  de p16INK4a repose également sur le répresseur  

transcriptionnel Bmi1, ainsi que sur une régulation épigénétique complexe, dont  le  mécanisme  est  seulement  

partiellement connu.  

Le promoteur de l’INK4a peut être méthylé participant ainsi à l’extinction du gène. À l’inverse, l’hélicase A de 

l’ARN, et le remodelage chromatinien faisant intervenir le complexe SWI/SNF, antagoniste de Bmi1, permet de 

protéger le gène INK4a de cette méthylation et induit ainsi son expression. 

 

L’analyse de la complexité des différents mécanismes de régulation du gene INK4a apportera une meilleure 

compréhension des modulations épigénétiques de son expression et permettra de développer de nouvelles 

stratégies thérapeutiques anticancéreuses. Ci-dessous un résumé des principaux régulateurs transcriptionnel du 

locus INK4a/ARF et particulièrement ceux impliqués dans le contrôle de l’activité du promoteur de p16INK4a  (Figure 

13).   

 

              

Figure 13 : structure du promoteur de p16 et principaux régulateurs transcriptionels (tiré de Tsai 2011) (18). Les flèches 
indiquent le sens de la transcription. Les signes + (activateur) et – (inhibiteur) de la transcription de p16

INK4a
.  RD: regulatory sequence of the 

INK4b/ARF/INK4a locus, ITSE: the INK4a transcription silencing element, PPRE: Peroxisome proliferator response element, HBP-1: HMG box-
containing protein-1. CDC6 : cell division cycle 6 est une protéine qui se lie à l’origine de réplication de l’ADN et qui contrôle le taux de 
réplication de l’ADN au cours d’un cycle de division. 
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3.3 Régulation post-transcriptionnelle  

La stabilité des ARNm portant des séquences riches en adénine et uracile (AU-rich) au niveau des régions 3’ UTR 

est régulée par les protéines RBP (RNA Binding Proteins). Certaines RBP telles que HuR peuvent stabiliser et 

augmenter la demi-vie des ARNm, tandis que d’autres RBP telles que AUF1 induisent leur dégradation. Il a 

cependant été montré pour p16INK4a, que HuR et AUF1 agissaient en synergie pour induire la dégradation de son 

ARNm (63). 

Les microARN (ou miRNA) sont des régulateurs post-transcriptionnels capables d’inhiber l’expression de gènes. Ce 

sont de courts ARNs simple brin ayant entre 21-24 nucléotides. Leur appariement à une séquence complémentaire 

de l’ARNm du gène cible conduit à la répression de la traduction ou à la dégradation de cet ARNm. Identifié par 

analyse bioinformatique dans des fibroblastes diploïdes humains, le miR-24 inhibe l’expression de la protéine 

p16INK4a en réprimant les phases d’initiation et d’élongation de la transcription de la protéine (64). 

3.4 Régulation post-traductionnelle :  

La protéine p16INK4a possède à la fois une instabilité thermodynamique et cinétique. Ces caractéristiques sont 

essentielles à la fonction de régulation des protéines INK4 et reflètent de l’importance des modifications post 

traductionnelles sur sa séquence. 

3.4.1 Phosphorylation : 

Au cours de la sénescence de cellules épithéliales prostatiques humaines, en plus de l’augmentation du taux 

d’expression de p16INK4a, un état de phosphorylation de la protéine a été mis en évidence (65). La protéine p16INK4a 

phosphorylée montre une plus forte affinité de liaison à la protéine CDK4 et contribue de ce fait à l’arrêt en phase 

G1 de ces cellules. Les kinases impliquées dans la phosphorylation de p16 INK4a dans ce modèle restent cependant à  

déterminer. 

A l’inverse, la phosphorylation de p16INK4a sur le résidu Ser 8 par la kinase IKKβ (1ere kinase responsable de la 

phosphorylation d’IκBα) mise en évidence dans des fibroblastes humains a un effet inhibiteur puisqu’elle abolit 

complètement la liaison de p16INK4a à la protéine CDK4 (66).   

3.4.2 Dégradation : 

Selon les différentes lignées tumorales, la protéine p16
INK4a

 possède une demi-vie assez courte allant de 30min 

jusqu'à 3,5h (67). L’analyse de sa séquence par spectrométrie de masse montre que sa partie N-terminale est 

complètement acétylée ce qui ne permet pas son ubiquitination.  

La dégradation de p16INK4a s’explique donc par une voie alternative, celle du complexe REGγ (68), Cette voie de 

dégradation par le protéasome qui est indépendante de l’ATP et de l’ubiquitination, semble être commune aux 

régulateurs du cycle cellulaire puisque la protéine p21CIP1 est également dégradée par cette voie. De plus de 

récentes études ont montré l’intervention de la protéine p19
ARF

 dans cette voie de dégradation. En effet, p19
ARF

 

interagirait directement avec la sous-unité REGγ pour augmenter la dégradation de p16INK4a dans un model de 

cellules cancéreuses humaines mais également dans des fibroblastes embryonnaires de souris ou (MEFs)(69). 
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4 Rôle de p16INK4a : 

4.1 Rôle physiologique : 

4.1.1 P16INK4a et contrôle du cycle cellulaire : 

 La protéine p16INK4a est impliquée dans la régulation et le contrôle du cycle cellulaire. p16INK4a régule négativement 

l'activité du complexe cycline D1- CDK4 et empêche l'inactivation de la protéine pRb (normalement inactivée par 

phosphorylation par le complexe CDK4-cycline D). L'effet résultant est l'inhibition de la transcription dépendante 

du facteur E2F et un blocage du cycle cellulaire en phase G1. p16INK4a atteint son pic d'expression au point de 

transition G1/S et constitue donc un régulateur négatif de la prolifération cellulaire (Figure 14). 

La protéine p14ARF, quant à elle, intervient sur la même voie biologique qui régule la transition G1/S, mais par un 

mécanisme différent impliquant les protéines p53 et MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog), cette dernière 

ayant une activité E3 ubiquitine ligase (70,71). p14
ARF 

s’associe à MDM2 et régule le cycle cellulaire par stabilisation 

indirecte de p53 qui active la transcription du gène p21
cip1

, un autre inhibiteur de CDK (figure 14). 

             

4.1.2 Rôle de p16
INK4a

 dans la sénescence : 

La sénescence cellulaire est un mécanisme naturel d’arrêt de la croissance qui survient lorsque les cellules ont 

atteint la limite de leur potentiel réplicatif (stade de vieillissement) ou lors d’une exposition aigüe ou chronique 

à d’autres signaux de stress  tels que le stress oxydant, des dommages causés à l’ADN ou encore en réponse à 

certains signaux hyper-prolifératifs.  

Au cours des divisions cellulaires successives, des motifs TTAGGG des télomères sont perdus en raison de 

l’incapacité de la machinerie conventionnelle à répliquer les extrémités linéaires des chromosomes.  

Figure 14 : Contrôle du cycle cellulaire par le locus CDKN2A 

tiré de (Mario Perez-Sayans et al 2011). 

Bien que structurellement différentes, les protéines p16INK4a 

et p14
ARF

 agissent toutes les deux comme régulateurs 

négatifs de la progression du cycle cellulaire. p16INK4a inhibe 

la formation du complexe CDK4/6 et la cycline D empêchant 

ainsi la phosphorylation de la protéine pRb et la libération 

du facteur de transcription E2F1. p16
INK4a

 empêche ainsi la 

transcription des gènes nécessaires à la transition G1-S du 

cycle cellulaire. A l’inverse p14ARF empêche la dégradation 

de la protéine p53 par la protéine MDM2 en inhibant 

l’activité E3 ligase de cette dernière. Des taux élevés de 

p14ARF stabilisent la p53 qui induit à son tour un autre 

inhibiteur p21WAF1/CIP1. P21 inhibe alors le complexe 

CDK2/Cycline E. 
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L'érosion des télomères ou le raccourcissement des télomères est considéré comme la cause majeure d’entrée 

des cellules en sénescence.  

 Les cellules sénescentes subissent plusieurs changements fonctionnels et morphologiques; les cellules 

présentent un aspect aplati et élargi avec apparition de foyers d’hétérochromatine; on y détecte également 

une activité beta-galactosidase absente des autres cellules (72).  

 Il est intéressant de noté que la sénescence et l’arrêt du cycle cellulaire dans des cellules non sénescentes 

semblent partager, du moins en partie, le même mécanisme moléculaire faisant intervenir les voies 

p16
INK4a

/pRb et p14
ARF

/p53. En effet, l’activation de p53 survient en réponse aux télomères érodés reconnus 

comme  une lésion de l’ADN. De même, il est observé que des taux élevés de p16INK4a sont détectés dans des 

fibroblastes primaires humains maintenus en culture ou «sénescents» (73).  

De plus, des études sur le vieillissement ont montré que l’expression de p16INK4a augmente avec l’âge dans la 

plupart des tissus murins (33,74). Ces études ont montré, par exemple que p16
INK4a

 diminue le potentiel 

régénérateur des cellules beta pancréatiques de souris âgées (75,76). D’autres études ont mis en évidence que 

l’augmentation du taux d’expression de p16INK4a se traduisait par la diminution de la prolifération des cellules 

souches (77,78); confirmant ainsi le lien direct entre p16INK4a et régénération des cellules souches. 

Chez l’homme, des études sur la prolifération au cours du vieillissement de certains tissus, tels que le rein et la 

peau ont également confirmé la relation inverse entre l’expression de p16INK4a et de Bmi-1 (79,80). 

 Plusieurs signaux de stress comme le dommage oxydatif ou l’expression de l’oncogène Ras, activent un 

programme de sénescence non télomérique mais qui est morphologiquement et biochimiquement semblable à 

la sénescence réplicative appelé stasis (pour Stress or Aberrant Signaling-Induced Senescence). L’activation de 

cette voie coïncide avec l’activation du locus INK4a/ARF (81).  

Il semble de plus en plus évident que le contrôle de l’entrée en sénescence des cellules dépends de deux 

facteurs : l’un dépendant des télomères et l’autre du locus INK4a/ARF. 

 

4.1.3 Rôle de p 16INK4a dans la différenciation cellulaire: 

Comme d’autres CDKIs, p16INK4a joue un rôle dans le contrôle de la différenciation cellulaire. L’expression de 

p16INK4a augmente au cours de la différenciation terminale des tissus cérébraux et suggère donc que p16INK4a 

pourrait jouer un rôle au cours du développement du cerveau humain (82).    

D’autre part, il a été montré que la protéine pRb s’associe avec plusieurs facteurs de transcription tissu 

spécifique via E2F1 et induit la différenciation dans ces tissus. pRb s’associe à MyoD et Mef2 dans des cellules 

musculaires (83,84), CBFA1 et Runx2 dans des ostéocytes (85,86) et C/EBP dans les adipocytes (87) et au cours 

de la différenciation des macrophages. L’ensemble de ces données montre que p16 NK4a via son action indirecte 

sur pRb pourrait être un modulateur de la différenciation cellulaire. 
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Il en est de même pour les autres acteurs du cycle cellulaire contrôlés par p16INK4a tel que la Cycline D et 

CDK4/6. En effet, la cycline D est impliquée dans la différenciation des myoblastes (88) quant aux CDK4/6, elles 

régulent la division cellulaire au cours de la maturation des progéniteurs érythroïdes (89). De plus, les souris 

déficientes en CDK4 ont une absence postnatale de l’homéostasie somato-lactotropes des cellules 

hypophysaires (90).  

La prolifération cellulaire inhibe la différenciation tandis qu’inversement, les facteurs qui induisent l’arrêt du 

cycle permettent le plus souvent la différenciation. Les protéines régulatrices du cycle cellulaire sont donc 

multifonctionnelles.  

 

4.2 Rôle physiopathologique 

4.2.1 Rôle de p16INK4a dans le cancer «p16INK4a: gène suppresseur de tumeur  ou anti-oncogène»: 

La région chromosomique 9p21 est l'objet de délétions dans un grand nombre de cancers, ce qui suggérait 

l'existence d'un gène suppresseur de tumeur sur ce locus.  

Une cartographie délétionnelle de la région a pu être établie à partir de lignées de mélanomes; elle a permis 

d'identifier p16INK4a, un gène déjà connu comme régulateur négatif de la division cellulaire. Des délétions 

homozygotes et/ou ponctuelles de p16INK4 étaient présentes dans plus des deux tiers des lignées de 

mélanomes étudiées.  

Les altérations moléculaires à l’origine de la perte de fonction du gène p16INK4a dans les tumeurs solides sont 

variées; Il peut s’agir de mutations ponctuelles, de délétions, d’insertions, d’anomalies de méthylation des 

promoteurs inhibant la transcription. Le gène p16INK4a est reconnu comme l’un des gènes suppresseurs de 

tumeur les plus fréquemment altérés (après p53) dans un éventail de tumeurs solides et de leucémies aiguës 

lymphoblastiques (91) .  

Echapper à la sénescence et devenir immortel constitue une étape supplémentaire dans la tumorigenèse que la 

plupart des cellules cancéreuses doivent franchir pour poursuivre leur prolifération, et réprimer le locus 

INK4a/ARF semble être le meilleur moyen que les cellules tumorales ont trouvé pour y parvenir.  

En plus de son rôle suppresseurs de tumeurs directement lié au cycle cellulaire, p16INK4a intervient dans 

d’autres mécanismes qui repoussent le développement de cancers, il a été montré que p16
INK4a

 inhibe 

l’expression de la MMP2 (matrix metalloproteinase-2) et supprime l’invasion des cellules cancéreuse et les 

métastases. En effet, en agissant indirectement sur le facteur de transcription sp1, p16INK4a bloque la 

transcription du gène MMP2 (92) .  

 De plus, il a été montré que p16INK4a forme un complexe avec le facteur de transcription HIF-1α (Hypoxia-

inducible factor 1-alpha) et inhibe sa liaison sur le promoteur du gène VEGF (Vascular endothelial growth 

factor) dans des cellules de cancer du sein.  



30 

 

De cette façon, p16INK4a inhibe l’angiogenèse des cellules cancéreuses, processus primordial dans la croissance 

des tumeurs malignes et le développement des métastases. La perte d’expression de p16INK4a se traduit le plus 

souvent par une transition vers un  développement néoplasique (93). 

Il est important de noter que le rôle de p16INK4a dans les différents types de cancers ainsi que dans les différents 

modèles cellulaires mimant cette pathologie est le plus décrit en littérature en oncologie. Il est évidemment 

impossible de résumer dans ce manuscrit en quelques lignes toute cette littérature, cependant le point majeur 

à retenir est que ces études ont permis de mieux comprendre les mécanismes qui régulent et contrôlent 

l’expression de p16INK4a et du locus INK4. Ces études ont également permis de mettre en lumière le rôle 

multifonctionnel des protéines régulatrices du cycle cellulaire et ont ouvert une nouvelle aire pour ces 

protéines connues et étudiées depuis plus de 50 ans. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Tumeur_maligne
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tastase_%28m%C3%A9decine%29
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4.2.2 Rôle de p16INK4a dans les maladies métaboliques et les complications cardiovasculaires: 

En plus de son rôle bien décrit dans le cancer, p16
INK4a

 ou plus particulièrement le locus CDKN2A/B-ANRIL à 

récemment fait l’objet d’attention particulière puisque ces dernières années, des études d’associations 

génétiques sur génome entier ou GWAS (pour Genome Wide Association Study) ont identifiés des variants dans 

ce locus associés à des maladies métaboliques et des complications cardiovasculaires.  

En effet, des GWAS portant sur diverses maladies multigéniques ont montré que les variants ou SNP (pour 

Single Nucleotide Polymorphisms) les plus significativement associés à l’infarctus du myocarde, aux anévrismes 

intracrâniens mais aussi au diabète de type 2 étaient situés à proximité ou dans la séquence du gène ANRIL 

(Figure 15).   

 

 

Figure 15: localisation des 18 SNP du locus 9p21.3 utilisés dans les études GWAS. 

Les SNP en déséquilibre de liaison (DL) sont associés en blocs. Ces groupes distincts sont retrouvés comme marqueurs de susceptibilité à 

diverses maladies : gliome (flèche rouge), carcinome basocellulaire (flèche violette), risque cardiovasculaire (nombreux SNP en fort 

déséquilibre de liaison dans la région 3’ d’ANRIL flèche orange), risque diabète type 2 (flèche verte).Les profils de DL entre les SNP du locus 

ont été évalués dans l’échantillon européen de HapMap. Le DL entre chaque paire de SNP, mesuré par l’indice r
2,

 varie entre 0 et 

100%(100% représentant un DL complet entre deux SNP). Plus la valeur r
2
 est élevée, plus la couleur des carrés est foncée. Il est à noter 

que le SNP rs10811661 associé avec le diabète de type 2 est totalement indépendant des autres SNP du locus (r
2 

<1%). 

Ainsi alors que le rôle d’ANRIL restait à élucider, un lien entre ces maladies et le gène ANRIL fut apporté. Des 

études d’expression ont pu montrer une corrélation entre l’augmentation du risque cardiovasculaire et le taux 

de transcrits d’ANRIL dans les lymphocytes du sang périphériques de ces patients (94,95).   

Une explication possible du lien entre ANRIL et ces pathologies si diverses est venue d’une étude ayant trait au 

déclin des fonctions autoréplicatives des cellules souches au cours du vieillissement (96).  
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En effet Sharpless et Depinho ont suggéré que la sénescence réplicative serait un mécanisme majeur à l’origine 

des pathologies liées au vieillissement dont notamment l’athérosclérose, le diabète de type 2 et les cancers. 

Ainsi l’implication d’ANRIL (de part sa position proche du locus CDKN2A/B-ARF et des résultats des GWAS) dans 

le vieillissement cellulaire pourrait expliquer l’association de divers facteurs de risques à cet ARN non codant. 

D’autant plus que des études fonctionnelles sont actuellement en cours et ont déjà permis de montré que la 

délétion d’ANRIL permettait la surexpression de p15
INK4b

 et de p16
INK4a

.  

 Certains aspects du rôle des produit du locus CDKN2A/B-ANRIL et notamment p16
INK4a

 dans le développement 

de maladies métaboliques et les complications cardiovasculaires seront détaillé plus loin dans le manuscrit. 

Nous allons abordés dans la 3eme partie de ce manuscrit sous la forme d’une revue scientifique (en anglais), les 

derniers travaux impliquant les produits du locus CDKN2A/B-ANRIL dans différents modèles au cours du 

développement de maladies cardiovasculaires telles que l’athérosclérose ainsi qu’au cours du développement 

du diabète.      
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Partie II : Le métabolisme hépatique  

 

1 Généralités sur le foie : 

 Le foie est l’organe le plus volumineux de l’organisme, il est situé sous le diaphragme dans la partie supérieure 

droite de l’organisme. Le foie est un organe à la fois endocrine et exocrine, sa principale fonction exocrine est 

la sécrétion de la bile dans le tube digestif. Sa fonction endocrine est de contrôler la composition du sang qui 

provient du tube digestif qui va être dirigé vers la circulation générale. De part son volume et sa 

vascularisation, le foie régule également le débit sanguin. 

1.1 Anatomie macroscopique du foie : 

Chez l’homme, le foie est formé de deux lobes bien individualisés entourés par une capsule conjonctive (la 

capsule de Glisson) qui s’invagine dans le parenchyme hépatique permettant de déterminer des lobes : lobes 

droit et gauche (on parle aussi de foie droit et gauche). Chaque lobe hépatique est subdivisé en segments 

hépatiques délimités par des cloisons fibreuses qui vont diviser progressivement le foie en segments plus 

petits. 

           

                       
 
                                                              

Figure 16 : Vascularisation hépatique (97) 

 
 L'apport sanguin détermine la segmentation hépatique; le foie possède une double vascularisation: 

D’une part via la veine porte qui draine du sang veineux venant du tube digestif (fonction métabolique) 

(Environ 75 % de l’apport sanguin au foie provient de la veine porte) et d’autre part via l’artère hépatique qui 

fournit au foie un sang riche en oxygène provenant du cœur (Figure16).  

 Le sang veineux et le sang artériel se rejoignent dans les sinusoïdes hépatiques qui cheminent entre les travées 

d'hépatocytes pour se réunir dans une veine centro-lobulaire. 
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http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Veine_centrolobulaire&action=edit&redlink=1
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Après ces échanges avec les cellules du foie, le sang repart par trois veines sus-hépatiques qui quittent le foie 

et se jettent dans la veine cave inférieure. 

1.2 Anatomie microscopique du foie : 

Organisation anatomique  de l’unité fonctionnelle hépatique : 

L'unité fonctionnelle du foie peut être représentée par la portion microscopique du parenchyme hépatique qui, 

si elle est isolée de son environnement, peut réaliser la fonction hépatique. Sur le plan fonctionnel, on 

distingue trois différentes unités: Le lobule hépatique est l’unité structurelle et fonctionnelle la plus 

représentative de la fonction hépatique; c’est un segment de parenchyme hépatique centré sur une veine 

centro-lobulaire et entouré par six espaces portes (canalicule biliaire + veine porte + artère hépatique),  il 

correspond également à l’unité veineuse du foie (Figure 17A). 

                                     

               
Figure 17 : Anatomie histologique d’un lobule hépatique (adapté de Benjamin Cummings 2011). 

L’organisation des différentes structures hépatiques permet de visualiser  les sens opposés des flux biliaire et sanguin.  

 

Le lobule portal est triangulaire centré par un espace porte et limité à ses angles par des veines centro-

lobulaires. Il correspond à l’unité biliaire du foie, c’est-à-dire aux travées dont les canalicules biliaires se 

drainent dans l’espace porte (Figure 17B). 

L’acinus hépatique de forme losangique, est limité par deux veines centro-lobulaires et deux espaces portes. 

C’est l’unité artérielle centrée sur une branche de l’artère hépatique. 
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 Le sang circule entre les lames épithéliales dans des capillaires sinusoïdes; la circulation est centripète depuis 

l’espace porte jusqu’à la veine centro-lobulaire. La bile progresse quand à elle en sens inverse; de façon 

centrifuge pour rejoindre les canaux biliaires situés dans les espaces portes. 

Les capillaires sinusoïdes (Figure 18) sont formés par des cellules fenestrées (0.2μm). Cela permet aux grosses 

molécules (250 000 daltons) d’entrer au contact directe des hépatocytes dans l’espace de Disse qui est situé 

entre les capillaires et les lames d’hépatocytes. La composition des liquides remplissant l’espace de Disse est 

identique à celle du plasma sanguin. 

                                       

Figure 18: Parenchyme hépatique et capillaires sinusoïdes : 
Les capillaires hépatiques sont fenestrés ce qui permet aux grosses molécules de passer du sang ver l’espace de disse.  

 

2 Les cellules hépatiques : 

2.1 Les hépatocytes: 

Les hépatocytes constituent le parenchyme hépatique et représentent plus de 75% des cellules du foie. Ce sont 

de véritables usines biochimiques assurant de nombreuses fonctions métaboliques. Les hépatocytes sont des 

cellules polarisées car elles baignent sur l’une de leurs faces dans du sang et elles constituent sur la face 

opposée un réseau de canalicules biliaires par accolement de leurs membranes.  

 En effet, la bile est synthétisée par tous les hépatocytes et excrétée dans un système de minuscules canalicules 

qui forment un réseau anastomosé entre les hépatocytes. Les canalicules n'ont pas de paroi propre mais se 

présentent sous forme de fins conduits ménagés entre les hépatocytes. La composition de la membrane 

plasmique de l’hépatocyte au niveau du canalicule biliaire est très particulière la rendant résistante aux sels 

biliaires. 

Les cellules possèdent un gros noyau central dont la taille peut changer en fonction de l’état de la cellule, elles 

peuvent parfois être binuclées ce qui est le cas  chez la souris. 

Le cytoplasme, très abondant et granulaire, a également un aspect variable qui dépend de l'état nutritionnel de 

l'individu. Le cytoplasme des hépatocytes est fortement éosinophile, dû à la présence de très nombreux 

organites intracellulaires tels que appareil de Golgi, le réticulum endoplasmique lisse et granulaire, les 
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mitochondries et d’abondants grains de glycogène. Cette richesse en organites cytoplasmiques témoigne de la 

grande activité métabolique de ces cellules (figure 19). 

                                            

Figure 19 : Histologie du foie : Coupe histologique après coloration Hématoxyline- Eosine (H&E) d’un foie humain normal. L’image 

montre les différentes cellules hépatiques et quelques jonctions entre les hépatocytes dont certaine constituent les canalicules biliaires. 

2.2 Cellules endothéliales des capillaires sinusoïdes  

Les sinusoïdes hépatiques sont des vaisseaux dont la paroi est constituée uniquement par des cellules 

endothéliales qui forment un tapis discontinu. Les cellules endothéliales des capillaires sinusoïdes sont 

fenêtrées avec présence de pores de 10 nm de diamètre. Ces cellules possèdent un noyau foncé aplatis et un 

cytoplasme peu abondant. Elles reposent sur une lame basale discontinue. Les cellules endothéliales et les 

hépatocytes sont séparés par l’espace de Disse. Cet espace est limité par les microvillosités des hépatocytes et 

la lame basale des cellules endothéliales. 

2.3 Les cellules de Küpffer: 

 Les cellules de Küpffer représentent 10-15% des cellules du foie, ce sont les macrophages spécialisés du foie. 

Ils appartiennent au système des phagocytes mononucléés (système réticuloendothéliale).  

En dépit de leur origine commune à partir de la moelle osseuse, les macrophages affiche une considérable 

hétérogénéité tissulaire. Les cellules de Kupffer sont principalement localisées dans la lumière des sinusoïdes 

hépatiques et sont ancrées à l’endothélium (Figure 20). 

 Ces cellules sont particulièrement impliquées dans la phagocytose des hématies âgées et dans la dégradation 

de l’hémoglobine. Ces cellules possèdent de nombreux phagosomes et expriment à leur surface différents 

récepteurs scavenger et molécules de signalisation. L’activation de ces récepteurs permet aux cellules de 

Küpffer de percevoir l’intégrité du tissu hépatique et de répondre aux différents stimuli soit en se polarisant en 

macrophages pro-inflammatoires de type M1 (classique) ou en macrophages anti-inflammatoires de type M2 

(alternatif). L’emplacement stratégique de ces dernières leur permet de jouer le rôle de cellules présentatrices 

d’antigènes, de senseur tumoral ou encore dans le processus de régénération du foie.   

 Lors d’une atteinte hépatique, les cellules de Küpffer s’activent et secrètent un large panel de médiateurs 

chimiques, notamment des médiateurs proinflammatoires tels que IL-1, IL-6, TNFa, MCP-1, CCL5… etc. Ces 

médiateurs peuvent agir directement sur les cellules du foie ou alors peuvent avoir un rôle chimio-attractant 

pour des cellules extra-hépatiques. C’est le déséquilibre entre la production de médiateurs pro et anti-
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inflammatoires qui est à l’origine de plusieurs maladies hépatiques telles que l’insulinorésistance hépatique, la 

stéatose (accumulation de triglycérides dans le foie), la fibrose ou encore le NASH.  En effet, il a été montré que 

les fonctions des cellules de Kupffer sont sensibles aux dysfonctionnements de l’homéostasie des lipides, ainsi 

une différence de composition en lipides au niveau hépatique module l’activité biologique de ces cellules. En 

effet, une corrélation entre la régulation de l’activité de PPARδ et le phénotype proinflammatoires des cellules 

de Kupffer a été mise en évidence chez des patients obèses (98). Ce récepteur, dont l’activité est sensiblement 

modulée par des acides gras, influence plusieurs propriétés des cellules de Kupffer. 

Ainsi, le rôle des cellules de Küpffer dans différents modèles d’atteintes hépatiques (ex chimique par du CCL4 

ou métabolique en utilisant différents régimes) est largement décrit dans la littérature. En effet, la déplétion 

sélective de ces cellules par administration de chlorure de gadolinium (GdCl3) ou par des liposomes 

encapsulant du dichloromethylene biphosphate (clodronate) a permis de mettre en évidence le rôle 

primordiale de ces cellules dans les différentes phases de la réponse hépatique (99–101). 

 

Figure 20: Organisation histologique des différents types cellulaires hépatiques (102). 

 
De plus une corrélation entre chitotriosidase (CHIT), membre de la famille des chitinases marqueur 

exclusivement retrouvé dans les cellules de Kupffer, et la progression de l’état de stéatose vers celui de 

stéatohépatite, a été mise en évidence  dans des biopsies humaines. En effet, l’expression de CHIT à été 

retrouvée dans les cellules de Kupffer isolées de biopsie de patients atteints de NASH. Le taux d’expression de 

cette enzyme été de manière significative plus élevée chez les patient atteint de NASH comparer a ceux ayant 

une simple stéatose. En plus une corrélation entre CHIT, TNF-α et les lipides peroxydés dans le cas de NASH et 

de stéatose à été observée (103). Les fonctions des cellules de kupffer sont donc sensibles aux troubles de 

l’homéostasie des lipides, ainsi une différence de composition en lipides au niveau hépatique module l’activité 

biologique de ces cellules (104).  

2.4 Les cellules de Ito : 

 Ces cellules appelées aussi « stellaires » sont localisées dans l’espace de Disse; ce sont des (myo) fibroblastes 

du foie. Les cellules stellaires sont impliquées dans de nombreux processus métaboliques tels que celui de la 

vitamine A, la sécrétion de nombreux médiateurs et la synthèse de molécules de la matrice extra-cellulaire.   
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Les cellules stellaires jouent un rôle important dans la réponse inflammatoire hépatique mais surtout au cours 

des  processus de cicatrisation tissulaire. Ces cellules se caractérisent notamment par leur localisation et la 

présence de vacuoles lipidiques  cytoplasmiques lorsqu’elles sont quiescentes (102,105). 

2.5 Les cellules des canaux biliaires : 

La bile produite par les hépatocytes est sécrétée dans les canalicules biliaires qui la drainent vers les espaces 

portes. A ce niveau, la bile rejoint le canal biliaire dont les cellules sont cubiques puis prismatiques. La jonction 

entre le canalicule biliaire et le canal biliaire est appelée passage de Hering. C’est dans cette région que se 

trouveraient les cellules ovales qui jouent un rôle dans la régénération du parenchyme hépatique du foie 

malade. 

3 Les fonctions hépatiques :  

Le foie assure dans l’organisme trois fonctions vitales : une fonction d’épuration, de stockage et de synthès et 

(106). Il est surtout l’organe clé dans l’homéostasie des lipides et des glucides deux aspects que nous allons  

particulièrement décrire dans ce manuscri. 

3.1 Fonctions d’épuration - détoxification 

•  Déchets endogènes : 

Uréogenèse 

La dégradation des acides aminés dans les tissus périphériques produit de l’ammoniaque (métabolite toxique). 

L’ammoniaque est véhiculée par la glutamine jusqu’au foie qui le transforme en urée. Sous forme soluble, 

l’urée est moins toxique que l’ammoniaque et peut être alors éliminée par voie rénale. Le foie est également le 

site majeur d’oxydation des acides aminés essentiels, de cette façon, il module la quantité libérée dans la 

circulation sanguine selon les besoins de l’organisme.  

Bilirubine : 

La bilirubine est le principal pigment biliaire, elle provient de la dégradation du hème de l’hémoglobine par les 

macrophages du foie (cellules de Küpffer). Sous forme libre ou non conjuguée, la bilirubine est liposoluble et 

neurotoxique, son accumulation plasmatique conduit à l’ictère. Une fois la bilirubine captée par les 

hépatocytes, elle est glucuronoconjuguée et activement excrétée dans la bile ou elle se retrouve sous forme de 

micelles avec le cholestérol, les sels biliaires et les phospholipides. Elle est par la suite éliminée par l’intestin et 

une partie est réabsorbée et re-excrétée par le rein. 

• Métabolisation des xénobiotiques : 

 Concerne les médicaments, toxiques, polluants…., elle implique le système enzymatique microsomale. Ce sont 

des réactions de fonctionnalisation ou de transformation qui font intervenir les cytochromes P450. Le produit 
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obtenu permet sa conjugaison avec une variété d’agents (acide glucuronique, glutathion …etc) ce qui permet 

d’augmenter son hydrosolubilité et donc son élimination. 

3.2 Fonction exocrine : 

 L’unique fonction exocrine du foie est la synthèse et l’excrétion de la bile. C’est la principale voie d’excrétion 

du cholestérol de l’organisme (90% sous formes de sels biliaires et 10% de cholestérol libre, insoluble).La bile 

est une solution aqueuse contenant des sels et des pigments biliaires, anions organiques, du cholestérol, des 

phospholipides et des électrolytes. La bile neutralise l’acidité gastrique et aide à l’absorption des vitamines 

liposolubles A, D, E, K. De plus, ses propriétés émulsifiantes lui permettent l’absorption des graisses 

alimentaires. 

3.3 Fonctions métaboliques : 

 Métabolisme protéique : A partir des protéines et acides aminés issus de la digestion, le foie synthétise la 

majorité des protéines plasmatiques telles que : 

 Synthèse des protéines de transport : l’albumine (qui constitue 55% des protéines plasmatique), la 

transferrine (Fer), la céruloplasmine (cuivre).  

 Synthèse des protéines de l’inflammation telle que fibrinogène, CRP, haptoglobine et orosomucoides. 

 Synthèse des facteurs de coagulation (II, V, VII, IX, X et ATIII). 

 Synthèse des facteurs de croissances : HGF, TGF-α et IGF. 

 

  Métabolisme des acides aminés : Transamination et désamination oxydative (ALAT et ASAT) 

 Métabolisme des vitamines : le foie contient la majorité des stocks de vitamine B12 de l’organisme. 

 Métabolisme glucidique : le foie est un organe clé dans la régulation de la glycémie au cours des différents 

états prandiaux, pour ce faire le foie régule la production est le stockage du glucose grâce à 3 voies 

métaboliques : 

 La glycogénogenèse : est une voie de stockage du glucose sous forme de glycogène 

  La glycogénolyse : est une voie d'hydrolyse du glycogène qui libère le glucose 

 La Néoglucogenèse est une voie de synthèse du glucose à partir d'éléments non glucosidique 

 

 Métabolisme lipidique : le foie intervient dans la synthèse des acides gras (AG), triglycérides (TG), 

phospholipides (PL) et du cholestérol ainsi que dans la formation des lipoprotéines. 

 

Nous allons spécifiquement détailler dans ce manuscrit le rôle du foie dans le contrôle du métabolisme 

glucidique et lipidique et les conséquences pathologiques liées aux déséquilibres de ces voies. En effet, nous  

nous sommes plus particulièrement intéressés au rôle de cet organe dans le déséquilibre glucidique et/ou 

lipidique observé au cours du diabète de type 2 et son impact sur le développement de maladies hépatiques dit 

de «foie gras» ou  NAFLD (pour Non Alcoholic Fatty Liver Desease).  

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Glycog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glycog%C3%A9nolyse
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4  Le métabolisme hépatique des glucides : 

Le foie joue un rôle capital dans le métabolisme du glucose et dans la régulation de la glycémie. Après un repas, 

le glucose extrait de la veine porte hépatique est d’abord converti en glycogène stocké dans les hépatocytes 

puis le reste est dirigé vers les voies d’utilisation.  Au cours d’un jeune prolongé, le foie met en place la 

néoglucogenèse qui permet la synthèse de glucose à partir de précurseurs non glucidiques. Le foie est le seul 

organe (avec le rein et l’intestin) capable de libérer du glucose dans le sang afin que la glycémie se maintienne 

à un niveau normal. 

Absorption du glucose 

 Après un repas, environ 30 % du glucose absorbé par l’intestin est capté par le foie. Le glucose en excès est 

alors capté par les tissus périphériques tels que les muscles squelettiques et les tissus adipeux sous l’action de 

l’insuline. En effet, la période post-prandiale se caractérise par une stimulation de la sécrétion d’insuline 

produite par les cellules β-pancreatique qui va permettre d’orienter l’excès de substrats énergétiques vers le 

stockage. L’insuline a 5 actions principales dans le métabolisme énergétique : 

 Elle inhibe la lipolyse (libération des AG du tissu adipeux).  

 Elle stimule la synthèse du glycogène.  

 Elle stimule le transport du glucose dans le muscle et dans le tissu adipeux.  

 Elle favorise la synthèse des triglycérides et la captation des triglycérides par le tissu adipeux.  

 Elle inhibe la néoglucogenèse et la glycogénolyse. 

 L’association de l’inhibition de la production endogène de glucose et la stimulation de l’utilisation du glucose 

plasmatique limite ainsi l’hyperglycémie post-prandiale 

4.1 Métabolisme post-prandial du glucose  

La captation du glucose par le foie est assurée par le transporteur GLUT2, ce transporteur membranaire 

possède une faible affinité pour le glucose mais une grande capacité de transport et contrairement au 

transporteur GLUT4, l’expression et l’activité de GLUT2 est indépendante de l’action de l’insuline.  

Une fois dans l’hépatocyte, le glucose est transformé en glucose 6-phosphate (G6P) par la glucokinase (GK); 

cette enzyme est présente exclusivement dans le foie et dans la cellule β-pancréatique (Figure 21).  

A l’inverse de l’hexokinase, la glucokinase n’est pas inhibée par le G6P, son activité dépend de la concentration 

en glucose. Au cours d’un jeune, la glucokinase est sous forme inactive liée à la protéine régulatrice de la 

glucokinase (GCKR: glucokinase regulatory protein) dans le noyau. L’abondance du glucose post-prandiale en 

action synergique avec l’insuline induit la dissociation du complexe et la translocation de la GK dans le 

cytoplasme. La GK est régulée par différents facteurs de transcription tels que : SREBP-1c, hepatic nuclear 

receptor -4-alpha (HNF4α), HNF6, FoxO1 et upstream stimulatory factor 1 (USF1)(107).   

 De plus, des mutations dans le gène codant pour la GK ont déjà été associées à la résistance à l’insuline et au 

diabète de type MODY (Maturity Onset Diabetes in the Youn )(108,109).  

Le G6P ainsi formé peut avoir 3 orientations : 
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Figure 

Figure 21 : Régulations hépatiques du métabolisme du glucose (110) 

 
A. Stocker sous forme de glycogène :  

 Le foie doit en premier lieu reconstituer son stock de glycogène. Le métabolisme du glycogène est contrôlé par 

la glycogène phosphorylase (GP) et la glycogène synthétase (GS). L’activité de ces enzymes dépend 

exclusivement du glucose et de l’insuline. En effet le G6P régule allostériquement la GS, quand à l‘insuline via la 

voie Akt/PI3K, elle phosphoryle et inactive la GSK3 (glycogen synthase kinase 3) responsable de la 

phosphorylation et de l’inactivation de la GS (111).  

 L’insuline induit également des phosphatases qui déphosphorylent la GS. D’autres kinases peuvent également 

phosphoryler la GS notamment l’AMPK (AMP-activated protein kinase) et la PKA (protein kinase A). C’est 

également par l’inhibition de l’activité PKA que l’insuline stimule la glycogénogenèse (110) (Figure 23).  

Contrairement au foie, l’insuline stimule la synthèse du glycogène dans le muscle en activant la glycogène 

synthétase mais indépendamment de la présence du glucose. 

B.  Oxyder pour produire de l’énergie:  

Le G6P est à la fois le substrat de la voie des pentoses phosphates et celui de la glycolyse; le choix relatif entre 

ces deux voies dépend des exigences cellulaires ponctuelles en énergie métabolique (ATP) et en précurseurs 

biosynthétiques (111). 

 B1. La voie des pentoses phosphates (ou voie du phosphogluconate) génère du NADPH, indispensable aux 

réactions réductrices de biosynthèse (en particulier, lors de la synthèse des acides gras et des stéroïdes). Outre 

le NADPH, la voie des pentoses phosphates produit du ribose 5-phosphate précurseur de la synthèse des 

nucléotides, des acides nucléiques et de coenzymes (111). 

B2.  La glycolyse : est la voie de dégradation du glucose en pyruvate, elle procure de l’ATP et du NADH ainsi 

que des substrats pour les voies de stockage (glycogénogenèse et lipogenèse). Selon le type cellulaire, la 

glycolyse est régulée à différents niveaux. Dans l’hépatocyte, les enzymes limitantes sont la GK et la 6-

phosphofructo-1-kinase (6PFK1); cette dernière étant fortement régulée de manière allostérique par le 

fructose -2,6-biphosphate (F2,6P2) (Figure 22). 

http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/Metabo/pentosep.html
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La présence de taux élevés de F2,6P2 est également considérée comme une étape clé de la mise en place de la 

glycolyse. Le F2,6P2 est produit par une enzyme bifonctionnelle, la phosphofructo kinase-2/fructose2,6-

diphosphatase-2 (6PFK2/FBPase).  

                                                  

Figure 22 : Régulation nutritionnelle et hormonale de la 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase (111). 

 
 
La 6PFK2/FBPase se retrouve à un carrefour métabolique étant donné que son activité augmente sous l’action 

de l’insuline et diminue par l’action du glucagon. De plus, il a récemment été mis en évidence que la 

6PFK2/FBPase forme un complexe avec la GK, cette interaction permet d’augmenter de façon concomitante 

l’activité de la GK ainsi que l’activité kinase de la 6PFK2/FBPase (112–114). Ce niveau de contrôle pourrait en 

partie expliquer la rapide adaptation des hépatocytes aux situations d’hyperglycémie (Figure 22). 

C. Convertis pour fournir des substrats lipogéniques:  

Le glucose en excès peut être converti en acétyl CoA précurseur d’acides gras et de glycérol formant des 

triglycérides relargués dans la circulation sanguine sous forme de VLDL (115) (Figure 21). 

Chez l’homme, la lipogenèse à partir du glucose ou lipogenèse de novo n’est observée in vivo qu’en cas 

d’alimentation très riche en glucides (présence de fructose) et d’hyperinsulinémie (Figure 23). 

 

4.2 Métabolisme hépatique du glucose au cours du jeûne  

Un des points majeurs de l’adaptation au jeûne est de permettre un apport énergétique régulier aux organes 

gluco-dépendants tels que le cerveau, les cellules sanguines, la rétine  (Figure 23). Les autres organes utilisent 

les acides gras comme substrats dès la chute de l’insulinémie. Ainsi au cours du jeune, la sécrétion de glucagon 

par les cellules α-pancréatiques augmente la lipolyse du tissu adipeux et permet de libérer des acides gras 

utilisés par le muscle. Le glycérol issu de la lipolyse, l’alanine issue du catabolisme des acides aminés et  le 

lactate issu des hématies et du muscle vont sous l’action du glucagon servir de substrat à la néoglucogenèse 

hépatique et permettre la production de glucose (Figure 23). Dans les premières heures de jeune le foie libère 

du glucose à partir de la glycogénolyse (Figure 24).            
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      Figure 23 : Régulation hormonale des flux métaboliques dans un état nourris et au cours du jeûne (107). 
      (RBC: red blood cell, FFA: free faty acids, TG: triglycerides) 

La diminution de la sécrétion d’insuline est probablement le phénomène endocrinien le plus important. Sa 

chute, très rapide au cours du jeûne, maintenue quel que soit sa durée, est l’élément permettant l’activation 

de la lipolyse, la mise en route de la néoglucogenèse et de la protéolyse musculaire.  

Au cours d’un jeûne prolongé, le maintien d’une concentration faible mais présente, d’insuline évite 

«l’emballement» de la lipolyse et de la cétogenèse. L’augmentation transitoire de la sécrétion de glucagon par 

les cellules α pancréatiques au début du jeûne contribue à transformer le foie en un organe glycogénolytique, 

cétogénique et néoglucogénique.  

                                                                   

Figure 24 : Voie hépatique de production de glucose à partir de la glycogénolyse. 
 

4.2.1 La glycogénolyse hépatique :  

La glycogénolyse est activée par une baisse de l’insulinémie et l’élévation du glucagon; elle est couplée à une 

inhibition de la glycolyse, ce qui permet une orientation du glucose vers la circulation (le glycogène musculaire 

ne peut être utilisé qu’au niveau du muscle, la formation de G6P étant irréversible).  

 En réponse au glucagon, l’activation de la PKA va induire la phosphorylation de la phosphorylase kinase b qui 

s’active et qui phosphoryle à son tour la phosphorylase b en phosphorylase a active, enzyme qui catalyse 

l’étape limitante de la glycogénolyse (figure 24).    

Etat post-prandiale  Etat de jeûne  
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4.2.2 La néoglucogenèse hépatique: 

 La néoglucogenèse est une voie métabolique essentiellement hépatique qui permet la synthèse de glucose à 

partir de précurseurs non glucidiques. Elle est induite par l’augmentation de la quantité de substrats 

glucoformateurs, notamment le glycérol provenant de la lipolyse, les acides aminés glucoformateurs (alanine, 

glutamine), le lactate et le pyruvate. Elle dépend également de l’augmentation de la synthèse et/ou de 

l’activité des enzymes clés de la néoglucogenèse sous l’action du glucagon. 

                                                   

Figure 25 : Voie de la néoglucogenèse, de la glycolyse et du cycle de Krebs. 

Le lactate et l’alanine produit respectivement de la glycolyse et du catabolisme des protéines sont converties en pyruvate qui est a son tour 

convertie en oxaloacetate par la PC. A terme l’oxaloacetate va être convertie en PEP (phosphoenolpyruvate) par PEPCK.  La synthèse de glucose va 

contourner les trois réactions irréversibles de la glycolyse catalysées par la PK, la PFK et l’HK. Le glycérol issu de l’hydrolyse des TG peut également 

servir de substrat à la néoglucogenèse en le convertissant en DHAP (dihydroxyacetonephosphate). ALT :Alanine-Amintransférase; CS : citrate 

synthase; G3P: glycéraldéhyde-3-phosphate; IDH: iso-citrate déshydrogénase; α-KDH : α-ketoglutarate déshydrogénase ; LDH:lactate 

déshydrogénase; PDH pyruvate déshydrogénase ; PK: pyruvate kinase; SDH: succinate déshydrogénase. Les enzymes de la néoglucogenèse sont en 

pourpre et les enzymes de la.glycolyse sont en rouge (170). 

 

La néoglucogenèse nécessite la présence de quatre enzymes clés : la  pyruvate carboxylase (PC), la 

phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), la fructose-1.6bisphosphatase (FBPase-1) et la glucose-6-phosphatase 

(G6Pase) pour contourner les trois réactions irréversibles de la glycolyse catalysées par la pyruvate kinase (PK), la 

phosphofructokinase (PFK=6PFK1) et l’hexokinase (HK) glucokinase dans le foie (GK) (107) (Figure 25). 

 

4.3 Contrôle transcriptionnel de la néoglucogenèse :  

Le glucagon et l’adrénaline, des hormones sensibles à la baisse de glycémie, inhibent la glycolyse et stimulent la 

néoglucogenèse dans le foie en augmentant la concentration intracellulaire d’AMPc. En retour, celui-ci active la PKA 

qui va phosphoryler un panel de substrats dont la pyruvate kinase, la glycogène synthase la PFK-2/F-2,6-Pase ainsi que 

certains facteurs de transcription comme CREB (cAMP-responsive element binding protein).  
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La PKA est une molécule hétéro-tétramerique formée de deux sous-unités régulatrices (R) et de deux sous-unités 

catalytiques (C). La liaison de l’AMPc à la sous-unité R induit la dissociation entre R et C, ce qui active cette dernière 

(116)(Figure 26).  

                                                  

Figure 26 : L’élévation du taux d’AMPc induit l’activation de la PKA et la phosphorylation de CREB (180). 

 

 les principaux facteurs sont listés ci-dessous : 

4.3.1 cAMP-responsive element binding protein (CREB) :  

CREB est un facteur de transcription exprimé de manière ubiquitaire dans tous les tissus. CREB fait partie de la famille 

des facteurs de transcription à domaine bZIP, de même que CREM et ATF-1, qui ont la particularité de contenir une 

région basique riche en leucine. Ce domaine « leucine zipper » permet la dimérisation de la protéine et une 

reconnaissance spécifique d’éléments de réponses CRE (cAMP response element) au niveau de l’ADN. 

 Plusieurs voies de signalisation cellulaire peuvent mener à l’activation de CREB, cependant le facteur commun reste 

l’AMPc (117). Dans le foie, c’est la liaison du glucagon à son récepteur qui va générer un second messager, l’AMPc, ce 

dernier va activer une protéine kinase A (PKA) capable de phosphoryler la sérine 133 de CREB située dans son domaine 

KID (pour Kinase Inductible Domain) pour finalement aboutir à son activation (117). CREB va par la suite recruter des 

coactivateurs transcriptionnels tels que CBP (CREB-binding protein) et P300 qui, de par leurs fonctions acétyl-

transférases, vont faciliter sa fixation à l’ADN et induire la transcription des gènes de la néoglucogenèse (Figure 27).  

Cependant l’activité transcriptionelle maximale de CREB n’est atteinte que lorsque ce dernier se lie à son coactivateur 

CRTC2/TORC2 pour CREB- regulated transcription coactivator 2 (118). De plus, CRTC2/TORC2 a été montré pour être 

un régulateur clé de l'homéostasie du glucose au cours du jeûne. 

En effet, au cours du jeune CRTC2/TORC2 est exclusivement localisé dans le noyau lié à phospho CREB. Lorsque le 

niveau d’insuline augmente, CRTC2/TORC2 est rapidement phosphorylé par une serine/thréonine protéine kinase, 

SIK2, et séquestrée dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3 (119,120) (Figure 27). 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=CREM&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=ATF-1&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Leucine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Leucine_zipper
http://fr.wikipedia.org/wiki/ADN
http://fr.wikipedia.org/wiki/AMPc
http://fr.wikipedia.org/wiki/AMPc
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_kinase_A
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Coactivateur_transcriptionnel&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/CBP
http://fr.wikipedia.org/wiki/ADN


46 

 

 

 

Figure 27: Effets opposés de l’insuline et du glucagon sur la voie CREB. L’insuline en activant l’AKT va  phosphoryler et activer la kinase 

SIK2. Cette dernière va déséquilibrer le complexe CRTC2-CBP/P300 en le phosphorylant sur la Ser 89 et en induisant  la  desacétylation ainsi que la 

dégradation par ubiquitination de CRTC2. De plus SIK2 phosphoryle CRTC2 et induit son exclusion du noyau. 

L’activation transcriptionelle de CREB induit l’expression de PEPCK, G6Pase et PC. A la différence des autres gènes de la 

néoglucogenèse, la FBPase n’est pas induite par CREB. L’élévation du taux d’AMPc induit l’expression de NR4A1 qui à 

son tour augmente l’expression de la FBPase (Figure 28). La surexpression de NR4A1 par un adénovirus dans des 

hépatocytes primaires de souris augmente le taux d’expression de la FBPase ainsi que la voie de la néoglucogenèse. A 

l’inverse la surexpression d’un dominant négatif de NR4A1 dans des foies de souris diabétiques (type 2) réduit 

l’expression de la FBPase et diminue l’hyperglycémie  de ces souris (121).    

                                     

Figure 28: Stimulation de la transcription des gènes de la néoglucogenèse par CREB (122). 
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4.3.2 Forkhead O box 1 (FoxO1):  

Foxo1 appartient à la famille des facteurs de transcription de type Forkhead, qui comprend quatre membres: FOXO1, 

FOXO3, FOXO4 et FOXO6 avec FOXO1 étant l’isoforme prédominante qui régule la néoglucogenèse (123,124).  

Les protéines FOXO ont été particulièrement étudiées ces dernières années en raison de leur rôle pivot dans la voie de 

signalisation de l’insuline et des facteurs de croissance. 

 En réponse à l’insuline ou aux facteurs de croissance tels que l’IGF1 (Insulin Growth Factor 1), la protéine kinase 

Akt/PKB est activée et phosphoryle directement FOXO sur trois sites régulateurs (Thr32, Ser253 et Ser315 pour 

FOXO3), conduisant ainsi à sa séquestration dans le cytoplasme par la protéine 14-3-3.  FOXO peut également être 

acétylée par CBP/P300 sur les résidus lys242, 245 et 246 ce qui réduit son habilité à se lier aux promoteurs de ses 

gènes cibles (125).  À l’inverse, en absence d’insuline, Akt est inactive et FOXO migre dans le noyau où il se lie à des 

éléments de réponses IRE (Insulin-Responsive Element). La protéine FOXO se lie à différents coactivateurs 

transcriptionels tels que CBP (CREB-Binding Protein), C/EBP et PGC1α (126).  

De plus, au cours d’un jeûne prolongé, FOXO est désacétylée par Sirt1 ce qui induit sa rétention nucléaire et augmente 

son activité transcriptionelle sur les gènes PEPCK et G6Pase (127) (Figure 29). 

 

Figure 29: Régulation transcriptionnelle des enzymes néoglucogéniques G6Pase, PEPCK et PC dans le foie (tiré de Jitrapakee 

2012) (107). Au cours du jeûne, les glucocorticoïdes et le glucagon sont relargués respectivement des glandes surrénales et des cellules α 

pancréatiques en réponse à des conditions hypoglycémiques. Les glucocorticoïdes se lient à leur récepteur (GR) et transloquent vers le noyau pour 

se lier aux éléments de réponses (GREs) présents dans le promoteur des gènes G6Pase et PEPCK. La liaison du glucagon à son récepteur couplé aux 

protéines G stimule l’activité de l’adénylate cyclase qui convertie l’ATP en AMPc. L’accumulation d’AMPc induit l’activation de la protéine kinase A 

(PKA) qui phosphoryle CREB. CREB  se lie ensuite à des éléments de réponse (CRE) et active la transcription des gènes de la néoglucogenèse. 

 

4.3.3 Hepatocyte nuclear factor (HNFs):  

 Comme leur nom l’indique, les protéines HNF sont des facteurs de transcription largement exprimés dans le foie. Elles 

contrôlent le développement hépatique ainsi que l’expression de certains gènes spécifiques du foie. IL existe quatre 

sous-familles HNF: HNF1 (homeodomaine family), HNF3 (Forkhead family), HNF4 (orphan nuclear receptor family) et 

HNF6 (onecut family). Ces quatre membres sont tous impliqués dans la régulation hépatique de la néoglucogenèse.  
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L’activité transcriptionelle des protéines HNF dépend de leur liaison à certains coactivateurs tels que CBP et PGC1α 

mais également à certains corépresseurs tels que SHP (Small Heterodimer Partner) et DAX-1 (Dosage –sensitive sex 

reversal Adrenal hypoplasia congenital critical region on the chromosome gene 1).  

4.3.4 Récepteur aux glucocorticoïdes(GR):  

Les glucocorticoïdes sont des corticostéroïdes qui agissent sur le métabolisme protidique et glucidique. La cortisone et 

l'hydrocortisone (ou cortisol) stimulent la transcription de PEPCK et G6Pase mais pas PC et F1.6BPase. Les 

glucocorticoïdes exercent leurs effets en se liant à leurs récepteurs GR qui s’activent et se transloquent vers le noyau.  

Le complexe récepteur-ligand ainsi formé pénètre dans le noyau et se fixe à de nombreux éléments de réponse aux 

récepteurs aux glucocorticoïdes (GREs) dans la région promotrice des gènes-cibles.  

Les GRE des promoteurs PEPCK et G6Pase sont assez complexes, en effet il apparait que ces régions sont bordées de 

part et d’autre par des séquences tissus-spécifiques ou cAMP-responsive accessory binding sites qui se combinent 

pour donner des GRU (Glucocorticoid Responsive Unit). 

Les glucocorticoïdes peuvent également induire la transcription de Tat (Tyrosine amino-transferase) qui convertis la 

tyrosine en substrat néoglucogénique (128). Les glucocorticoïdes peuvent également agir à distance sur d’autres tissus 

pour promouvoir la néoglucogenèse hépatique; ils agissent sur le muscle et le tissu adipeux pour augmenter 

respectivement le flux d’acides aminés et de glycérol nécessaire au foie mais également en diminuant la production 

d’insuline par les cellules β pancréatiques. 

4.3.5 Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC-1α):  

PGC1α a d’abord été identifiée comme coactivateur transcriptionel de PPARγ (peroxisome proliferator-activated 

receptor γ) dans le tissu adipeux brun en réponse adaptative à un stress thermogénique (129).  

PGC1α est en effet impliquée dans le processus de biogenèse des mitochondries ainsi que dans la transcription de 

gènes mitochondriaux (129). Par la suite, des études sur l’effet de la perturbation d’expression du gène PGC1α dans 

différents tissus ont permis de mettre en évidence le rôle primordial de ce cofacteur dans différentes réponses 

métaboliques (130,131).  

PGC1α à la capacité d’interagir avec différents facteurs de transcription, ce faisant il peut donc activer différentes 

voies métaboliques en fonction du tissu où il s’exprime. Dans le foie, l’expression de PGC1α augmente lors d’un jeûne 

(132), il a été montré que cette augmentation suffirait à induire l’expression des gènes de la néoglucogenèse, de la β- 

oxydation et de la cétogenèse.  

En effet dans le foie, PGC1α interagit avec HNF4α, PPARα, GR et FOXO1. De plus Yoo et al ont mis en évidence dans 

trois modèles de diabètes i) souris traitées avec de la streptozotocine, ii) souris (ob/ob) et iii) souris spécifiquement 

déficientes dans le foie pour le récepteur à l’insuline, la présence d’un taux élevé de transcrit PGC1α. 

 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cortico%C3%AFde
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9tabolisme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cortisone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cortisol
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Figure 30: Régulation post-traductionnelle de PCG-1α dans le foie au cours d’un jeûne et dans un état re-nourris.(A) Au cours d’un 

jeûne, le glucagon et le NAD+  activent  via sa phosphorylation par la MAPK p38 et sa désacétylation par Sirt1. (B) les apports alimentaires 

activent la S6K1 qui phosphoryle  et conduit à la répression spécifique de la transcription des gènes de la néoglucogenèse. Par ailleurs, les 

apports alimentaires augmentent le taux d’insuline ce qui permet l’activation de l’AKT. L’AKT phosphoryle  et réprime la transcription des 

gènes de la néoglucogenèse, de l’oxydation des acides gras (FAO: fatty acid oxydation) et ceux de la phosphorylation oxydative (OXPHOS: oxidative 

phosphorylation).   CLK2: CDC-like kinase 2  

 

L’expression de PGC1α dans le foie est induite par le glucagon et les catécholamines qui stimulent la voie de l’AMPc et 

l’activation du facteur de transcription CREB. Les mécanismes de contrôle de l’activité et des quantités de PGC1α ont 

été largement étudiés ; l’activation de PGC1α dépend de sa désacétylation par Sirt1 (133) et de sa phosphorylation par 

la MAP kinase p38 (134) induit au cours d’un jeûne. À l’inverse, l’inactivation de PGC1α dépend de sa phosphorylation 

par l’Akt (135), et de son acétylation par GCN5 (general control of amino acid synthesis 5) (136) ou SRC3 (steroid 

receptor coactivator 3)(137).  

Cependant en 2011, l’équipe de Spiegelman a pu montrer que PGC1α pouvait être activé par d’autres voies de 

signalisation en réponse à des signaux métaboliques. L’équipe a montré que la phosphorylation de PGC1α par S6K1 

(p70 ribosomal protein S6 kinase 1) inhibait spécifiquement sa capacité de co-activer la transcription de gènes de la 

néoglucogenèse, tandis que cela n’a aucun effet sur la transcription des gènes de la beta-oxydation ni ceux de la 

phosphorylation oxydative (132) (Figure 30). 
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5 Le métabolisme hépatique des lipides:  

5.1 Métabolisme post-prandial des lipides:  

5.1.1 Absorption des lipides : 

La digestion et l’absorption des lipides sont deux processus complexes du fait du caractère hydrophobe des lipides. 

Elles nécessitent quatre étapes bien distinctes. 

          

 

 

 

Figure 31 : Métabolisme post-prandial des lipides (138)  
Les lipides alimentaires sont émulsionnés dans le tractus intestinal 

par les acides biliaires (BA : bile acids) secrétés par le foie. Les 

lipides hydrolysés sont ensuite absorbés par les entérocytes et 

emballés dans des chylomicrons naissants (NC : nascent 

chylomicrons) puis excrétés dans les vaisseaux lymphatiques 

intestinaux. Les NC rejoignent finalement la circulation générale par 

le canal thoracique; au cours de ce trajet, les NC acquièrent des 

apoprotéines telles que (apoE, apoC-II) fournies par des molécules 

d’ HDL. Ces apoprotéines sont primordiales pour distribuer les TG et 

les acides gras aux tissus adipeux et aux myocytes puisqu’elles sont 

reconnues par la LPL (lipoprotéine lipase). Les « remnants » de 

chylomicrons sont ensuite repris par endocytose par les 

hépatocytes via le récepteur au LDL (LDL-R) et la protéine associée 

au récepteur au LDL-R (LRP : LDL-R related protein).  La synthèse des 

acides biliaires est régulée par FXR et LRH1 (liver receptor homolog 

1); lorsque ces derniers sont re-absorbés par les entérocytes ils 

induisent la sécrétion de FGF-19 (Fibrobalst growth Factor) qui 

inhibe leur synthèse. 

  
 La fragmentation des triglycérides par les lipases salivaire, gastrique et pancréatique. 

 l’émulsion des lipides dans l’intestin par les sels biliaires les rendant accessibles aux lipases. 

 l’absorption des produits de digestion (acides gras libres et monoglycérides) sous forme de micelles permettant 

le passage en milieu hydrophile de substances lipophiles à travers la bordure en brosse des entérocytes. 

 la re-synthèse des triglycérides en intra-entérocytaire avant la formation des chylomicrons et la sortie dans les 

canaux lymphatiques. 

Les lipides du repas sont essentiellement constitués de triglycérides (TG). Ils sont hydrolysés dans la lumière 

intestinale, et après absorption dans les entérocytes, ils sont réestérifiés avec des apoprotéines B48 et A1 pour former 

des chylomicrons. Les chylomicrons formés dans l’entérocyte, contenant environ 90% en masse de triglycérides 

d’origine alimentaire, passent via la lymphe par le canal thoracique dans la circulation générale (Figure 31). Au fur et à 

mesure de leur progression, ils vont être progressivement dégradés par une enzyme spécifique, la lipoprotéine lipase 

(LPL), localisée au niveau de l’endothélium vasculaire (Figure 32). L’apolipoprotéine CII des chylomicrons active cette 

enzyme. Les triglycérides transportés par les chylomicrons sont progressivement hydrolysés par la LPL entrainant la 

libération d’acides gras (non estérifiés). Les acides gras et le glycérol libérés sont immédiatement captés par les tissus 

utilisateurs (tissu adipeux, cœur et muscle)(139).  
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L’hydrolyse des acides gras, associée à un enrichissement en apo E, transforme les chylomicrons en remnants qui sont 

captés par le foie grâce à des récepteurs de l’apo E et de l’apo B-100 (LDL-R)(140). 

Le foie remet en circulation les lipides sous la forme de VLDL, et bien que beaucoup plus petites que les chylomicrons, 

elles sont très riches en triglycérides (60-65%). Les VLDL mises en circulation par le foie vont également subir une 

dégradation progressive par la LPL avec libération d’acides gras rapidement captés par les tissus utilisateurs. La 

lipoprotéine va progressivement diminuer de taille pour devenir des IDL (lipoprotéines de densité intermédiaire). 

Une partie des IDL est directement captée et métabolisée par le foie via des récepteurs membranaires de l’apo E. Le 

reste est transformé en LDL captées par des récepteurs du foie mais aussi des tissus extra-hépatiques qui expriment le 

récepteur LDL-R(140). 

Ainsi en période post-prandiale, les lipides ingérés sont directement orientés vers le stockage au niveau du tissu 

adipeux. 

                

Figure 32: Schéma générale du métabolisme des lipoprotéines (139). 
 

Les lipoprotéines de haute densité ou HDL sont secrétées par le foie et l’intestin, cependant l’apo C et l’apo E sont 

synthétisées dans le foie et transférées depuis les HDL hépatiques aux HDL intestinales quand ces derniers arrivent 

dans le plasma. Les HDL secrétées par le foie sont pauvres en lipides et reçoivent dans la circulation des apolipo-

protéines (A, C et E) et des phospholipides issus de l’hydrolyse des chylomicrons et des VLDL.  

Les HDL vont capter du cholestérol libre au niveau des différentes cellules de l’organisme grâce au transporteur ABCA1 

(ATP Binding Cholesterol Acyl Transferase). Les particules HDL en se chargeant en cholestérol vont progressivement 

augmenter de taille donnant naissance aux HDL3 puis aux HDL2 (HDL de grande taille). 

Au sein des HDL, la LCAT (Lecithin Cholesterol Acyl Transferase) transforme le cholestérol libre en cholestérol estérifié 

qui migre au centre de la lipoprotéine. Les HDL vont ensuite subir un catabolisme intra vasculaire sous l’action de la 

lipase hépatique et ainsi donner naissance à des particules HDL-remnants captées par le foie grâce au récepteur  SR-B1 

(Scavenger Receptor Class B type1). La captation du cholestérol membranaire par les HDL réalise ce qu’on appelle le 

transport «inverse» du cholestérol (140). 
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5.2 Rôle du foie dans le métabolisme des lipides : 

Le foie est impliqué dans la captation, la synthèse, le stockage, la sécrétion et le catabolisme des acides gras et des 

triglycérides (141). Le foie adapte ces voies en fonction des conditions nutritionnelles afin de répondre aux besoins de 

l’organisme. 

 Dans des conditions nourries ou de régime riche en carbohydrates, c’est le glucose qui constitue la principale source 

d’énergie. Le glucose permet d’activer la lipogenèse hépatique mais également celle du tissu adipeux et provoque 

l’hypertriglycéridemie post-prandiale. En effet, les lipides alimentaires pris en charge par le foie ne sont pas 

métabolisés par la β-oxydation mais sont au contraire estérifiés en TG pour le stockage; soit sous forme de 

gouttelettes lipidiques dans le foie (stéatose) ou excréter dans des VLDL.  

A l’inverse, au cours d’un jeûne, la lipolyse des tissus périphériques et principalement le tissu adipeux, libère 

d’importants pools d’acides gras qui sont recaptés par le foie (115). Ces derniers vont activer une famille de récepteurs 

les PPAR et notamment PPARa qui va medier la réponse adaptative au jeûne en activant la transcription de gènes 

impliqués dans la capture  et le catabolisme des acides gras (142,143) (Figure 33). Les acides gras ainsi captés par le 

foie vont être catabolisés par β-oxydation pour produire des corps cétoniques utilisés comme substrats lorsque le 

glucose est rare.   

On peut considérer que les acides gras (AGs) précurseurs des TG hépatiques ont 3 origines: 

1. les acides gras dérivés des remnants issus de l’alimentation et captés par le foie.  

2. le pool plasmatique d’acides gras non estérifiés issu de la lipolyse du tissu adipeux. 

3. la lipogenèse de novo. 

    L’importance relative de ces sources dépend des espèces animales ainsi que du statut nutritionnel et de la balance 

énergétique de l’individu. 

          

 

 

 

 

Figure 33: Devenir des acides gras non estérifiés 

pris en charge par les hépatocytes (144).  
FA : fatty acid; FATP : FA transport protein; FAT : FA 

translocase ; ACS :acyl-coenzyme A synthase; NEFA: 

non-esterified FA; FABP:FA binding protein; ACBP: 

acyl-coenzyme A binding protein; MTP: microsomal 

triglyceride transfer protein; TAG: triglycerol.  

 

L’entrée d’AG à chaine longue et très longue dans l’hépatocyte se fait via des transporteurs tels que FATP2 et 5 (Fatty 

Acid Transport Protein) ou FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase). Les acides gras à chaine courte issue principalement de 

l’alimentation diffusent à travers de la membrane plasmique. Une fois dans la cellule, les AGs sont pris en charge par L-

FABP ( Liver-Fatty Acid Binding Protein) et ACBP qui les dirigent vers des compartiments intracellulaires (pour le 

métabolisme) ou vers le noyau pour se lier à des facteurs de transcription tels que les PPARs ou HNF4 (144).  
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5.2.1 La lipogenèse hépatique: 

La lipogenèse hépatique comprend toutes les étapes nécessaires à la synthèse d’acides gras jusqu'à leur estérification 

en TG. Cette dernière répond à deux impératifs dans la cellule; d’une part fournir les AG nécessaires à la synthèse des 

lipides de structure et d’autre part mettre en réserve de l’énergie sous forme de TG. La synthèse des AGs est 

entièrement cytosolique alors que leur dégradation par la ß-oxydation est intra-mitochondriale. Toute biosynthèse 

comme la synthèse des lipides nécessite: 

 De l’énergie apportée par l’ATP et du pouvoir réducteur, fourni sous forme de NADPH, H+ provenant 

essentiellement du fonctionnement de la voie des pentoses phosphates. 

 D’un précurseur unique qui est l'acétyl-CoA.  Ce dernier provient : 

   De la ß-oxydation des acides gras (intra-mitochondriale) 

  De l'oxydation du pyruvate (issue de la glycolyse) 

  De la dégradation oxydative des acides aminés dits cétogènes. 

L’acétyl-CoA, quelle que soit son origine, est formé dans la mitochondrie. Pour servir de précurseur dans le cytosol à la 

synthèse des acides gras, il doit être transporté de la matrice mitochondriale vers le cytosol. Seul le radical acétyle est 

transporté à travers la membrane interne par le système citrate (figure 34). 

                      

Figure 34 : Voies métaboliques de synthèse des TG dans le foie (145). Dans des conditions post-prandiales, les apports alimentaires 

induisent l’activation de (i) la glycolyse via GK et LPK ; (ii) la lipogenèse via l’ATP citrate lyase, ACC et FAS ; (iii) l’élongation et la desaturation via 

ELOVL6 et SCD1 et finalement (iv) GPAT et DGAT pour l’estérification et la synthèse des TG. Dans ces conditions nutritionnelles, l’élévation du taux 

de malonyl-CoA produit de l’ACC, inhibe la L-CPT1 l’enzyme limitante de la β-oxydation (v). PEP: phosphoenol pyruvate ; LCFA : long-chain fatty 

acids ; CPT :carnitine palmitoyltransferase; LPK: liver pyruvate kinase; GK : glucokinase ; ACC : acetyl-CoA carboxylase ; ELOVL6 (LCE) :long-chain 

elongase ; SCD1 :stearoyl-CoA desaturase1. GPAT : glycerol 3-phosphate acyltransferase ; DGAT : diacylglycerol acyltransferase.  
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La lipogenèse De novo : 

La lipogenèse de novo représente la synthèse de nouvelles molécules d'acides gras à partir de substrats non lipidiques, 

particulièrement le glucose. 

Les flux lipogéniques sont finement régulés par les conditions hormonales et nutritionnelles de l’individu. La 

lipogenèse De novo dépend de l’apport en glucides et notamment le fructose ainsi que des taux plasmatiques en 

insuline.  

Contrairement au tissu adipeux où la lipogenèse De novo participe au dépôt in situ de lipides et au stockage d’énergie 

à long terme, la lipogenèse hépatique permet l’export de lipides aux autres tissus via la production de lipoprotéines. La 

lipogenèse hépatique procure ainsi une source d’énergie (stockage de  l’excès de glucides sous forme de lipides) mais 

également des composants structuraux pour les membranes cellulaires. Comme décrit dans la (Figure 35), la synthèse 

De novo d’acides gras se produit dans le cytoplasme.  

Deux effecteurs majeurs de la voie de la lipogenese vont mediés les effets du glucose et de l’insuline: ChREBP (ChoRE 

Binding Protein) et SREBP1-c (Sterol Responsive Element Binding Protein). En effet, ces facteurs vont induire la 

transcription de la pluspart des enzymes impliqués dans cette voie.  

                                         

Figure 35 : Contrôle transcriptionel de la glycolyse et de la lipogenèse (146). 

 
La réaction limitante de la voie de la lipogenese est catalysée par l’ACC (Acétyl-CoA Carboxylase)  puisqu’elle produit 

du malonyl-CoA; un signal métabolique qui en inhibant l’activité de CPT1 (Carnitine-Palmitoyl CoA 1) permet de 

contrôler l’accès des acyl-CoA à la matrice mitochondriale. Il inhibe ainsi leur catabolisme par la β-oxydation et 

contrôle la cétogenèse. 

Il existe deux isoformes d’ACC appelés ACC-1 et ACC-2. ACC-1 est exclusivement cytoplasmique (147) tandis qu’ACC2 

est retrouvée dans le cytoplasme liée à la membrane externe de la mitochondrie (148). Dans le foie, les deux 

isoformes sont exprimées. Selon les conditions physiologiques, la synthèse et la dégradation des acides gras peuvent 

avoir lieu dans cet organe. En effet, bien que catalysant la même réaction, ACC-1 et ACC-2 ont des rôles différents; 

ACC-1 est impliquée dans la synthèse des acides gras et la lipogenèse tandis que ACC-2 intervient dans le contrôle de 

l’utilisation des acides gras (149).  
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L’insuline via SREBP1-c et le glucose via ChREBP et Sp1 peuvent induire la transcription du gène ACC-1.  De plus 

l’insuline en activant la PP2A dephosphoryle et active l’ACC. D’autre part l’activité d’ACC-1 peut être régulée par 

phosphorylation par l’AMPK (5' AMP-activated protein kinase) (150). En effet, au cours du jeûne, l’augmentation du 

rapport AMP/ATP active l’AMPK qui phosphoryle les ACC diminuant ainsi leur activité. 

 Il existe une étroite relation entre le taux de synthèse des acides gras et l’activité de l’acide gras synthase ou FAS 

(fatty acid synthase)(151). En effet, l’activité de cette enzyme est augmentée par l’insuline (via SREBP1-c, USF1 et 

USF2) (152), le citrate et l’isocitrate. A l’inverse, son activité est inhibée par le glucagon, les catécholamines et 

l’augmentation du taux intracellulaire d’acides gras (144). Comme pour l’ACC, le glucose via ChREBP peut induire 

l’expression de FAS (141).  

 Liver X receptor (LXR) est un facteur de transcription activé par les oxystérols; ce dernier est capable d’induire 

indirectement la transcription de FAS via sa liaison à ses éléments de réponses (LXREs) situés dans le promoteur de 

SREBP1 (153) et de ChREBP (154). LXR peut induire directement l’expression de FAS en se liant aux éléments LXREs 

situés dans son promoteur (155). 

 La stéaroyl-CoA désaturase 1, SCD1 (stearoyl-CoA desaturase 1), est l’enzyme qui catalyse la biosynthèse d’acides gras 

mono-insaturés tels que l’oléate (C18:1n-9) et l'acide palmitoléique (16:1n-7), composant majeur des phospholipides 

membranaires, des TG ainsi que des esters de cholestérol. La régulation de SCD-1 se fait au niveau transcriptionnel par 

l’insuline et le glucose et à l’inverse, le  glucagon inhibe sa transcription (156)  

 Des travaux sur des souris déficientes en SCD1 ont montrés que ces dernières étaient résistantes à une obésité et à 

une résistance à l’insuline induite par un régime riche en graisse (157). De même, lorsque ces souris sont soumises à 

un régime déficient en choline et méthionine ou MCDD (methionine-choline-deficient diet), elles présentent peu de 

stéatose mais beaucoup d’apoptose hépatocellulaire (158). Le phénotype des souris SCD1 kO sous MCD s’explique par 

l’accumulation hépatique d’acides gras saturés (SFA: saturated fatty acids) vs d’acides gras mono-instaurés (MUFA : 

mono-unsaturated fatty acids). Ainsi, SCD1 semble être  l’enzyme clé responsable du contrôle de la balance entre le 

pool de SFA et de MUFA. 
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5.2.2 Synthèse hépatique des TG : 

Les enzymes nécessaires à la synthèse des TG se retrouvent dans la fraction microsomale de la cellule. Les chaines 

acyles de l’acyl-CoA sont consécutivement transférées sur du glycérol-3-phosphate produit par la glycolyse ou par 

phosphorylation du glycérol issue de la lipolyse du tissu adipeux. 

 

                            

Figure 36 : Principales enzymes impliquées dans la synthèse des acides gras et des triglycérides (159). 

 
Les enzymes glycero-phosphate acyltransferase (GPAT), acylglycerol-3-phosphate acyltransferases (AGPAT) 

lysophosphatidate acyltransferase, phosphatidic acid phosphorylase (PAP) et diacylglycerol acyltransferase (DGAT) 

vont ainsi successivement permettre l’assemblage d’une molécule de TG (Figure 36).  

A court terme, ces enzymes sont régulées soit de manière allostérique ou par des modifications post traductionnelle 

(ex de l’AMPK qui phosphoryle GPAT). Cependant, à long terme, leur expression dépend de facteurs de transcription 

tels que SREBP-1c et ChREBP ainsi que de récepteurs nucléaires tels que PPARγ et LXR et aussi de la disponibilité de 

leurs ligands (160). 

5.2.3 Stockage des TGs: 

Dans le foie, les TG nouvellement synthétisés sont soit stockés dans le cytoplasme sous forme de gouttelettes 

lipidiques (stéatose) soit incorporés dans des particules de VLDL secrétées dans la circulation sanguine. 

Les gouttelettes lipidiques stockées dans le cytoplasme sont recouvertes par une enveloppe protéique les protégeant 

d’une dégradation par les lipases intracytoplasmiques telles qu’ATGL (Adipose triglyceride lipase), HSL (Hormone 

sensitive lipase) et MGLL (Monoglyceride lipase)(161) (Figure 37).  

Les protéines associées aux gouttelettes lipidiques constituent la famille PAT (Perilipin-ADRP-TIP47) récemment 

renommée famille périlipine. Largement décrite dans les adipocytes de part son rôle de bouclier vis-à-vis des lipases, la 

périlipine intervient dans la voie de signalisation des catécholamines (162).  
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Figure 37: Structure du complexe protéique associé aux gouttelettes lipidiques adapté de J.Watt et al 2008 (161). 

 
En effet, en réponse aux catécholamines, la périlipine est phosphorylée par la PKA ce qui induit un changement 

conformationel de la protéine; cela a pour effet de potentialiser l’activité des lipases HSL et ATGL et d’induire la 

libération d’AGs du tissus adipeux. 

Dans les cellules non adipeuses n’exprimant pas la périlipine, telles que les hépatocytes, les gouttelettes lipidiques 

sont entourées de protéines ADRP (ou perilipine2) dont l’expression est ubiquitaire.  

Cette dernière, ne possédant pas les mêmes propriétés antilipolytiques que la périlipine, serait moins efficace pour 

prévenir la fuite d’acides gras. Le profil d’expression des différents membres de la famille est étroitement lié et très 

complexe, et les facteurs qui régulent l’expression des protéines PAT dans les différents types cellulaires sont peu 

connus. L’expression de la périlipine1 est contrôlée par PPARγ, un facteur clé de la différenciation adipocytaire et de 

manière concordante, la protéine périlipine a été détectée dans des hépatocytes humains stéatotique ou l’expression 

de PPARγ est induite (161). 

5.3 Métabolisme des lipides au cours du jeune : 

 Les adaptations métaboliques majeures qui caractérisent la transition entre l’état nourri et l’état de jeûne visent à 

préserver un niveau minimum et constant de glycémie. Pour cela, l’utilisation du glucose est restreinte et c’est le 

catabolisme des lipides qui prend le relais pour fournir l’énergie nécessaire. Au cours du jeûne, les faibles taux 

plasmatiques d’insuline favorisent la lipolyse du tissu adipeux et la libération d’importants pools d’acides gras recaptés 

par le foie. Ces derniers vont être dirigés vers la mitochondrie pour y être dégradés afin de fournir de l’énergie. 

5.3.1  Hydrolyse des triglycérides hépatiques : 

Les  triglycérides  sont  hydrolysés  par  différentes  lipases  hépatiques qui interviennent à différents niveaux dans la 

cellule (membrane du RE, lysosome et gouttelette lipidique). Ainsi au niveau de la membrane du RE, il existe deux 

lipases: la triglycéride hydrolase (TGH)  (163) et l’arylacétamide deacétylase (AADA) (164).  

Elles sont exposées du côté de la lumière du RE et hydrolysent les TG en DG. L’AADA oriente les  TG  hydrolysés  vers  

la  β-oxydation  puisque  la  surexpression  de  l’AADA  dans  des  cellules MacArdle-RH7777  (lignée hépatomateuse de 

rat) augmente la &-oxydation et diminue la sécrétion des VLDL (164).   

P P

P P
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Au  niveau  de  la  gouttelette  lipidique  cytosolique,  l’ATGL qui hydrolyse les TG en DG, n’est pas associée à la 

sécrétion des VLDL mais oriente plutôt les AG vers la β-oxydation (165,166). L’expression d’ATGL est régulée par les 

conditions nutritionnelles; le jeûne induit son  expression  tandis  que  l’alimentation et  plus particulièrement 

l’insuline, l’inhibe (167,168). L’ATGL intervient dans la première étape de l’hydrolyse des TG stockés dans les 

gouttelettes lipidiques (168).  Les  diglycérides  ainsi  formés  sont  ensuite  hydrolysés  en monoglycérides par la HSL et 

enfin hydrolysés en acides gras libres et en glycérol par la MGLL (169). Chez l’homme, des mutations sur le  gène  de  

l’ATGL  sont  associées  à  une  maladie  récessive  appelée  NLSD  (Neutral  Lipid  Storage Disease), caractérisée par 

une accumulation excessive de lipides et par une myopathie. De  nombreuses  études  d’invalidation  ou  de  

surexpression  de  l’ATGL  ont  permis  de comprendre  son  rôle  au  sein  de  l’organisme  entier  et  au  niveau  du  

foie.  L’invalidation  globale  de l’ATGL chez la souris entraîne une forte accumulation lipidique au niveau des tissus 

adipeux et non-adipeux   tels   que   le   foie,   le   muscle   et   le   cœur   entraînant   de   nombreuses   complications 

cardiovasculaires et une mort précoce (170).  

Un autre mécanisme d’hydrolyse des TG a récemment été décrit : il s’agit de la macrolipophagie. La dégradation des 

gouttelettes lipidiques s’effectuerait dans les autophagolysosomes présents dans le cytoplasme.  

Cette macrolipophagie a lieu majoritairement à jeun et son inhibition augmente le stockage des TG hépatiques (171). 

Dans les lysosomes,  la  LAL  (Lysosomal  Acid  Lipase)  hydrolyse  les  TG et libère les acides  gras qui sont ensuite 

orientés vers la β-oxydation. 

5.3.2 β-oxydation des acides gras : 

Le  catabolisme des AGs par  β-oxydation  se déroule dans la matrice mitochondriale, une première étape d’activation 

des AGs par le coenzyme A via l’acyl CoA synthetase est nécessaire pour permettre le transport des AGs à travers la 

membrane mitochondriale. Le transport des AG du cytosol vers la matrice mitochondriale se fait grâce à la carnitine 

palmitoyltransferase-1 (CPT-1). Cette dernière est inhibée par le malonyl-CoA, produit intermédiaire de la lipogenèse; 

ainsi dans un état nourri la β-oxydation est inhibée pour favoriser le stockage et la distribution des lipides (figure 34).  

Au cours de la β-oxydation, il y a synthèse d’ATP et d’acétyl-CoA, ce dernier est dirigé vers le cycle de Krebs pour 

fournir de substrat. Au cours du jeûne, l’essentiel de l’acétyl-CoA est transformé en corps cétoniques car la production 

dépasse les capacités d’utilisation par le cycle de Krebs. L’acétyl-CoA généré donne naissance à deux corps cétoniques 

: l’acétoacétate et le β-hydroxybutyrate. La cétogenèse au cours du jeûne permet l’apport énergétique au cerveau, aux 

muscles et au rein. 

                                                                                                      

En général les AGs à chaine courtes, moyennes et longues 

(LCFAs)  sont dégradés dans la mitochondrie via la β-

oxydation  cependant ceux à chaines très longues (VLCFAs) 

sont dégradés dans les peroxysomes (Figure 38). Au cours 

du diabète ou lors d’une surcharge en lipides, une ω-

oxydation dépendante des cytochromes P450 se met en 

place dans le RE pour dégrader les LCFAs. Elle va donner lieu 

à des espèces réactives de l’oxygène (ROS) et induire la 

péroxydation des lipides.   

 Figure 38 : Différentes voies d’oxydation des lipides  
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5.4 Contrôle transcriptionnel du métabolisme des lipides : 

SREBP-1 et PPARα constituent les principaux acteurs contrôlant respectivement la synthèse et la dégradation des 

acides gras.  Cependant d’autres facteurs comme LXR a, LXR b, FXR, LRH-1,  le partenaire hétérodimérique RXR, ainsi 

que le récepteur nucléaire particulier SHP peuvent également intervenir dans le métabolisme hépatique des lipides. 

Les PPARs (Peroxisome Proliferator Activated Receptor) : les PPARs sont des facteurs de transcriptions qui 

appartiennent à la superfamille des récepteurs nucléaires. Ils sont activés par la liaison d’un ligand lipophile et 

nécessitent une hétérodimerisation avec leur partenaire RXR (Retinic acid X Receptor) qui a son tour se lie a son ligand 

spécifique l’acide 9-cis rétinoique, un dérivé de la vitamine D. La liaison des PPARs aux éléments de réponses PPRE 

permet la régulation transcriptionnelle des gènes impliqués dans l’oxydation mitochondriale et peroxysomales des 

acides gras (Figure 38)(172). 

 

Figure 39: Signalisation hépatique des lipides 

Sterol-regulatory element binding protein 1: il existe deux isoforme d’SREPB désigné par SREBP-1c et SREBP qui 

différent de par leur expression tissulaire et par la sélectivité de leur gènes cibles. Dans le foie SREBP-1c est 

responsable de la transcription des gènes de la lipogenèse, quant à SREBP-2 il est impliqué dans le contrôle des genes 

impliqués dans le transport et le métabolisme du cholestérol (Figure 39). 

Ci-dessous un tableau résumant les principaux facteurs impliqués dans le métabolisme hépatique des lipides :  

             

Tableau 2 : recepteurs nucleaires les plus abondement exprimés dans les hepatocytes controlant le metabolisme des lipids . 

(adapté de Bechmann et al 2012)(138). 

PPARα Acides gras                      Fibrates régule l’expression de:      Fas  Lipogenèse   

CD36/FAT,  FATP   transport d’AGs

Acetyl-CoA synthetase, CPT1  β-oxydation  

LXR hydroxysterols T091317                      régule l’expression de: SREBP1-c,

SCD-1, Fas  lipogenèse ,

GW3965                                                  synthèse du cholestérol

PPARγ Prostaglandines                  Glitazones régule l’expression de:     SCD- desaturation AGs

CD36/FAT  transport d’AGs

Récepteur nucléaire     Ligands naturel     Agonistes(chimique) Fonction dans le métabolisme des lipides 

PPARδ Acides gras                     Glitazones,                  régule l’expression de SREBP1-c  lipogenèse

GW501516

FXR Acides biliaires                 CDCA                      régule l’expression de SREBP1-c  lipogenèse

GW4064 GW4064 régule la formation des VLDL via SHP
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6 Dérégulation du métabolisme glucido-lipidique et maladies métaboliques 

Le métabolisme glucido-lipidique est finement régulé par les conditions nutritionnelles favorisant l’utilisation ou le  

stockage des réserves énergétiques dans le foie. Les hormones et les nutriments activent ou inhibent les facteurs de 

transcription et les enzymes de façon à orienter le flux de substrats en fonction des  besoins de l’organisme. 

L’altération du métabolisme glucido-lipidique et, en particulier la perturbation de la transduction du signal insulinique 

conduit au développement de pathologies associées au syndrome métabolique. La prévalence des maladies 

métaboliques est en constante augmentation dans les pays industrialisés et en voie d’industrialisation à cause de la 

sédentarité, d’une alimentation hyperlipidique et hyperglucidique mais également à cause de prédispositions 

génétiques.  

 

 Le syndrome métabolique regroupe dans sa définition la présence de plusieurs anomalies métaboliques associées 

(obésité abdominale, hypertriglycéridémie, HDL-cholestérol bas, intolérance au glucose ou diabète de type 2 et 

hypertension). L’obésité et le surpoids représentent un risque majeur de développement de la résistance à l’insuline, 

du diabète de type 2 et de maladies cardiovasculaires. La résistance à l’insuline se produit lorsque l’activation de la 

signalisation insulinique est dérégulée. Dans le foie, elle est caractérisée par une forte production de glucose et une 

augmentation de l’accumulation de lipides, appelée stéatose hépatique. 

Nous verrons dans ce chapitre les mécanismes moléculaires impliqués dans le développement du diabète de type2 de 

la  résistance à l’insuline et de l’accumulation excessive de lipides au niveau du foie au cours du NAFLD.  

 

6.1 Le diabète de type 2 : 

Le diabète de type 2 (T2D) est une pathologie multifactorielle, interface entre la résistance des tissus à l’action de 

l’insuline, et de l’incapacité génétiquement transmise ou acquise des cellules β-pancréatiques à compenser 

l’augmentation des besoins de l’organisme. Chez des sujets sans prédisposition génétique à un diabète de type 2, 

l’augmentation des besoins en insuline qui résulte de l’insulino-résistance est compensée par une insulino-sécrétion 

accrue, ce qui permet de garder une glycémie normale.  

En revanche, chez les sujets prédisposés à un diabète de type 2, l’incapacité des cellules β-pancréatiques à répondre a 

ces besoins conduit à une élévation progressive de la glycémie puis  à un diabète franc. Ce mécanisme d’adaptation est 

appelé phénomène de compensation de l’insulinorésistance par les cellules beta et c’est sa défaillance qui est à 

l’origine du diabète de type2 (Figure 40). Une récente revue de la littérature par Salas. E et al  remet à l’ordre du jour 

le rôle des produits du CDKN2A/B dans le phénomène de compensation des cellules β-pancréatiques ainsi que leurs 

potentiel implications dans les phénomènes de sénescence et de régénération   (173).   

Ainsi on peut distinguer parmi les diabètes de type 2 deux variétés principales; des formes monogéniques, et des 

formes « communes ». 

Les formes monogéniques sont liées à un déficit isolé de l’insulin-osécrétion. Elles ne représentent que 5 à 10 % des 

cas de diabète de type 2 et comprennent les diabètes de type MODY. Ces formes sont de mieux en mieux connues en 
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termes de mutations (glucokinase, facteurs de transcription etc…). L’environnement n’a pas d’impact sur le 

développement de la pathologie et les patients ont un poids normal voir bas. 

Les formes «communes» représentent 90 à 95 % des cas. Elles associent un déficit de l’insulino-sécrétion à une 

insulino-résistance. L’insulino-résistance abolie l’action hypoglycémiante de l’insuline en empêchant ses  tissus  cibles  

comme  le  muscle,  le  tissu  adipeux  et  le  foie  de  métaboliser  le  glucose.  L’insulinorésistance  est responsable  

d’importantes  modifications  des  flux  métaboliques.  Au  niveau  hépatique,  elle  augmente  la  production  de 

glucose en diminuant la capacité de l’insuline à inhiber la glycogénolyse et la néoglucogenèse. L’hyperglycémie 

chronique qui  s’en  suit  entraine  la  détérioration  et  le  dysfonctionnement  de  nombreux  tissus. Ces atteintes 

entrainent des micros angiopathies telles que la cécité, ou des troubles rénaux mais également des amputations  des  

membres inferieures chez  l’adulte. 

                                              

Figure 40 : Evolution du diabète de type 2. Le caractère silencieux et évolutif du diabète de type 2, dont le rythme est variable d’un individu à 

l’autre, permet de comprendre son hétérogénéité clinique et la nécessité d’une prise en charge individualisé. 

 
Les formes communes du T2D sont multifactorielles, où se conjuguent des facteurs héréditaires et des facteurs  

environnementaux. Ce sont ces formes dont la prévalence augmente actuellement, et qui représentent un problème 

majeur de santé publique.  

 En effet, le nombre de patient augmente d'année en année et on estime à 300 millions le nombre  d’individus atteints  

en 2025.Cette prévalence élevée est observée dans d’autres pays occidentaux. En cause, un vieillissement progressif et 

un accroissement spectaculaire du principal facteur de risque, l’obésité. Cette dernière explique aussi l’apparition de 

plus en plus fréquente du T2D chez des adolescents, alors qu’il était autrefois considéré comme le diabète de l’âge 

mûr.  

6.2 Développement de la résistance à l’insuline   

Les conséquences physiologiques de l’insulino résistance dépendent du tissu dans lequel le récepteur à l’insuline est 

atteint. Au niveau périphérique, l’insulino-résistance altère l’absorption du glucose du sang ver les muscles 

squelettiques et le tissus adipeux et, l’échec de l’insuline à régulée la lipolyse conduit à l’augmentation des acides gras 

non estérifiés dans le sérum. Au niveau hépatique, la principale conséquence de l’insulino-résistance est la production 

excessive de glucose. Cet excès de glucose est dû à l’augmentation de la néoglucogenèse et à un déséquilibre de la 

synthèse du glycogène. 

Outre son activité inhibitrice sur la néoglucogenèse et la β-oxydation, l’insuline via l’activation de la kinase Akt régule 

positivement l’expression de gènes de la lipogenèse via l’activation du facteur SREBP1c. L’insulino-résistance 

Durées variable 
s 
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augmente la production hépatique de VLDL et semble intervenir relativement tôt dans la mesure ou uneinsulino-

résistance sur la production des VLDL est déjà observée chez des patients obeses non diabétiques (174). 

Ces données ont été confirmées dans des modèles animaux de diabète de type 2, ou l’augmentation de SREBP1-c et 

de ChREBP activent les enzymes de la lipogenèse. L’augmentation de SREBP1-c pourrait être favorisée par le stress du 

RE lui-même secondaire à l’excès de lipides dans les cellules quant à ChREBP, il serait la conséquence de 

l’hyperglycémie. 

Au début du développement de la résistance à l’insuline, le pancréas compense par une augmentation de la  sécrétion 

d’insuline. Mais cette compensation est de moins en moins efficace et la résistance à l’insuline s’établit définitivement. 

Cette résistance se traduit par un défaut d’inhibition de la production hépatique de glucose à l’état nourri entraînant 

une hyperglycémie alors que la lipogenèse reste fortement activée augmentant les concentrations en malonyl-CoA, un 

inhibiteur naturel de la β-oxydation. L’ensemble de ces processus conduit à une accumulation lipidique excessive dans 

le foie aboutissant aux pathologies de NAFLD. 

L’insulino-résistance et la stéatose peuvent se potentialiser mutuellement et il demeure difficile de savoir laquelle des 

deux est l’étape initiatrice du NAFLD.  

 La  « sélectivité »  de  la  résistance  à  l’insuline  au  sein  du  foie,  entre  les  voies  lipogéniques  et néoglucogéniques,  

pourrait  expliquer  les  effets  paradoxaux  de  l’insuline  sur  le  métabolisme  glucido-lipidique. Plusieurs hypothèses 

ont été émises pour rendre compte de cette sélectivité :  

 des altérations de la signalisation à l’insuline (effets sur les effecteurs de la signalisation insulinique: 

différents effets observés sur IRS1 et IRS2.   

  le stress du réticulum endoplasmique (l’accumulation de TG dans le RE pourrait cliver et activer SREBP-1c) 

  l’inflammation hépatique    

 L’accumulation d’espèces lipidiques spécifiques, (le DAG qui active les PKC; les céramides) 
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6.3 Les maladies hépatiques non alcooliques ou NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Diseases) 

Les  NAFLD  sont déterminées comme  la  manifestation  hépatique  du  syndrome  métabolique  et  sont  considérées 

comme facteurs majeurs de risques cardiovasculaires par l’OMS (Organisation Mondiale de la Santé)(175).   

Le  terme NAFLD  regroupe  un  ensemble  de  pathologies  hépatiques comprenant,  la stéatose  hépatique,  la  

stéatohépatite (NASH),  la  fibrose,  la  cirrhose  et  le  carcinome  hépatocellulaire  (CHC) dont la cause primaire n’est 

pas due a une consommation excessive d’alcool (figure 41).  

 

 

 
 

Figure 41 : Evolution histologique des différentes étapes du NAFLD 

 

6.3.1   La stéatose : 

La stéatose hépatique se caractérise par une accumulation de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme des 

hépatocytes.  La stéatose se développe quand l’apport en acides gras (captation, synthèse de novo ou  alimentation)  

est  supérieure  à  leur  utilisation  (β-oxydation  et  sécrétion  de  VLDL). On estime que 20 % des personnes ayant une 

stéatose vont développer du NASH. En effet, la présence d’une stéatose est un prérequis à l’évolution vers le NASH.  

La lipogenèse est le mécanisme clé de la formation de la stéatose. En cas d’insulino-résistance, elle est activée par 

différentes voies et contribue à environ 20% du stock d’AG intra-hepatocytaires. La première voie est mediée par 

SREBP1c dont l’expression est stimulée par l’hyperinsulinémie et l’hyperglycémie ainsi que par les médiateurs 

inflammatoire. Ce dernier va induire du malonyl CoA qui a pour conséquence de saturer la capacité d’oxydation de la  

mitochondrie. Cette dernière étant incapable d’oxyder des AG vers la production d’ATP, on observe encore une 

accumulation de d’AG.  

Enfin, la lipogenèse est également induite par ChREBP conséquence à l’hyperglycémie. Ce dernier va induire la voie de 

la glycolyse et donc accentuer la charge sur la mitochondrie.  

L’accumulation de lipides dans la cellule induit un déséquilibre de la balance énergétique ce qui altère l’activité de 

l’AMPK. De plus, l’export de VLDL est diminué sous l’action de l’hyperinsulinémie par le biais d’une augmentation de la 

dégradation hépatique des apolipoproteines B.   

Stéatose          Stéatohépatite            Fibrose                  cirrhose             hépatocarcinome
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Ainsi l’ensemble de ces événements vont concourir à un état de surcharge métabolique de l’hépatocyte qui va y 

répondre en formant des gouttelettes lipidiques dont la fonction initiale serait la protection des organelles contre le 

stress oxydatif.    

Les facteurs déclenchant l’apparition d’une inflammation sur un foie stéatosique sont largement discutés et les 

mécanismes mis en jeux sont complexe et non encore élucidés.  

La théorie des deux «hits» est la plus généralement diffusée, décrivant les facteurs concourant à la stéatose (insulino-

résistance; graisse viscérale) et ceux conduisant secondairement aux lésions de stéatohépatite (via la réaction 

inflammatoire).  Cependant, cette hypothèse est assez réductrice et ne tient pas compte de tous les facteurs. Ainsi, 

une théorie plus globale ou dite « Multiple hits» résume mieux la situation (figure 42).   

 
 

             
 

Figure 42 : Théorie du Multiples Hits en cause dans le développement du NAFLD. 

 
Des  facteurs  environnementaux  et  également  génétiques  participent  au  développement  de  la stéatose. D’une 

part l’alimentation riche en lipides mais également en fructose (glucide principalement utilisé par la lipogenèse) 

contribue à l’inflammation et à la résistance  à  l’insuline.  

Chez  les  individus  obèses  ayant  une  stéatose  hépatique associée  ou  non  à  une  résistance  à  l’insuline,  

l’expression  des  enzymes  de  la  glycolyse/lipogenèse comme la GK, l’ACC1, la FAS et la DGAT1 ainsi  que des facteurs 

de transcription LXR, SREBP1c et ChREBP  est  augmentée. 

 

 
Il existe également  des  causes  génétiques  augmentant  le  risque  de  développer  une  stéatose.  En  effet,  de 

nombreuses mutations de gènes existent chez l’homme et sont associées aux NAFLD. Ainsi ces gènes interviennent 

dans le métabolisme lipidique (la synthèse, le captation, l’hydrolyse des TG hépatiques, et la  synthèse  des  VLDL),  

dans  la  signalisation  insulinique et l’inflammation (Figure 43). 

NASH/
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Figure 43 :Gènes  impliqués  dans  le  métabolisme  glucido-lipidique  et  dont  les  mutations  ont  été  associées  au 

développement des NAFLD chez l’homme 

 
 

6.3.2 La fibrose hépatique : 

Les maladies chroniques du foie provoquent à plus au moins long terme des atteintes cellulaires et une inflammation 

prolongée qui entrainent le dépôt de collagène fibrillaire et conduit  au développement progressif d’un état de fibrose. 

La fibrose hépatique est caractérisée par une accumulation anormale de protéines de la matrice extracellulaire 

(collagène de type I et III, protéoglycanes sulfatés, glycoprotéines) qui altèrent l’architecture hépatique en formant des 

ponts de collagène entre les différents lobules. La fibrose peut évoluer vers un état de cirrhose, elle s’accompagne 

généralement d’une perte progressive des fonctions hépatiques et de l’apparition d’une hypertension portale.  

Mécanismes de la fibrose hépatique : 

La fibrose hépatique est un processus naturel de cicatrisation; l’augmentation de la synthèse des composants de la 

matrice extracellulaire telle que collagènes,  glycoprotéines, protéoglycanes et  glycosaminoglycanes va viser à limiter 

l’extension de la réaction inflammatoire et à restaurer l’intégrité du tissu. La pathologie se déclenche lorsque les 

mécanismes qui régulent la production et la  dégradation de ces composés échouent.   

Les cellules stellaires ont un rôle déterminant dans le processus de fibrogenèse ; dans un foie normal, les cellules 

stellaires sont quiescentes et sont impliquées dans le métabolisme de la vitamine A. Au cours de la fibrognèse 

hépatique et sous l’effet de cytokines profibrotiques telles que le TGF-β (majoritairement produit par les cellules de 

Kupffer), ces cellules perdent progressivement leurs contenu en vitamine A, prolifèrent et acquièrent un phénotype 

myofibroblastique caractérisé par l’expression de l’α-actine de type musculaire lisse (aSMA) et la production de 
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collagène fibrillaire. Les cellules stellaires sont situées dans l’espace péri sinusoïdal de Disse ce qui leur permet 

d’interagir directement avec les cellules de Kupffer, les hépatocytes et les plaquettes.  

Les cellules de Kupffer et surtout les macrophages nouvellement recrutés au niveau des sites inflammatoires sont la 

source paracrine principale des médiateurs profibrotiques. Plusieurs travaux ont montré que les macrophages sont la 

première source de TGF-β et de PDGF (176,177).  De plus, la déplétion des macrophages dans les premières phases de 

développement de la fibrose permet la  régression et la résolution de la pathologie suggérant un rôle majeur de ces 

cellules dans le développement de la fibrose hépatique (100,178) (Figure 44). 

 

 

Figure 44 : Mécanisme cellulaire impliqué dans le développent de la fibrose hépatique (177). 
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Situation scientifique des travaux de recherches et données préliminaires  

 
Lors de mon arrivée au laboratoire, l’équipe du Pr Réjane Paumelle s’intéressait au rôle de la protéine p16INK4a dans la 

réponse inflammatoire des macrophages au cours du développent des maladies cardiovasculaires et l’obésité.  

Les résultats obtenus par l’équipe et auxquels j’ai participés ont permis de montrer que l’absence d’expression de 

p16
INK4a 

dans les macrophages primaires murins diminue leur réponse inflammatoire et favorise leur activation 

alternative ou M2 (Cudejko C et al Blood 2011). De plus la déficience de p16
INK4a

 dans des macrophages dérivés de 

monocytes issus de donneurs sains induit un phénotype intermédiaire de macrophages du tissus adipeux ou ATM 

(Adipose Tissue Macrophages) (Fuentes L, et al Diabetologia 2011).  

Cependant, la fonction de p16INK4a dans les macrophages n’est pas suffisante pour influencer le développement de 

l’athérosclérose, ne confère pas de résistance à l’obésité et n’améliore pas l’intolérance au glucose induite par un 

régime riche en graisse (Wouters K et al PloS One 2012).  

Ainsi, et suite à l’observation que des études d’associations de gène ont associé le locus CDKN2A/B au développement 

de maladies cardiovasculaires et T2D, des pathologies dans lesquelles la réponse inflammatoire des macrophages joue 

un rôle important, nous avons orienté notre étude sur le rôle de p16INK4a dans le développent du T2D et du NASH.  En 

effet, nous avions constaté au cours de nos travaux que la déficience de p16INK4a dans les macrophages influencait 

l’expression d’un cluster de gènes impliqués dans la fibrose. De plus, l’absence d’expression de p16INK4a dans les 

cellules hématopoïétiques au cours d’un régime riche en graisse avait tendance à réduire le développement de la 

stéatose des foies de ces souris.  

 Au cours de ma thèse je me suis donc intéressée au rôle de p16INK4a dans le foie : 

1. Au cours du développement du T2D et plus particulièrement dans la néoglucogenèse hépatique mise en place 

au cours du jeûne. 

2. Au cours du développement de la stéatohépatite non alcoolique ou NASH.  
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Résultats 
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1 Article 1 :     Rôle de p16INK4a dans le contrôle de la néoglucogenèse hépatique 

 

 

 

Introduction et situation des travaux de recherches : 

L’hypothèse de facteurs de susceptibilité génétique à développer un diabète de type 2 repose sur des données 

épidémiologiques. À partir d’étude de cohorte de famille, des stratégies de criblage du génome ont été réalisées pour 

identifier le ou les facteurs génétiques de prédispositions. Au cours de ces dernières années de multiples loci associés 

au T2D ont été identifiés dont le locus CDKN2A/B qui fait l’objet de cette étude (179–181). 

 Des études d’association de gènes (GWAS) ont identifiées 3 SNP (rs564398-A, rs2383208-A et le rs-10811661-T) situé 

en  amont  du  locus  CDKN2A qui corrèlent avec le risque de développer le T2D (94,179,180,182,183). Le variant rs-

10811661 situé à 125kb en amont du locus CDKN2A/B  est le SNP le plus fréquemment retrouvé dans les différentes 

populations diabteiques ce qui en fait un puissant marqueur génétique du T2D. Cependant aucune donnée 

fonctionnelle permet de montrer à l’heure actuelle si le produit du CDKN2A (p16INK4a) joue un rôle dans le T2D. 

Les études de corrélations prennent en compte la mesure de la glycémie à jeun des patients. Ainsi, la production 

hépatique de glucose et donc le potentiel néoglucogenique des patients est le facteur prédictif pour le développement 

du T2D.    

En se basant sur ces données et afin de déterminer si p16INK4a (produit de locus CDKN2A/B) pouvait avoir un impact sur 

le développement du T2D, nous avons étudié le rôle de CDKN2A/p16
 INK4a

 dans la néoglucogenèse hépatique. 

 Nous avons caractérisés la réponse néoglucogenique de souris déficiente en p16
INK4a 

 suite à un jeune, puis nous avons 

cherché à déterminer le mécanisme moléculaire mis en jeu, en utilisant des hépatocytes primaires de souris p16
+/+

 et 

p16
-/-

 ainsi qu’une lignée murine hépatocytaire les AML12 transfectée par du siRNA CDKN2A. 
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Résumé des travaux : 

 

Le T2D est une pathologie multifactorielle à la fois génétique et environnementale ; récemment des études 

d’associations de gènes (GWAS) dans différentes cohortes ont mis en évidence une forte corrélation entre le locus 

CDKN2A et le risque de développent du T2D en se basant sur certains paramètres métaboliques tel que la glycémie à 

jeun. Le locus CDKN2A code  pour des protéines  régulatrices du cycle cellulaire tel que la protéine p16INK4a.  p16 INK4a 

est largement décrite dans la littérature pour son rôle suppresseur de tumeurs ainsi que dans la sénescence, 

cependant son rôle dans le contrôle de l’homéostasie hépatique du glucose na jamais été rapporté.  Afin de 

déterminer le rôle de p16 dans le métabolisme hépatique du glucose nous avons utilisés in vivo des souris sauvages 

(p16
+/+

) et déficientes pour p16  (p16
-/-

) et in vitro des hépatocytes primaires et la lignée  AML12.  

Nous avons montrés qu’après un jeune les souris p16-/- présentent une hypoglycémie moins prononcée qui se traduit 

par une expression hépatique plus élevée de gènes de la néoglucogenèse tel que PEPCK, G6Pase et PGC1a.  De plus  

les hépatocytes primaires de souris p16-/- présentent  une meilleur réponse au glucagon que ceux des p16+/+. Enfin 

nous avons montrés que la diminution d’expression de p16INK4a par siRNA dans les AML12 suffit à induire l’expression 

des gènes de la néoglucogenèse et potentialise la réponse de ces cellules à différents stimuli glycogénique. L’effet 

observé dépend de l’activation de la voie PKA-CREB-PGC1A. L’ensemble de ces données montrent pour la première 

fois que p16INK4a pourrait jouer un rôle un cours du développement T2D.    
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2 Article 2                        Rôle de p16INK4a dans le développement du NAFLD 

 

Rôle de p16INK4A dans le développement de la stéatohépatite non alcoholic (NASH) 
 

 

Introduction et situation des travaux de recherches :  

Parmi les nombreuses comorbidités associées au T2D, les maladies du foie gras ou (NAFLD) affectent en moyenne 50% 

des patients atteints du T2D et représentent un facteur de risque important  pour  le développement  de  maladies 

plus graves comme le NASH, la cirrhose et l’hépatocarcinome. 

Plusieurs études génétiques d’association de gènes ont mis en évidence l’association du locus CDKN2A/B, au risque de 

développement du T2D et nous avons récemment montré que p16INK4a influençait la réponse métabolique des 

hépatocytes au cours du jeûne ; et de manière intéressante notre laboratoire a déjà  identifié  p16
INK4a

 comme un gène 

cible de PPARα (Gizard et al), récepteur nucléaire  hautement impliqué dans le contrôle du métabolisme hépatique des 

lipides, du developement de la steatose et du NASH (184) 

D’autres part, notre groupe a également montré que la déficience de p16INK4a influence la réponse inflammatoire des 

macrophages en favorisant la polarisation des macrophages M1 (pro-inflammatoire) en macrophage M2 (anti-

inflammatoire) (185). Cependant, la déficience de p16 INK4a dans les cellules hématopoïétiques de souris sauvages, par 

la technique de transplantation de moelle osseuse, ne confère pas de résistance à l’obésité et n’améliore pas 

l’intolérance au glucose induite par un régime riche en graisse (186). Ces résultats suggèrent donc que p16INK4a 

pourraient influencer le développement du T2D et/ou du NASH par un mécanisme indépendant de son action sur la 

réponse inflammatoire. 

 

Ainsi, l’ensemble de ces données nous a amené à émettre l’hypothèse que p16INK4a pouvait jouer un rôle dans le 

développement de la stéatose et/ou du NASH. 
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Démarches expérimentales et résultats : 

 Afin d’étudier le rôle de p16
INK4a

 dans le développement du NASH, nous avons soumis des souris males p16
+/+

 et p16
-/-

 

à 4 semaines de régime MCD, un régime déficient en choline et méthionine.  

Le régime MCD est bien décrit dans la littérature pour induire des atteintes hépatiques caractérisées par le 

développement d’une forte stéatose avec apparition de foyers inflammatoire, de l’élévation des taux plasmatiques de 

transaminases et suivit du développement d’une fibrose si le régime est maintenu assez longtemps (187,188). 

Les modifications histologiques observées se produisent rapidement et sont morphologiquement semblables au NASH 

humain.  
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Figure 1 : Paramètres métaboliques des souris p16+/+ et p16-/- après 4 semaines de régime MCD. A  la mesure des  taux plasmatique 

des TG et T cholesterole montre une nette diminution due aux 4 semaines de régime avec un effet plus prononcé dans les souris p16
-/-. 

 B la mesure 

du poids des souris montre que la  perte de poids (≈ 40% du poids de départ) des souris p16
+/+ 

et p16 
-/-

 est identique. C  mesure des transaminases : 

les taux plasmatique d’ALAT sont plus elevé dans les p16
-/-

 et suggère un atteinte hépatique plus prononcée.    

 

Après 4 semaines de régime MCD, les souris p16
+/+

 et p16
-/-

 ont perdues de manière identique plus de 40% de leur 

poids d’origine.  La mesure des taux plasmatiques de TG et de cholestérol montre que les souris p16
-/-

 présentent 

moins de TG et Cholestérol circulant comparé aux souris p16
+/+

. De même les taux plasmatiques d’ALAT, marqueur de 

cytolyse hepatocytaire, suggère une atteinte hépatique plus importante dans les foies de souris p16
-/-

. Les taux d’ASAT 

sont quant à eux identiques entre les deux génotypes. 

 

A 

B 

C 
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Figure 2 : Caractérisation de la réponse hépatique des souris p16+/+ et p16-/- après 4 semaines de régime MCD.  

A : coupe histologique après coloration Hématoxyline-Eosine (H&E) des foies de souris p16
+/+

 et p16
-/- 

après 4 semaines de régime MCD. L’analyse 

montre que les foies de souris p16
-/-

 présentent moins de stéatose comparé aux foies de souris p16
+/+

.  B : Les résultats sont également confirmés 

par quantification (Scoring) en double aveugles.  C : Mesure de la réponse inflammatoire : expression génique des cytokines inflammatoires telles 

que TNFα et MCP-1 et mesure de l’infiltration de cellules inflammatoires par CD68 et CD11b. 

 

 

 Afin d’évaluer l’état de développement de la stéatose et/ou stéatohépatite dans les foies de ces souris, nous avons 

réalisé des analyses histologiques et une quantification de la stéatose et de l’inflammation (figure 2). 

 

Nos données montrent, que la déficience de p16INK4a protège les souris contre le développement de la stéatose 

hépatique induite par le régime MCD.  

 En effet, nous observons que les souris p16-/- développent moins de stéatose comparé aux souris contrôles (figure 

2A,B)  sans diminution de la réponse inflammatoire et fibrotique (figure 3). En effet, la mesure et la quantification des 

foyers inflammatoires ne montre pas de différences entre les deux génotypes et la mesure des taux d’expression de 

(TNF, MCP-1, CD68 et CD11b) montre clairement que l’absence de p16INK4a n’affecte pas le développement de la 

réponse inflammatoire. 
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Figure 3 : Mesure de la réponse fibrotique après 4 semaines de régime MCD. Pas de différences dans l’expression génique de Col1a1 et 

α-SMA  dans les foies de souris p16
+/+

 et p16
-/-
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En outre, la mesure des gènes profibrotiques tels que Col1a1 et α-SMA montre que l’absence de p16INK4a n’affecte pas 

le développement de la fibrose. Cependant, le marquage de la fibrose dans les foies de ces souris par du rouge Sirius 

ou par du Trichrome ne nous permet pas de visualiser de la fibrose, probablement à cause du temps trop court du 

régime.  

Ainsi, afin de vérifier si l’absence de p16
INK4a

 affecte ou pas le développement de la fibrose hépatique, nous avons testé 

un modèle de fibrose bien décrit dans la littérature qui consiste à des injections chroniques de tétrachlorure de 

carbone ou (CCL4).  

 

                  

Quantification automatisée
 de la fibrose

W
t C

C
L4

K
o 

C
C
L4

0

1

2

3

4

ns

S
u

r
fa

c
e
 d

e
 f

ib
r
o

s
e
/S

u
r
fa

c
e
 t

o
ta

le

d
e
 f

o
ie

 m
e
s
u

r
é
e
 (

%
)

             

Timp-1

0

1

2
10

15

20

25

30

Ctrl                          CCL 4

***
***

R
e
l.
 e

x
p

re
s
s
io

n

MMP12

0

1

2
20

30

40

         Ctrl                         CCL 4

** **
R

e
l.
 e

x
p

re
s
s
io

n

aSMA

0

2

4

6

8

         Ctrl                         CCL 4

*
*

p16 +/+

p16 -/-

R
e
l.
 e

x
p

re
s
s
io

n

Col1a1

0

1

2
10

20

30

         Ctrl                         CCL 4

*** ***

R
e
l.
 e

x
p

re
s
s
io

n

 

 

Figure 4 : l’absence d’expression de p16INK4a n’a pas d’effet sur le développement de la fibrose hépatique.  Des souris p16
+/+

 et p16
-/-

 

ont été injectées intraperitonéalement (IP) par des doses croissantes de CCL4 pendant 6 semaines. A la quantification histologique (panel gauche) 

de la fibrose hépatique des coupes de foie après coloration au rouge Sirius (panel droit), ne montre pas de différence entre les deux génotypes. B  

l’absence d’expression de p16
INK4a

 n’a pas d’effet sur l’expression des ARNm des gènes profibrotiques tels que Col1a1, aSMA, MMP12 et MMP13 

après 6 semaines d’injections CCL4.  

                            

L’analyse histologique ainsi que la quantification de la fibrose montre clairement qu’il n’y a pas de différences entre les 

souris p16
+/+

 et p16
-/-

. La mesure des marqueurs inflammatoires tels que TNFa et MCP-1 produit principalement par les 

macrophages hépatiques montre que la réponse est identique entre les génotypes. De plus la mesure des marqueurs 

d’infiltration de cellules inflammatoire CD68 et CD11b confirme le phénotype observé (figure 5).   
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Figure 5 : Mesure de la réponse inflammatoire des foies de souris p16+/+ et p16-/-  après 6 semaines d’injections chroniques de 

CCL4. 
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Figure 6 : Mesure de la lipogenèse et synthèse des TG dans les foies de souris p16+/+ et p16-/- après 4 semaines de régime MCD. 

A : Expression geniques des principales enzymes de la voie de lipogenese ; B : Expression genique des enzymes impliquéés dans l’esterification des 

acides gras. 

 

Afin de déterminer comment l’absence de p16INK4a protège les souris contre le développent de la stéatose, nous nous 

sommes intéressé au mécanisme par lequel le régime MCD induit le développement de la stéatose puis d’une 

stéatohépatite. Les données obtenues dans les modèles murins montrent que la déficience en choline et méthionine 

deux précurseurs de la phosphatidylcholine, principal phospholipide contenu dans le revêtement des VLDL, induit un 

défaut de sécrétion des VLDL. De plus, le régime MCD contient du sucrose un substrat lipogénique qui en absence de 

choline et de méthionine  va accentuer son effet et va permettre de développer de l’inflammation. 

 Ainsi ayant mis en évidence que l’absence de p16INK4a ne modifie pas la réponse inflammatoire au cours du 

développement de la stéatohépatite, nous nous sommes intéressé aux voies de lipogenèse et de synthèse de TG. Nous 

avons mesuré l’expression génique des principales enzymes de la voie de la lipogenèse telles  que ACC, FAS et SCD-1 et 

nous n’avons pas observé de différences entre les souris p16
+/+

 et p16
-/-   

(figure 6A).  De même, nous n’observons pas 

de différences dans l’expression des gènes impliqués dans la synthèse des TG (figure 6B). 

Le blocage de la sécrétion des TG par le régime MCD réduit l’expression de l’enzyme SCD-1 et réduit la capacité des 

souris à estérifier les acides gras. Il en résulte une augmentation de la β-oxydation et donc une dépense énergétique 

accrue. Ainsi on observe une perte de poids fulgurante même si les souris se nourrissent normalement.  

Comme nous n’avons pas observé de différence dans la perte de poids des souris, nous avons analysés l’expression 

des principaux gènes impliqués dans la β-oxydation (figure 7). 
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Figure 7 : Mesure de la β-oxydation et de la lipolyse dans les foies des souris p16+/+ et p16-/- après 4 semaines de régimes MCD 

 

4 semaines de régime MCD, n’induisent pas de grosse perturbation de la voie de β-oxydation. Cependant, on observe 

pour certain gènes comme MCAD, UCP2 et particulièrement CPT1 une différence significative entre les deux 

génotypes avec un effet plus prononcé chez les souris déficientes pour p16INK4a. L’effet observé sur ces gènes pourrait 

être due à l’augmentation de la lipolyse induite par l’induction d’ATGL.  

En effet, cette lipase est connue pour relarger des acides gras présents dans les TG des gouttelettes lipidiques intra 

cytoplasmiques. Ainsi, les souris déficientes en p16INK4a présentent une forte expression d’ATGL qui pourrait être 

responsable de l’hydrolyse des TG et donc de la différence de stéatose observé chez ces souris.   

Afin de déterminer par quel mécanisme l’absence de  p16INK4a induit l’expression d’ATGL nous avons tout d’abord testé 

l’effet de la diminution d’expression de p16
INK4a

 dans la lignée murine hepatocytaire AML12  par ARN interférent sur 

l’expression d’ATGL (figure 8).   
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Figure 8 : Effet de la diminution d’expression de p16INK4a sur l’expression d’ATGL et de CPT1. 

On observe que la diminution de p16INK4a dans les cellules AML12 augment l’expression d’ATGL et de CPT1.   

Les résultats obtenus montrent que c’est bien l’expression de p16
INK4a

 qui contrôle et/ou réprime l’expression d’ATGL 

et confirme les résultats observés in vivo.  
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Afin de déterminer si l’effet observé est une conséquence de l’activation de la voie PKA-CREB-PGC1a induite par 

l’activité CDK4, nous avons testé l’effet de l’inhibition de CDK4 en présence de siRNA CDKN2A sur l’expression d’ATGL 

(figure 9). 
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Figure 9 : p16INK4a contrôle l’expression d’ATGL via CDK4 

 

On observe que la diminution d’expression de CDK4 en présence de siRNA CDKN2A abolit presque complètement 

l’action de ce dernier sur l’expression d’ATGL. Ainsi, l’expression d’ATGL induite par la diminution d’expression de 

p16INK4a est dépendante de la CDK4. 

Nos résultats préliminaires montrent que l’effet sur ATGL et la diminution de stéatose observée dans le foie des souris 

p16-/- soumises à un régime MCD, dépendrait de l’activité CDK4 et probablement de l’activation de la voie PKA-CREB-

PGC1-a. 

Une première hypothèse sur le mécanisme impliqué, suggèrerait l’intervention d’autres facteurs de transcription tels 

que PPARa et FOXO1 dont PGC1 constitue un cofacteur transcriptionnel est capable d’induire l’expression d’ATGL. 

Nous avons précédemment montré que dans l’hépatocyte que l’activation de la voie PKA-CREB-PGC1a induisait nos 

seulement l’augmentation du taux de transcrit PGC1a mais également la protéine.  

Pour cela nous allons testés l’effet de l’inhibition de PGC1a et PPARa par siRNA dans les cellules AML12 en présence de 

siRNA CDKN2A sur l’expression d’ATGL. 

Une autre hypothèse serait l’intervention directe de la PKA sur la lipolyse et plus particulièrement son  action directe 

sur ATGL ou le complexe protéique associé aux gouttelettes lipidiques.   

En effet,  dans l’adipocyte sous l’action lipolytique des catécholamines, l’activation de la PKA induit la phosphorylation 

et la  translocation d’HSL ver les gouttelettes lipidiques. De plus la PKA phosphoryle et active la perilipine A ce qui la 
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sensibilise a l’action d’ATGL et d’HSL . On peut ainsi émettre l’hypothèse que l’augmentation de l’activité PKA suite au 

siRNA CDKN2A serait responsable de l’augmentation de l’activité lypolitique de ces enzymes.   

 

En résumé, l’absence de p16
INK4a

  semble protéger les souris contre le développement de la stéatose, probablement en 

augmentant la lipolyse via l’activation d’ATGL. Le mécanisme mis en jeu n’est pas encore totalement élucidé et 

nécessite plus d’investigations. Toutefois, la mesure de l’expression de la protéine et l’activité lipolytique d’ATGL est 

primordiale  pour expliquer l’effet observé in vivo. L’utilisation d’un régime riche en fructose (lipogenique) ou riche en 

graisse permettra de mettre en évidence si la déficience de p16INK4a module l’activité et/ou l’expression ATGL et les 

mécanismes mis en place,  car même si le régime MCD nous a permis d’observer une différence entre les génotypes la 

complexité du modèle rend l’interprétation des résultats assez difficile quand au mécanisme d’action de p16INK4a sur le 

développement de la stéatose. 
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3 Article 3 : Revue  

 

Functional genomics of the CDKN2A/B locus in cardiovascular and metabolic disease: what have we 

learned after the GWAS studies? 

 

Sarah Anissa Hannou1,2,3,4, Kristiaan Wouters1,2,3,4,5, Bart Staels1,2,3,4  and Réjane Paumelle1,2,3,4 
 

 

 

Abstract 

Genome-wide association studies (GWAS) provide an unprecedented opportunity to examine, on a large scale, the 

impact of common genetic variants on complex diseases such as type 2 diabetes and cardiovascular disease. Using 

this approach, numerous studies have associated particular SNP on chromosome 9p21 situated near the CDKN2A/B 

locus with the risk for coronary artery disease and type 2 diabetes. However, the functional role of the gene 

products located nearby this locus, i.e. CDKN2A/B and ANRIL, in the pathophysiology of these conditions is still 

unclear. Here, we review our current knowledge on the functional role of the CDKN2A/B gene products from studies 

using human and mouse models, which may explain the association of the 9p21 high risk locus with cardiovascular 

disease and type 2 diabetes. 
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Introduction  

Type 2 diabetes (T2D) and associated Cardiovascular disease (CVD) are increasing despite great efforts in prevention 

and disease treatment. Although T2D and CVD are clinically linked together, further analyses are needed to account 

for the existence of a shared genetic signature. In line, these last few years, GWAS for CVD and T2D have provided a 

wealth of new information allowing the identification of biological pathways not associated with conventional risk 

factors. A better understanding of the function of the gene products of these loci is required to identify high risk 

individuals who could benefit from targeted preventive measures.  

 

 

1- Functional analysis of the 9p21.3: 

Discovered in 2007 by 3 independents GWAS and replicated since in several other studies, the chromosome 9p21.3 

locus is considered to date, as the most robust genetic marker of coronary artery disease (CAD) and myocardial 

infarction (1). 

The 9p21.3 CVD risk allele is carried by 75% of the European population (50% heterozygous and 25% homozygous) and 

confers an increased CAD risk of ~30% with 1copy and 60% for the carriers of 2 copies of the risk allele. Interestingly, 

the effect is independent of common cardiovascular risk factors, such as hypertension, hypercholesterolemia, 

inflammatory markers, adiposity, sex, age and smoking (1).   

Studies by the enCODE group based on a GWAS have also implicated the 9p21.3 risk region as a risk factor for 

abdominal aortic aneurysms, intracranial aneurysms and stroke (2).This locus is also associated with other vascular 

phenotypes like atherosclerosis severity, with a substantially higher risk allele frequency in subjects with multivessel 

disease (3); suggesting possible effects of this locus on vascular remodeling pathways. The region on chromosome 

9p21.3 is also an important susceptibility locus for type 2 diabetes (4-6), glioma (7,8) and malignant melanoma (9).  

Despite the clear genetic signal at this locus, the underlying biological mechanisms are poorly understood. The 

genome region on chromosome 9p21.3  is complex harboring genes coding for two cyclin-dependent kinase inhibitors, 

CDKN2A and CDKN2B, methylthioadenosine phosphorylase (MTAP) as well as a long non-coding RNA (ANRIL or 

CDKN2BAS)(10). 

 

2-The CDKN2A/B –ANRIL locus: 

The risk alleles are located within and/or nearby the long noncoding RNA (lncRNA) ANRIL, for Antisense Noncoding 

RNA in the INK4 Locus, and officially known as CDKN2BAS (Anti-Sens) lncRNA (11,12). 

In the vicinity of ANRIL, two genes CDKN2A and CDKN2B are know as tumor suppressor. CDKN2A encodes  p16
INK4a

 and 

its alternative reading frame transcript variant p14
ARF 

(p19
ARF

 in mice), and CDKN2B codes for p15
INK4b

. All these genes 

products are cancer-related factors with a well established role in cell cycle control. They act as regulators of cell 

proliferation, apoptosis, senescence and aging (10).  

p16INK4a and p15INK4b are cyclin dependent kinase (CDK) inhibitors Which contain multiple ankyrin repeats domains 

allowing them to bind CDK4 and CDK6, thereby inhibiting complex formation of these CDKs with cyclins. This inhibition 

blocks hyper-phosphorylation of retinoblastoma protein (pRb) and the subsequent activation of the transcription 

factor E2F, which induces gene transcription for cell cycle progression. Although p14ARF is encoded by the same locus 

as p16
INK4a

, it is spliced in to an alternative reading frame and is structurally different from p16
INK4a

. p16
INK4a

 and p14
ARF
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are regulated by independent promoter sequences, however, p14ARF functions also as a cell cycle inhibitor by affecting 

the p53 pathway (reviewed in (10,13,14)). As cell cycle inhibitors, CDKN2A/B products influence key physiological 

processes such as replicative senescence, apoptosis and stem cell renewal (15-17). They are also commonly silenced 

by methylation in a variety of cancers including familial cutaneous malignant melanoma (14). 

 

- ANRIL, the Long Non Coding RNA in the INK4 locus: implications in CVD  

ANRIL is a long non coding RNA transcribed and spliced into multiple linear isoforms including an ANRIL-MTAP fusion 

transcript. Most linear splicing variants are polyadenylate and have a tissue-specifique expression (18); however some 

circular non-polyadenylated variants have also been reported (19).  

Given that the region associated with CVD and T2D risk, encompass any protein coding genes, but overlaps with ANRIL 

sequence, we and others hypothesized that the functional variants are more likely resident in regulatory elements 

rather than involved in gene function.   

Moreover many polymorphisms situated in the 9p21 locus disrupt several predicted transcription factor binding sites 

(20), suggesting that the locus can be regulated by numerous signaling pathways. 

The rs564398, risk allele for diabetes and atherosclerosis stroke is one of the most strongly SNPs correlated with ANRIL 

expression (21). This SNP is predicated to disrupt RREB1 (Ras responsive element binding protein 1) binding site in the 

9p21 locus.  Ras is known to inhibit ANRIL expression and activate CDKN2B. By promoting vascular senescence and 

inducing pro-inflammatory cytokines expression, RAS can thus participate in atherosclerosis progression. 

 Furthermore, Broadbent et a l (22) have shown that ANRIL is expressed in cells that play a role in atherosclerosis, such 

as human coronary artery smooth muscle cells, macrophages, and vascular endothelial cells. ANRIL silencing reduced 

fibroblasts and vascular smooth muscle cells proliferation (23,24). 

Growing evidence suggests that a large proportion of lncRNA bind chromatin modifying proteins to alter gene 

expression. ANRIL has been shown to specifically bind two polycomb proteins: CBX7 (PRC1) and SUZ12 (PRC2), to 

regulate histone modification in the CDKN2A/B locus. Moreover, ANRIL expression levels were shown to be inversely 

correlated with CDKN2A/B expression, and ANRIL depletion in WI38 cells resulted in changes in cell senescence and 

proliferation (25). 

The CVD-risk alleles have been associated with both increased and reduced ANRIL expression. Holdt et al presented an 

analysis of 4 CVD-associated SNPs and their role in the expression of CDKN2A/B and some ANRIL variants in a large 

patient’s sample. In this study they associated increased ANRIL expression with the risk alleles and atherosclerosis 

severity. However the analysis of two other smaller volunteer samples counting 487 and 57 individuals and evaluating 

different ANRIL exons have correlate the risk with a reduction of ANRIL expression . These results suggest that 

different ANRIL splicing variants or transcripts might play a role in atherosclerosis susceptibility.  

Deletion of the chromosome 9p21 orthologous region in mice caused a severe reduction in CDKN2A/B expression, 

particularly in aortic and cardiac tissues (26). However, this has no effect on neighboring gene such as MTAP, 

suggesting a specific effect of ANRIL on CDKN2A/B expression since the deleted interval encompasses the last exons of 

the human ANRIL. This deletion proved to be allele specific and suggests that the action of the human transcript ANRIL 

could depend on its tethering to the chromosome where it is encoded. 

Furthermore, Liu et al analyzed the expression of 9p21 transcripts in purified peripheral blood T-cells from healthy 

donors harboring a common SNP (rs10757278) associated with increased risk of coronary artery disease, stroke and 
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aortic aneurysm. They found that expression of all INK4/ARF transcripts (p15INK4b, p16INK4a, ARF and ANRIL) were 

significantly reduced in these individuals (27). Interestingly and in line with previous data, all the investigated SNPs 

were more strongly correlated with ANRIL expression, suggesting one’s again that ANRIL plays a role in influencing 

disease susceptibility. 

Interestingly, besides decreasing CDKN2A/B expression, the targeted deletion of the orthologous CAD-risk interval in 

mice induced increased animals body weight. The underlying mechanism is currently unknown but leads to the 

hypothesis that this region can also be implicated in obesity development. Moreover and relevant to CVD, primary 

aortic smooth muscle cells (SMCs) from these animals had increased proliferation rate, which may contribute to 

atherosclerotic plaque remodeling (26). This review will further focus on the studies mechanistically linking CDKN2A 

and CDKN2B gene products to cardiovascular disease and type 2 diabetes developments. 

 

3- CDKN2A/B and cardiovascular disease  

All protein products of the CDKN2A/B locus, i.e. p16
INK4a

, p14
ARF

 and p15
INK4b

, are present in normal and atherosclerotic 

human coronary arteries (28). Moreover, in atherosclerotic arteries, these proteins localized in a subset of CD68-

positive macrophages and in some SMCs (28), both cell types dramatically involved in atherosclerosis development. 

Macrophages take up and accumulate lipids to become foam cells, thereby forming the lipid depositions in 

atherosclerotic lesions and initiating inflammatory responses that propagate lesion formation (29). Vascular SMC 

proliferation is a crucial event in vascular wall thickening and fibrous cap formation, leading to vascular occlusion (30).  

Holdt et al. showed that p16INK4a, but not p15INK4b or p14ARF, displays a positive correlation with CD68 gene expression 

and a negative correlation with alpha smooth muscle actin gene expression in atherosclerotic plaques. Indeed, p16INK4a 

mRNA levels were positively correlated with mRNA levels of TNF (28), an important pro-inflammatory cytokine related 

to atherosclerosis (29). Interestingly, TNF has been shown to induce p16INK4a expression in endothelial progenitor cell 

(31). Unfortunately, the study of Holdt et al. was unable to identify a relation between the expression of the 

CDKN2A/B gene products and chromosome 9p21 haplotypes, probably due to the relatively small sample size of this 

study. Thus, we hypothesis that the CDKN2A/B gene products may have a mechanistically relevant roles in 

macrophages and SMC during atherosclerosis development, the major know cause for CVD (32).  

 

CDKN2A/B and SMC 

Our group has previously shown that peroxisome proliferator activated receptor alpha (PPAR) inhibits SMC 

proliferation by increasing p16
INK4a

 expression in human and mouse SMCs (33). p16
INK4a

  deficiency enhanced SMC 

proliferation and intimal hyperplasia in a carotid arterial-injury mouse model (33). p16INK4a may thus be important for 

occlusive vascular events such as (re)stenosis. These observations are in line with the observations of Visel et al., 

showing that deletion of the murine region homologues to the high risk interval in humans leads to increased 

proliferation of SMCs and increased mice mortality (26). Interestingly, ANRIL expression has been associated with 

altered expression of genes controlling cellular proliferation pathways in primary human aortic SMCs (34) and aging 

increases p16INK4a expression in murine SMCs and arteries (35). Recently, it was shown in whole blood RNA from 

healthy volunteers that the atherosclerosis-related risk alleles were associated with lower ANRIL expression levels. 

Moreover, decreased ANRIL expression correlated with common carotid stenosis (23). Additionally, ANRIL knockdown 

in SMCs results in reduced CDKN2A but increased CDKN2B expression levels and reduced cell growth (23). Moreover, 
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eQTL studies for CDKN2B have associated the non coding CAD-risk region with reduced CDKN2B expression in man, 

including adipose tissue and circulating leukocytes. More importantly, recent studies by Leeper et al have 

demonstrated that loss of CDKN2B promotes p53-dependent smooth muscle cell apoptosis and aneurysm formation 

(36). The effect observed in this study was solely mediated through intrinsic vessel-wall cells and not through 

inflammatory immune cells, a concept that goes conversely to the consideration that most cardiovascular diseases are 

inflammatory in nature. 

 

 

CDKN2A/B and monocytes-macrophages 

Next to controlling SMC growth, cell cycle inhibitors are considered protective against atherosclerosis by controlling 

macrophage proliferation. For example, mice lacking macrophage Retinoblastoma protein (Rb), which is under control 

of p16INK4a and p15INK4b (10), have bigger plaques associated with increased macrophage proliferation (37). Likewise, 

p27
kip1

 inactivation, either whole-body (38) or specifically in bone marrow-derived cells (39) increases cellular 

proliferation and aggravates atherosclerosis in apolipoprotein E-deficient animals. Moreover mice deficient for p53 

crossed onto different atherosclerosis-prone mice (ApoE
-/-

, ApoE*3-Leiden or LDL-R
-/-

) develop accelerated 

atherosclerosis (40). These effects seem to be specific to haematopoietic cells since transplant of p53+/+ bone marrow 

to p53-/-/ApoE-/- mice reduced aortic plaque formation and cell proliferation with a markedly reduced apoptosis (41). 

Collectively, these data confirm the importance of cellular proliferation to determine plaque size and suggest that 

control of cellular proliferation not only for SMCs but possibly also macrophages can explain the association of the 

genetic variants in the CDKN2A/B region with cardiovascular risk. Surprisingly, it should be noted that p53 deficiency 

driven by the lysosyme-Cre promoter did not affect total lesion area and had no effect on cellular proliferation 

although a reduced macrophages apoptosis was observed (42).  

The cell-cycle inhibitor p21Waf1/Cip1/Sdi1 is a major mediator of p53 action; it mediates stress-induced p53 dependent and 

p53-independent cell proliferation arrest. However in contrast to the negative growth suppressor p53, p21 seems to 

be proatherogenic. p21 deficiency protect against atherosclerosis through different mechanisms but mainly via 

modulating macrophages phenotype toward an anti-inflammatory state (43).  

Using congenic backcross mouse models, an atherosclerosis susceptibility QTL (Athsq1) was mapped on chromosome 

4 containing the mouse region homologous to the human risk locus (44, 45). Narrowing down the interval, Kuo et al. 

identified a region in which the CDKN2A/B locus was included associated with a 2-fold increase of atherosclerosis. 

Moreover, microarray analysis showed that p16
INK4a

 and p19
ARF

, but not p15
INK4b

, expression was decreased in congenic 

primary macrophages and in mixed monocyte/macrophage populations (46). Authors showed that decreased bone 

marrow CDKN2A expression, using marrow from CDKN2A heterozygous mice, promoted atherogenesis. Interestingly, 

authors observed increased circulating proinflammatory Ly6chi monocytes, as well as increased in vivo monocyte and 

ex vivo macrophage proliferation (45). Interestingly, CDKN2A over-expression in mice did not affect atherosclerosis 

development (47).  

Thus, besides controlling cell proliferation, decreased hematopoietic CDKN2A expression leads to increased 

recruitment of inflammatory monocytes (46) suggesting that inflammatory pathways may be affected by CDKN2A 

products. Indeed, we have recently shown that p16INK4a-deciciency in macrophages decreases their inflammatory 

potential by diminishing STAT1 and NF-κB signaling, leading to a phenotype resembling alternatively polarized 
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macrophages (48). Murakami et al have also demonstrated that p16INK4a exerts an anti-inflammatory effect through 

suppression of IL-6 production in macrophages by accelerating IRAK1 degradation (49). 

However, bone marrow-specific p16INK4a-deficiency did not result in altered atherogenesis or plaque inflammatory 

phenotype (50). Deletion of p16
INK4a

 solely bone marrow-derived is thus not sufficient to affect atherosclerosis 

development. Perhaps the combined deletion, as in the CDKN2A heterozygous mice (46), is necessary to confer an 

apparent atherosclerosis phenotype. In line, p19ARF deletion was shown to induce a comparable phenotype regarding 

to innate immune responses (51). Hence, a combined deletion may enhance the effects on inflammatory pathways in 

macrophages. The observation that p16INK4a-deficient macrophages do not display altered proliferation (48) may 

alternatively, explain why atherosclerosis development was not modified, and suggests that (CDKN2A-dependent) 

macrophage proliferation is an important modifier of atherosclerosis risk. In the light of these results, it would be 

interesting to further investigate the inflammatory lesion phenotype of CDKN2A heterozygous mice published by Kuo 

et al. 

González-Navarro et al. showed that p19
ARF

-deficiency in vascular SMCs increased cellular proliferation and reduced 

apoptosis in vitro (52). However, despite the fact that p19ARF-/- mice displayed aggravated atherosclerosis development 

on an apoe
-/-

 background, cell proliferation was found to be similar in aortic cross sections of these mice. Notably, 

plaque inflammatory phenotype was not affected. p19ARF-/- SMCs and bone marrow derived macrophages (BMDM) 

displayed decreased apoptosis rates in the atherosclerotic lesions. Unfortunately, the authors could not identify 

decreased apoptosis in plaque SMCs or macrophages (52). Therefore, the involvement of other cell types cannot be 

excluded. 

Finally, mice over-expressing p16INK4a in macrophages displayed a prothrombotic phenotype (53). It may thus be 

possible that p16INK4a and p19ARF have different effects on atherogenesis, depending on the cell type involved. 

Therefore, it would be of high interest to compare the effects of decreased CDKN2A expression to the effects of 

separate p16INK4a and p19ARF -deficiency, both on the level of bone marrow and of whole-body, measuring plaque size, 

proliferation of plaque cells and plaque phenotype. Furthermore, the effects of p15INK4b are not yet sufficiently 

investigated.  

 

 

4. CDKN2A/B and Type 2 Diabetes 

T2D is a multifactorial disease, involving both genetic and environmental susceptibility factor. Since the genetic 

variants of the CDKN2A/B locus has also been associated to type 2 development (5,54) but not type 1 diabetes (55), 

numerous GWAS and meta-analysis studies have replicated and confirmed this association in several population 

establishing genes on the CDKN2A/B locus among the strongest candidates conferring susceptibility to T2D across 

different ethnicities (6,54,56-59).  

Recently, a study confirmed that the genetic variant of diabetes risk near the CDKN2A/B locus is associated with 

increased cardiovascular risk, suggesting that CDKN2A/B may regulate a common pathway affecting both conditions 

(60).  
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CDKN2A/B and immune cells 

Like in CVD, it is well recognized that immune cells play a role in obesity-induced glucose intolerance and insulin 

resistance related to T2D. p16INK4a and p15INK4b has already been shown to regulate T-lymphocyte proliferation and 

senescence as well as inducing their apoptosis (61-63). In myeloid cells, p15
INK4b

 has been shown to play a role in 

monocytes proliferation (64). In humans, the phenotype of adipose tissue macrophages is complex since they display a 

mixed classical-alternative phenotype (65). We have shown that down-modulating p16INK4a expression in human 

monocyte-derived macrophages leads to a phenotype resembling a subset of human adipose tissue macrophages that 

may be part of the crown-like structures which surround dead adipocytes in obese adipose tissue (66,67). This crown-

like structure macrophages correlate with insulin sensitivity (66), suggesting a role for macrophage p16INK4a in the 

development of obesity and/or type 2 diabetes. However, we failed to show differences in high fat diet induced 

adiposity nor glucose intolerance in bone marrow-specific p16INK4a-deficient mice (50). As discussed before, deletion of 

only p16INK4a in immune cells may not be sufficient to affect T2D development in mice. We also believe that the effect 

of CDKN2A/B in mice and humans can be completely different which require more investigations. 

 

CDKN2A/B and beta cells 

Emerging evidence indicates that defective insulin secretion in T2D is in part due to loss of beta cell mass (68) and the 

incapacity of beta cells to compensate the decline in tissue insulin sensitivity. Several studies investigated the 

association of combined SNPs associated to T2D risk with glucose tolerance, insulin sensitivity and insulin release in 

distinct non-diabetic populations (69-71). The results showed that the SNPs near the CDKN2A/B gene products are 

associated to impaired first phase glucose-induced insulin secretion rather than defects in glucose tolerance or insulin 

sensitivity (69,72), suggesting that CDKN2A/B products are involved in pancreatic beta cell function. The mechanisms 

underlying the association of the SNPs near the CDKN2A/B gene with impaired insulin secretion and T2D are not fully 

understood. Both CDKN2A and CDKN2B are expressed in pancreatic beta cells (73) and are implicated in pancreatic 

islet regenerative capacity (74,75). In mice, increased expression of p15INK4b induced by TGFbeta is associated with 

pancreatic hypoplasia and impaired glucose-induced insulin secretion (74). p16INK4a has been shown to accumulate in 

many tissues, including pancreatic islets, during aging (17). Moreover, transgenic mice overexpressing p16INK4a exhibit 

decreased beta cell proliferation while aged mice lacking p16
INK4a

 have increased beta cell proliferation. In addition, 

mice lacking inhibitors of p16
INK4a

 expression such as EZH2 and Bmi-1 (two polycomb proteins) exhibit decreased beta 

cell mass and /or mild diabetes (76, 77). On the other hand, increased p16
INK4a

 expression has been associated to the 

inhibitory effect of FFA on glucose-induced proliferation of beta cells in mice (78). This effect seems to be mediated by 

CDK4 pathway since mice lacking CDK4 exhibit insulin-deficient diabetes due to reduction in pancreatic beta cells, and 

mice expressing a CDK4 mutant which cannot bind p16
INK4a

 display pancreatic hyperplasia due to proliferation of beta 

cells (79). Because T2D and ageing induce a decrease in beta cell mass and function (76, 70), it is tempting to speculate 

that increased p16INK4a levels with ageing (75,68) may contribute to the relative failure of islet regeneration -

proliferation and function associated to T2D. 

Recently however, it has been shown that the CDK4-pRB-E2F1 pathway regulates also non-proliferative beta cell 

function by acting directly on insulin secretion capacity via the induction of Kir6.2 gene expression, a key component 

of the kATP channel involved in the regulation of glucose-induced insulin secretion (80). These data open the gate for 

possible new mechanisms of action of the CDKN2A/B locus on beta cell function and consequently on T2D (81).  
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CDKN2A/B in hepatocytes: 

Cells cycle regulator like CDK-Rb-E2F1 has already been implicated in control of metabolic process in muscle, adipose 

tissue and pancreas. However the role of this actor in the liver, one of the main metabolic organs controlling glucose 

homeostasis has not been yet demonstrated. Indeed, it is well know that increased rate of hepatic gluconeogenesis 

contribute to fasting hyperglycemia observed in T2D patients.  

We currently, demonstrate that p16Ink4a regulates fasting-induced hepatic gluconeogenesis through the PKA-CREB-

PGC1A pathway. We demonstrate for the first time that when CDK4 is no linked to p16INK4a it interact with the protein 

kinase A (PKA) and increased its activity leading to increased rate of hepatic gluconeogenesis during fasting . 

Unfortunately, data are currently lacking concerning the association of SNPs and expression levels of CDKN2A/B 

related to T2D. One single study has reported a lack of evidence of an association between the risk-associated SNPs 

and CDKN2A/B gene product expression in human tissues such as colon, liver, and pancreas (82).  

 

Concluding remarks  

Recent publications have shed light on the potential relationship between the CDKN2A/B locus and the development 

of cardio-metabolic disease. Indeed, several studies have focus on the role for the CDKN2A locus, including p16INK4a 

and p19ARF, in atherogenesis either by influencing macrophage and SMC proliferation or apoptosis or possibly by 

affecting inflammatory pathways in macrophages. Moreover, promising results on thrombosis (53), on the association 

of the CDKN2A/B locus to plaque calcification (83) and on a role for p16
INK4a

 in T-lymphocyte survival (61) open the 

gates for other mechanisms and end points of cardiovascular disease to be investigated. ANRIL is a good candidate as 

it correlates with cardiovascular disease and it’s involved in regulating CDKN2A/B expression levels. 

Since the functional evidence of a role for CDKN2A/B gene products in immune cells on T2D development are scarce, 

the clear association of the CDKN2A/B locus with insulin secretion and the evidence that p16INK4a and the CDK4-pRB-

E2F1 pathways control beta cell proliferation and function support the notion that the CDKN2A/B locus influences T2D 

development at least in part by affecting beta cells. 

 Moreover, identifying new metabolic functions for cell cycle regulator like p16
INK4a

 and CDK4 in gluconegenesis allows 

considering new role for the CDKN2A/B genes products in T2D development. 
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Au cours de ma thèse je me suis intéressée au rôle de p16
INK4a

, un inhibiteur du cycle cellulaire, dans le foie au cours 

du développement de maladies métaboliques telles que le diabète de type 2 et la stéatohépatite non alcoolique.  

Nous avons montré, qu’au cours du jeûne, p16INK4a module la voie PKA-CREB-PGC1 et la néoglucogenèse en 

contrôlant l’activité de la CDK4. En effet, nos résultats suggèrent que la déficience de p16INK4a augmenterait l’activité 

de la PKA en induisant la phosphorylation de sa sous unité régulatrice (PKARII) par la CDK4, conduisant ainsi à la 

phosphorylation de CREB et à l’expression des gènes de la néoglucogenèse.  

D’autre part, nous avons également montré que dans un modèle de stéatohépatite induite par un régime déficient en 

choline et méthionine, l’absence de p16INK4a protège les souris contre le développement de la stéatose. L’effet observé 

est indépendant de la réponse inflammatoire et suggère plutôt l’implication de p16INK4a dans la modulation des voies 

d’utilisation des lipides notamment la lipolyse et la β-oxydation. Nous avons en effet observés que l’absence de 

p16INK4a augmente l’expression d’ATGL induisant ainsi la lipolyse des TG ainsi que leur catabolisme par β-oxydation.  

Ainsi, ces données suggèrent que l’absence de p16INK4a module différentes voies métaboliques telles que la lipolyse et 

la β-oxydation pour mobiliser des substrats tels que l’acétyl-CoA pour alimenter des voies de synthèse telles que la 

néoglucogenèse. Cependant, dans un contexte de jeûne, la voie de la β-oxydation n’est pas affectée par l’absence de 

p16INK4a probablement à cause du pool d’acides gras relargué par le tissu adipeux qui constitue à lui seul un apport 

majeur en substrats énergétiques et néoglucogéniques.  

1) Mécanisme d’action de p16INK4a dans le contrôle de la voie PKA/CREB/PGC1 

Les données obtenues concernant le rôle de p16INK4a dans le contrôle du métabolisme des lipides sont préliminaires, 

néanmoins il semble que le mécanisme impliqué dépende de l’activation de la voie PKA-CREB-PGC1 et notamment 

de l’activité de CDK4. 

Les mécanismes par lesquels la CDK4 augmente l’activité de la PKA ne sont pas complètement élucidés. En effet, de 

part sont activité kinase, la CDK4 peut agir directement sur le complexe PKA/PKARII comme nous l’avons 

précédemment montré, cependant elle peut également interagir avec d’autre partenaires comme les AKAP qui sont 

des protéines d’ancrage de la PKA dans les compartiments intracellulaires (260). En effet, des études ont déjà rapporté 

l’interaction entre l’AKAP95 et la cycline D, modulateur de l’activité CDK4 (261). Ces études ont également montré que 

l’AKAP95 médiait  l’interaction entre la cycline D et la PKARII et que la CDK4 était capable de déplacer cette interaction 

(262). L’ensemble de ces données suggère donc l’existence d’un complexe dynamique comportant (CDK4/Cycline D)-

(AKAP95-PKARII) dont l’interaction dépendrait ou pas de la présence de p16
INK4a 

et permettrait ainsi à cette dernière 

de contrôler l’activité de la PKA.  

Afin de confirmer cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier dans notre modèle AML12, après siRNA p16INK4a mais 

également dans les hépatocytes primaires, les autres potentiels partenaires d’interaction de la CDK4 ainsi que leur 

localisation subcellulaire.  
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En plus d’augmenter l’expression des gènes de la néoglucogenèse, nos données montrent que la déficience de p16 

augmente l’expression des gènes de la lipolyse (ATGL) et de la -oxydation (CPT1). Ces données suggèrent que 

l’augmentation d’expression d’ATGL et de CPT1 serait la conséquence de l’augmentation d’expression de PGC1-. En 

effet, PGC1- est un cofacteur transcriptionnel de FOXO et de PPAR, deux facteurs de transcription connus pour 

induire l’expression d’ATGL et/ou de CPT1(166,256,257). Afin de confirmer notre hypothèse, il serait intéressant 

d’inhiber l’expression de PGC1 en même temps que p16INK4a en utilisant des siRNA dans les cellules AML12 et voir 

ainsi si la diminution de p16
INK4a

 dans ces conditions est encore capable d’induire l’expression d’ATGL.. De même, il est 

important de tester l’effet de l’absence de p16
INK4a

 sur la capacité des cellules à se gorger en lipides et également à 

utiliser les lipides in vitro en utilisant des tests fonctionnels (captation, efflux ) dans les modèles AML12 et hépatocytes 

primaires des souris p16
+/+

 et p16
-/-

. Il serait  également intéressant de confirmer le rôle de p16
INK4a

 dans le 

développement de la stéatose in vivo en soumettant les souris à un régime riche en graisse.   

 Il serait également judicieux de s’intéresser aux autres facteurs de transcription tels que HNF4 et GR qui dépendent de 

PGC1- et dont le rôle dans le foie est bien établi dans le métabolisme glucido-lipidique (107,132,258,259). 

Une autre hypothèse pour expliquer l’effet transcriptionnel observé sur les gènes de la néoglucogenèse, de la lipolyse 

et de la -oxydation pourrait impliquer les autres acteurs de la voie CDK4-pRB-E2F1. Bien que le rôle métabolique de 

ces derniers ait déjà fait l’objet de diverses études dans d’autres organes, leurs rôles dans le foie n’est à l’heure 

actuelle pas encore connu (263). En effet, il a été montré que E2F1 et CDK4 sont impliquées dans le contrôle de 

différentes voies métaboliques telles que la lipolyse, la lipogenèse (12,264) l’homéostasie du glucose (253) et la 

fonction mitochondriale (265). La voie CDK4-pRB-E2F1, qui est sous le contrôle de p16INK4a, est un senseur de l’état 

nutritionnel et énergétique de la cellule en particulier dans les cellules β-pancréatiques ou E2F1 régule l’expression de 

Kir 6 favorisant ainsi la sécrétion d’insuline (14,253). 

De manière intéressante, dans le muscle la voie CDK4-pRb-E2F1 réprime l’expression du facteur de transcription PGC1-

 et constitue ainsi un régulateur négatif de la dépense énergétique dans cet organe (265). A l’inverse, nos données 

montrent que dans le foie, l’absence de p16INKa active la CDK4 et probablement la voie pRb-E2F1 et induit l’expression 

des gènes de la néoglucogenèse dont PCG1- pour permettre une meilleure adaptation au jeûne. En effet, il a déjà été 

mis en évidence que PGC1- pouvait avoir des effets dichotomiques entre le foie et le muscle (266). PGC1- est ainsi 

décrit comme une jauge de carburant qui associe demande énergétique (muscle) à source énergétique associée (foie).   

Il serait donc intéressant de tester le rôle de E2F1 dans la régulation de l’expression des gènes de la néoglucogenèse, 

lipolyse et -oxydation par p16INKa. 

 

2) Les régulateurs du cycle cellulaire : de véritables senseurs métaboliques 

Les régulateurs du cycle cellulaire suscitent depuis ces dernières années un regain d’intérêt dans l’étude et la 

compréhension de la physiologie de la cellule. Les récents travaux ont pu mettre en évidence qu’en plus de leur rôle 

de modulateur de la division cellulaire, ces derniers se révèlent être de véritables senseurs métaboliques.  

En effet, des facteurs tels que la nutrition, le stress ou l’exercice physique sont détectés et traduits en stimuli 

prolifératif, la cellule qui reçoit ce signal ne prolifère pas mais au lieu de cela, elle active une réponse métabolique telle 

que l’utilisation du glucose, des acides gras ou la sécrétion d’insuline. La modulation de l’activité des facteurs qui 
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contrôlent une voie métabolique en réponse à des stimuli prolifératifs pourrait donc ouvrir de nouvelles perspectives 

dans la lutte contre les maladies métaboliques telles que le diabète de type 2, l’obésité, mais aussi dans la lutte contre 

le cancer. 

Les études utilisant des modèles murins déficients pour les différents régulateurs du cycle cellulaire ont pu montrer 

que la cycline D1, D2, CDK4 et E2F étaient impliquées dans le contrôle de l’homéostasie du glucose et particulièrement 

dans la sécrétion d’insuline, cependant les phénotypes observés sont majoritairement dus à un défaut post natal de 

prolifération des cellules pancréatiques. Toutefois, le fort taux d’expression de ces facteurs dans les cellules β-

pancréatiques suggérerait, en plus de leur rôle dans la prolifération et le développement, un rôle plus important dans 

la physiologie des cellules β-pancréatiques. Ainsi, les plus récentes analyses ont pu montrer que ces acteurs sont 

impliqués dans la lipolyse, la lipogenèse, l’homéostasie du glucose, ainsi que la fonction mitochondriale. 

Nos données sont dans la continuité des travaux précédemment décrits et constituent aussi les premiers résultats qui 

mettent en évidence l’importance de ces facteurs dans le contrôle hépatique de la néoglucogenèse. Cependant la 

divergence des résultats obtenus entre les différentes études reflète la complexité des mécanismes mis en jeu qui 

dépendent probablement du contexte métabolique et renforcent la nécessité d’étudier les mécanismes moléculaires 

par lesquels les voies impliquées dans le cycle cellulaire contrôlent le métabolisme énergétique. 

L’hyperactivité de la voie CDK4/Cycline D-pRB-E2F, ainsi que les altérations des CKI sont largement connues comme 

étant impliquées dans la prolifération anormale des cellules cancéreuses (267). L’augmentation de la prolifération est 

très souvent associée à un changement du métabolisme de la cellule cancéreuse qu’on appelle l’effet Warburg. La 

compréhension des mécanismes moléculaires impliqués dans la transition entre prolifération et différenciation 

cellulaire aidera à la découverte de nouvelles cibles pour le traitement, non seulement des pathologies liées au 

métabolisme telles que l’obésité et le diabète, mais également du cancer,  

 
 
 
3) p16INK4a contrôle la voie de la néoglucogenèse : lien fonctionnel de l’association du locus CDKN2A au risque de 
développer le T2D ?  
 
Nos travaux nous ont également permis d’identifier un lien qui pourrait exister entre le locus CDKN2A/B et le risque de 

développer le T2D qui se traduit par la modulation de la néoglucogenèse hépatique. Nos données proposent une 

première analyse fonctionnelle des études de GWAS qui associent  les SNP sur le CDKN2A/B et le risque de développer 

le T2D. Cependant, afin de confirmer ces données, il est nécessaire de vérifier si la déficience de p16INK4a influence le 

développement du diabète de type 2 chez la souris suite à un régime riche en graisse. 

Des analyses préliminaires de la mesure du taux d’expression génique de p16
INK4a

 dans des foies de patients obèses 

diabétiques vs obèses normaux glycémiques ne nous permettent pas de voir de différences d’expression de ce gène 

entre ces groupes suggérant que le diabète n’influence pas l’expression de p16
INK4a

 dans le foie des patients obèses. 

Ces résultats sont néanmoins à confirmer dans une cohorte plus importante de patients diabétiques comparée à des 

patients minces. 

La base de données Genevar (GENe Expression VARiation) permet d’identifier des régions eQTL, c’est à dire des 

polymorphismes génétiques associés à une expression d’ARNm différentielle d’un ou plusieurs gènes. Cette base de 

http://www.sanger.ac.uk/resources/software/genevar/
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données regroupe les résultats issus de 4 études publiées entre 2009 et 2012. Cependant le polymorphisme 

rs10811661 associé au locus CDKN2A/B n’a été génotypé que dans l’étude de Stranger et al (268). 

 Des polymorphismes génétiques associés à une modification du profil d’expression génique d’une lignée 

lymphoblastoïde ont été analysés dans un échantillon de 726 individus. Une association entre le SNP rs10811661 et le 

niveau d’expression des gènes CDKN2B, CDKN2A, ANRIL et MTAP a été recherché à partir des données issues des 

travaux de Stranger et al. Deux et trois sondes différentes ont respectivement mesuré le niveau d’expression des 

gènes CDKN2B et CDKN2A. D’après les résultats, l’allèle mineur du polymorphisme rs10811661 tendrait à être associé 

à une diminution de l’expression du gène CDKN2A mais uniquement chez les individus  d’origine mexicaine. 

Aucune autre association significative entre le polymorphisme rs10811661 et l’expression des gènes CDKN2B, 

CDKN2A, et MTAP n’a été mise en évidence dans les lymphoblastes (sans exclure qu’un manque de puissance 

statistique  puisse expliquer ce résultat). 

 
Conclusion : 

Alors que le rôle des régulateurs du cycle cellulaire dans le contrôle de la croissance, la prolifération et l'apoptose a été 

largement étudié, il existe peu de données sur leurs effets métaboliques. Les premiers résultats obtenus soutiennent 

l’hypothèse que ces facteurs jouent un rôle central dans la coordination de la transition entre la prolifération cellulaire 

et le métabolisme. Ainsi, l’étude de ces mécanismes pourrait  ouvrir de nouvelles perspectives dans la lutte contre les 

maladies métaboliques telles que le diabète de type 2, l’obésité, mais aussi dans la lutte contre le cancer. D’autant que 

ces acteurs, déjà impliqués dans le cancer, sont aujourd’hui associés par les GWAS au T2D. 
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RESUME 

Le T2D est une pathologie multifactorielle à la fois génétique et environnementale ; récemment des études 

d’associations de gènes (GWAS) dans différentes cohortes ont mis en évidence une forte corrélation entre 

le locus CDKN2A et le risque de développent du T2D en se basant sur certains paramètres métaboliques tel 

que la glycémie à jeun. Le locus CDKN2A code  pour des protéines  régulatrices du cycle cellulaire tel que la 

protéine p16INK4a.  p16 INK4a est largement décrite dans la littérature pour son rôle suppresseur de tumeurs 

ainsi que dans la sénescence, cependant son rôle dans le contrôle de l’homéostasie hépatique du glucose 

na jamais été rapporté.  Afin de déterminer le rôle de p16 dans le métabolisme hépatique du glucose nous 

avons utilisés in vivo des souris sauvages (p16+/+) et déficientes pour p16  (p16-/-) et in vitro des hépatocytes 

primaires et la lignée  AML12.  

Nous avons montrés qu’après un jeune les souris p16-/- présentent une hypoglycémie moins prononcée qui 

se traduit par une expression hépatique plus élevée de gènes de la néoglucogenèse tel que PEPCK, G6Pase 

et PGC1a.  De plus  les hépatocytes primaires de souris p16-/- présentent  une meilleur réponse au glucagon 

que ceux des p16+/+. Enfin nous avons montrés que la diminution d’expression de p16INK4a par siRNA dans les 

AML12 suffit à induire l’expression des gènes de la néoglucogenèse et potentialise la réponse de ces cellules 

à différents stimuli glycogénique. L’effet observé dépend de l’activation de la voie PKA-CREB-PGC1A. 

L’ensemble de ces données montrent pour la première fois que p16INK4a pourrait jouer un rôle un cours du 

développement T2D.    

 

ABSTRACT 

Type 2 diabetes is hallmarked by insulin resistance, impaired insulin secretion and increased hepatic glucose 

production. The worldwide increasing prevalence of T2D calls for efforts to understand diabetes 

pathogenesis in order to improve disease prevention and management. Recent genome wide association 

studies (GWAS) have revealed strong associations between the CDKN2A/B locus and T2D risk. The 

CDKN2A/B locus contains genes encoding cell cycle inhibitors, including p16Ink4a, which have not yet been 

implicated in hepatic glucose homeostasis. Here we show that p16Ink4a-deficiency enhances fasting-induced 

hepatic glucose production in vivo by increasing gluconeogenic genes expression.  

p16Ink4a down regulation leads to the activation of PKA- CREB-PGC1α signalling through increased PKA 

regulatory subunits (PKAR2) phosphorylation. Taken together, these results provide evidence that p16Ink4a 

controls fasting glucose homeostasis and could as such be involved in T2D development. 

Our results identify p16Ink4a as a modulator of the PKA-CREB-PGC1A signalling pathway and hence as a 

regulator of fasting hepatic glucose homeostasis, independent of its function as cell cycle regulator. 
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ANNEXE 1 

 

Injection chronique de CCl4: modèle de fibrose hépatique.  
 
Animaux: 
Souris C57Bl/6 J (male ou femelle), 8 semaines. 
 
Agents: 
Tetrachlorure de carbone (CCl4): Sigma (réf 289116) 
Vehicule: Huile olive stérile. 
 
Protocole: 
CCL4 est mixée avec huile d’olive stérile puis injectée en IP. 
 
Semaine 1: 2 injections (i.e. Lundi et Jeudi) 
2µl CCL4 + 98µl huile d’olive par souris par injection. (Calculer pour 25g souris, adapter le volume d’injection 
en fonction du poids de la souris i.e. 100µl pour 25g, 104µl pour 26g, 108µl pour 27g…) 
 
Semaine 2: 3 injections (Lundi, mercredi et vendredi) 
4µl CCL4 + 98µl huile d’olive par souris par injection. 
 
Semaine 3: 3 injections (Lundi, mercredi et vendredi) 
6µl CCL4 + 98µl huile d’olive par souris par injection. 
 
Semaine 4: 3 injections (Lundi, mercredi et vendredi) 
8µl CCL4 + 98µl huile d’olive par souris par injection. 
 
Semaine5: Lundi: sacrifice. La fibrose dans ce modèle se développe de manière très hétérogène. Il est donc 
important de prendre un échantillon de chaque lobe de foie pour analyser la fibrose sur coupe histologique, 
biochimique (test hydroxyproline) et au niveau moléculaire (ARNm). 
 

             

 

Les souris sont traitées pendant 4 semaines au CCL4 (tétrachlorure de Carbonne) Sigma (ref 289116). Le 

traitement se fait par injection intra péritonéale du CCL4 dilué dans de l’huile d’olive stérile. 

Les doses de CCL4 sont ajustées en fonction du poids des souris. La fibrose dans ce modèle se développe de 

manière très hétérogène. Il est donc important de prendre un échantillon de chaque lobe de foie pour 

analyser la fibrose sur coupe histologique, biochimique (test hydroxyproline) et au niveau moléculaire 

(ARNm). 
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Dosage plasmatique des enzymes hépatiques : 

Au cours du protocole CCL4 des prélèvements sanguins sont effectués chaque semaine et une mesure 

du taux des transaminases ASAT (Aspartate Amino Transférase) et ALAT (Alanine Amino Transférase) 

est réalisé. 

 

Histologie : 

Les foies  prélevés au moment du sacrifice sont immédiatement immergés dans du PAF puis stockés à 

4°C. L’étape suivante consiste à déshydrater les prélèvements afin de permettre une bonne inclusion 

dans la paraffine. Pour cela les échantillons sont déposés dans des cassettes d’histologie puis soumis à 

différents bains d’alcool et de xylène suivant le protocole suivant : 

3 bains successifs d’alcool 95% de 30 min chacun.  

3 bains successifs d’alcool 100% de 30 min chacun.  

3 bains successifs de xylene de 30 min, 1h et 30 min mais n’excédant pas au totale 3h.  

1 bain de paraffine d’1h à 70°C. 

1 nuit dans paraffine à 70°C.  

Une fois les blocs de paraffine préparés, des coupes de 5µm sont réalisées sur un microtome (LEICA RM 

2145). Ces coupes sont ensuite déposées sur des lames spécifiques et laissées à séchées dans l’étuve à 

37°C  pendant 24h.  

 

COLORATION  

Selon les protocoles, nous avons effectué deux types de marquage ; un marquage sirius Red pour le 

protocole fibrose et un marquage Hematoxyline/Eosine (H/E) pour le protocole stéatose. 

Dans les deux protocoles, les coupes ont subi en premier une étape de déparaffinage. Par la suite après 

deux lavages au PBS1X pendant 5min les lames sont placées dans la solution de Sirius Red durant 30 

min.  Après un lavage de 2 à 4 min à l’eau courante, les coupes sont mise 2 min dans  de l’alcool à 95° 

puis  dans deux autres bains d’alcool absolu. 

Apres un dernier bain de 2 min dans le xylène, le montage des lames est réalisé à l’EuKitt. 

 

Déparaffinage des lames d’histologie : 

Une fois les coupes de foie réalisées, les lames sont mise à sécher dans l’étuve à 37°C pendant 24h. Elles 

sont ensuite immergées 3 fois dans des bains de clearene pendant 5 min. Par la suite, les lames 

subissent 3 bains d’alcool pendant 2 min (100, 95 et 70%) et une dernière étape de lavage à l’eau 

courante. Les lames sont prêtes, soit  pour une coloration H&E ou pour une coloration Sirius Red.  

 
 
 


