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Titre : Impact de la microalgue Odontella aurita sur la prévention de I’insulino-résistance et
I’inflammation hépatique induites par un régime hyper-lipidique ; mise en évidence des mécanismes
insulino-sensibilisateurs des acides gras polyinsaturés oméga-3 au niveau neuronal.
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Résumé : Le syndrome métabolique est
caractérisé par de nombreuses perturbations
métaboliques comprenant: la dyslipidémie,
I’obésité abdominale, la résistance a ’insuline
et ’hypertension. Ces perturbations constituent
des facteurs de risques pour le développement
du diabéte de type-2. Les acides gras
polyinsaturés de la famille des oméga-3 (AGPI
oméga-3) ont plusieurs effets bénéfiques en
modulant les facteurs de risques du syndrome
métabolique par I’intermédiaire de multiples
mécanismes. Cependant, leurs impacts sur la
résistance a I’insuline et le diabéte de type 2
sont encore inconnus.

Au cours de ce travail, nous avons étudié
I’effet de Odontella aurita (OA), une
microalgue riche en EPA (AGPI oméga-3) et
antioxydants, sur la prévention de 1’obésité et la
résistance a I’insuline induites par un régime
riche en acides gras saturés High-Fat (HF). En
effet, nous avons montré que le régime HF
soumis aux rats pendant 8 semaines favorise la
résistance a I’insuline qui se caractérise par une
augmentation de l'insulinémie ainsi qu’une
diminution de l'expression du récepteur de
I'insuline. De plus, le régime HF provoque une
diminution de la sensibilité du récepteur a
l'insuline en inhibant son activité tyrosine
kinase. Le régime HF augmente également
I'expression du récepteur TLR4, ce dernier joue
un réle crucial dans linstallation de la
résistance a l'insuline par l'intermédiaire de
l'activation des voies proinflammatoires via sa
liaison avec la résistine et le LPS. En effet,
l'augmentation de I'expression de TLR4 est
associée avec lactivation des MAPK
proinflammatoires JNK et P38. Cependant,
I'enrichissement du régime HF avec la
microalgue normalise l'insulinémie et les
niveaux d'expression du récepteur a l'insuline.
Son activité tyrosine Kinase est aussi restaurée.
Et dune  maniére intéressante, la
supplémentation du régime HF avec la
microalgue réduit I'expression du récepteur
TLR4 et inhibe les voies proinflammatoires au
niveau hépatique.

Le récepteur TLR4 et I’activation des voies
pro-inflammatoires jouent un réle important
dans l’induction de la résistance a 1’insuline.
Afin dexplorer les mécanismes moléculaires
impliqués dans la régulation de I’expression de
TLR4 et déterminer les voies
proinflammatoires impliquées dans l'induction
de la résistance a l'insuline par les acides gras
saturés, ainsi que la mise en évidence des
meécanismes insulino-sensibilisateurs des AGPI
oméga-3, nous avons utilisé les cellules SH-
SY5Y (cellules de neuroblastome humain). En
effet, les cellules SHSY5Y ont été exposées
pendant 4h a I’acide palmitique (PA, acide gras
saturé) ou au DHA (oméga-3) puis traitées avec
la résistine. Tout d'abord, nous avons analysé
I'effet de la résistine, le PA et le DHA sur les
marqueurs de l'inflammation. Seule la résistine
est capable dactiver NFkB et augmenter la
phosphorylation de Akt et de p38 MAPK.
Toutefois, le prétraitement avec le PA
augmente I'expression  des  cytokines
inflammatoires (IL6 et TNFa), similaire a la
résistine. D’une maniére intéressante, le
prétraitement au DHA supprime 1’effet d PA et
la résistine et prévient 1’augmentation de
I’expression de IL6 et TNFa. Nous avons
ensuite étudié la possibilité dun effet
synergique entre la résistine et le PA sur
I’expression de TLR4. En effet, le
prétraitement avec le PA augmente I'expression
de TLR4 alors que le prétraitement au DHA n'a
aucun effet. Nous avons montré aussi que le
prétraitement au PA potentialise les effets de la
résistine en augmentant le recrutement de
TLR4 dans les radeaux lipidiques
membranaires.

En conclusion, nos résultats montrent que
les acides gras polyinsaturés oméga-3
préviennent l'inflammation et la résistance a
I'insuline induite par les acides gras saturés via
la régulation de la voie de signalisation de
TLR4 empéchant ou au moins retardant
I’installation de la résistance a I’insuline.
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Title : The microalgae Odontella aurita prevents insulin resistance and liver inflammation induced
by high fat diet ; identification of the insulin-sensitizing mechanisms of omega-3 polyunsaturated

fatty acids at the neuronal level.
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Abstract The beneficial effect of
polyunsaturated omega-3 fatty acid
consumption regarding cardiovascular diseases,
insulin resistance and inflammation has been
widely reported. Fish oil is considered as the
main source of commercialized w-3 FAs, and
other alternative sources have been reported
such as linseed or microalgae. However,
despite numerous reports, the underlying
mechanisms of action of w-3 FAs on insulin
resistance are still not clearly established,
especially those from microalgae. Here, we
report that Odontella aurita, a microalgae rich
in w-3 FAs eicosapentaenoic acid, prevents
high fat diet-induced insulin resistance and
inflammation in the liver of Wistar rats. Indeed,
a high fat diet (HFD) increased plasma insulin
levels associated with the impairment of insulin
receptor signaling and the up-regulation of toll-
like receptor 4 (TLR4) expressions.
Importantly, Odontella aurita-enriched HFD
(HFOA) reduces body weight and plasma
insulin levels and maintains normal insulin
receptor expression and  responsiveness.
Furthermore, HFOA  decreased TLR4
expression, JNK/p38 phosphorylation and pro-
inflammatory factors. In conclusion, we
demonstrate for the first time, to our
knowledge, that diet supplementation with
whole Ondontella aurita overcomes HFD-
induced insulin  resistance through the
inhibition of TLR4/IJNK/p38 MAP kinase
signaling pathways.

High circulating levels of saturated free
fatty acids such as palmitate promote
inflammation and insulin  resistance in
peripheral tissues. In contrast, polyunsaturated
fatty acids such docosahexaenoic acid (DHA)
exhibit a protective action. The deleterious
effects of palmitate have been attributed to its
potential action through Toll-like receptor 4
(TLR4). In addition, resistin, an adipokine, has
been also reported to promote inflammation
and insulin resistance via TLR4 signaling. In
the brain, palmitate and resistin trigger
neuroinflammation and insulin resistance.
However, the potential link between palmitate
and resistin regarding TLR4 signaling at the
neuronal level is unknown.

Here, using human SH-
SY5Yneuroblastoma cell line we showed that
palmitate  pretreatment impaired insulin-
dependent Akt and Erk phosphorylation

whereas DHA maintained or even increased
insulin action. Palmitate but not DHA induced
TLR4 up-regulation associated with the
augmentation of IL6 and TNFa expression.
We confirmed that resistin bound to TLR4
leading to the activation of Akt and p38 MAP
kinase phosphorylation. Similarly to palmitate,
resistin treatment induced the up-regulation of
IL6 and TNFo and activated NF«xB.
Importantly, palmitate potentiated the resistin
action towards the activation of NFkB; in
contrast DHA inhibited resistin action. In
addition, palmitate but not DHA increased
membrane lipid rafts and TLR4 expression
with increased TLR4 recruitment to membrane

lipid rafts. Palmitate but not DHA also
increased resistin-induced
TLR4/MYDS88/TIRAP  complex formation
necessary for TLR4 signaling. In conclusion,
palmitate  increased TLR4  expression
promoting resistin signaling through this

receptor and its recruitment to membrane lipid
rafts. These effects were prevented when
neuronal cells were pretreated with DHA.

Taken together, these results demonstrate
that omega-3 fatty acids prevent saturated fat-
induced inflammation and insulin resistance
through  resistin/TLR4  signaling  thereby
preventing insulin resistance.
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|. Le syndrome métabolique

1. Introduction

Le syndrome métabolique est deéfini comme un ensemble de perturbations

métaboliques associant des anomalies morphologiques, physiologiques
biochimiques, en lien avec I'obésité et prédisposant au diabete de type 2 et aux

risques cardiovasculaires.

Il a été décrit pour la premiére fois en 1923 par le physicien suédois Kylin, comme
I'association de I'hypertension artérielle, I'hyperglycémie et I'hyperuricémie (Nilsson,
2001). En 1947, Jean Vague décrit I'obésité androide comme le type d’obésité le
plus souvent associé aux anomalies métaboliques observées dans le diabéte de type
2 et les maladies cardiovasculaires (Vague, 1996). C’est finalement en 1988 que
Reaven décrit le « syndrome X », aujourd’hui syndrome métabolique (SM). Il suggere
que [I'hyperinsulinémie observée chez les sujets résistants a [linsuline est
responsable d’'une stimulation de la production de VLDL par le foie favorisant ainsi
une hypertriglycéridémie et une augmentation du risque cardiovasculaire. Ainsi,
Reaven propose d'individualiser I'ensemble de ces troubles métaboliques en
syndrome, qui regroupe initialement l'intolérance au glucose, I'’hyperinsulinémie,
'augmentation des VLDL et des triglycérides (TG) et la baisse du cholesterol HDL, la
résistance a l'insuline étant a la base de cette physiopathologie (Reaven, 1988a).
Par la suite le rbéle de I'obésité dans le développement de ce syndrome avait été mis
en évidence (Shirai, 2004).

Le syndrome métabolique a été défini pour la premiére fois en 1999 par

et

I'organisation mondiale de la santé (OMS). Depuis, un grand nombre de définitions

et de critéeres pour décrire ce syndrome ont été proposés et varient selon les

organismes de santé ou les pays (définition de I'EGIR, « European Group for

the study of Insulin resistance » en 1999, du NCEP-ATP IlI, « National Cholesterol

Education Program - Adult Treatment panel Ill » en 2001, de 'AACE, « American

Association of Clinical Endocrinologist » en 2003, de I'AHA, « American Heart

Association » en 2004 ou de I'IDF, « International Diabetes Federation » en 2006).
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Cependant il y a consensus pour parler de syndrome métabolique dans le cas ou
au moins trois des facteurs de risques suivants sont associés chez la méme
personne (Alberti et al., 2009) :

e Une obésité abdominale : dépendante des populations et des pays.

e Un niveau élevé de triglycérides : > 150 mg/dL.

e Un faible taux du cholestérol HDL : < 40 mg/dL chez 'homme et < 50 mg/dL
chez la femme.

e Une hypertension artérielle : pression arterielle > 130/85 mm Hg

e Une hyperglycémie a jeun : > 100 mg/dL.

D’autres facteurs de risques, en plus de ceux décrits ci-dessus pourraient
s’ajouter. Par exemple le tabagisme, l'inflammation, une microalbuminurie et un

niveau élevé de cholestérol LDL.

Cependant le risque de développer un syndrome métabolique reste étroitement
lié a 'obésité et la résistance a I'insuline. En effet, I'obésité est associée a un risque
accru de développer une résistance a l'insuline, et ainsi le développement de ces
deux pathologies entrainerait les autres signes du syndrome métabolique (Kahn et
al., 2006).

L'obésité et I'insulino-résistance sont considérées comme les causes primaires et
fondamentales du syndrome métabolique, avec un r6le certain de [I'obésité
dans l'installation de la résistance a l'insuline. Ces deux pathologies feront I'objet

des deux chapitres suivants.
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Figure 1: Prévalence de I'obésité dans le monde selon le sexe en 2015

La prévalence de l'obésité est détaillée par pays chez les hommes (carte du
haut) et chez les femmes (carte du bas). L'obésité touche principalement les pays
industrialisés et en voie de développement. Les Etats Unis d’Amérique sont
particulierement concernés. (WHO, World Health Organization www.who.int)

Al ights reserved.
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2. L’'obesité
a. Epidémiologie :

Depuis la fin des années 1990, l'obésité a atteint le stade d’épidémie
mondiale. L'obésité est le principal facteur de risque du diabete de type 2,
des maladies cardiovasculaires et de certaines formes de cancers et
de pathologies inflammatoires. Selon [l'organisation mondiale de la santé
(OMS), en 2014, plus de 1,9 milliards d’adultes étaient en surpoids. Sur ce total,
plus de 600 millions étaient obéses. Globalement, environ 39% de Ila
population adulte mondiale (38% des hommes et 40% des femmes) étaient en
surpoids dont 13% (11% des hommes et 15% des femmes) étaient obeses (Figure
1).

La prévalence de I'obésité a plus que doublé au niveau mondial entre 1980
et 2014 et prend des proportions alarmantes chez I'adulte mais également chez
les enfants. En 2013, le surpoids et I'obésité concernaient prés de 42 millions
d’enfants de moins de 5 ans.

En France, I'enquéte ObEpi, réalisée tous les 3 ans depuis 1997, par
'Inserm, KANTAR HEALTH et les laboratoires Roche, montre quen 2012,
32,3% des Francais adultes sont en surpoids et 15% présentent une obésité.
Le nombre de personnes obéses a quasiment doublé entre 1997 et 2012

passant de 3.356.000 d’obéses en 1997 a 6.922.000 d’obéses en 2012.
b. Définition :

Selon 'OMS, l'obésité se définit comme «une accumulation anormale ou
excessive de graisse corporelle qui représente un risque pour la santé ». La mesure
de la masse grasse étant difficile a réaliser en pratique clinique, I'indice de masse
corporelle (IMC) ou body mass index (BMI) qui est égal au poids (en kilogramme)
divisé par la taille (en meétre) au carré est donc fréquemment utilisé pour estimer la

surcharge pondérale et définir 'obésité.
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Figure 2 : Régulation centrale de 'lhoméostasie énergétique :

Le systeme nerveux central est informé en permanence du statut énergétique de
'organisme via des afférences nerveuses ainsi que des signaux circulants,
hormonaux ou métaboliques, provenant de différents organes ou tissus. Dans la
situation d’une balance énergétique positive (période postprandiale par exemple), le
systeme nerveux central déclenche un contrble négatif via des réponses centrales et
périphériques (par I'intermédiaire du systeme nerveux autonome) adaptées limitant
la prise alimentaire et favorisant les dépenses énergétiques. Dans la situation d’'un
déficit énergétique (période préprandiale, jeline), la prise alimentaire est stimulée et
les réserves de substrats énergétiques sont mobilisées pour favoriser les futurs
apports d’énergie, alors que les dépenses énergétiques sont freinées. CCK,
cholecystokinin ; FFA, free fatty acids ; GLP1, glucagon-like peptide 1 (Morton et al.,
2014).
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Selon la classification retenue par I'OMS :

e La dénutrition ou famine est définie par : IMC < 16,5 ;
e La maigreur est définie par : 16,5 < IMC < 18,5 ;

e La normalité est définie par : 18,5 < IMC < 24,9 ;

e Le surpoids est défini par: 25 < IMC < 29,9 ;

e L’obésité est définie par : IMC > 30 ;

L'obésité est elle-méme divisée en trois classes :

e L’obésité modérée : 30 < IMC < 34,9;
e L|’'oObésité sévere : 35 <IMC <39,9;
e L’obésité morbide : IMC > 40 ;

Au-dela de ce simple constat d’exces de masse grasse, I'obésité est une
pathologie complexe qui résulte de [linteraction de facteurs génétiques,
environnementaux (suralimentation et/ou baisse de [lactivité physique),
psychopathologiques (troubles du comportement alimentaire), et des complications

diverses, en particulier endocrino-métaboliques et cardiovasculaires.

c. Rappels sur larégulation de la prise alimentaire :
i. L’homéostasie énergétique :

Le maintien d’un poids corporel stable dépend des interactions entre des signaux
périphériques, qui renseignent sur le statut énergétique d’un organisme et différentes
voies de signalisation au niveau du systéme nerveux central, principalement
I'hnypothalamus et le tronc cérébral. En effet, ces régions du cerveau intégrent le
statut énergétique de l'organisme via la perception de ces signaux périphériques,
contrélant ainsi 'homéostasie énergétique. Le systeme nerveux central est donc
informé en permanence des modifications du statut énergétigue de I'organisme
grace a des afférences nerveuses provenant de différents organes ou tissus mais
également par des signaux hormonaux ou métaboliques circulants (Figure 2).
L’intégration de ces signaux au niveau du systéme nerveux central permet de
développer une réponse adaptée aux variations de la disponibilité en nutriments a la

fois au niveau du tronc cérébral (régulation directe de la motricité digestive par

Page

23



|InUommﬁmﬂnngmmhMue

TR l T

fomix

¢

intarthalamic
adhesion

thalamus

w PN DHA

s *~PaVN
el PR
thalamus| |

hypo-
thalamus

imfundibulum

pituitary

Figure 3 : Localisation anatomique des différents noyaux hypothalamiques sur une
coupe frontale (& gauche) et sagittale (a droite) de cerveau humain.

L’hypothalamus est situé a la base du cerveau, au-dessus de I'hypophyse et sous le
thalamus. Il est composé de noyaux répartis symétriquement de part et d’autre du
3™ ventricule. Cing noyaux et aires participent a la régulation de I'homéostasie
énergétique : le noyau arqué (Arc), le noyau paraventriculaire (PVN), le noyau
ventro-médian (VMN), le noyau dorso-médian (DMN) et l'aire hypothalamique
latérale. Le noyau arqué, de par sa position a la base du troisieme ventricule et a
proximité de I'éminence médiane, est le premier noyau hypothalamique a détecter
les signaux hormonaux périphériques. Arc, arcuate nucles; DHA, dorsal
hypothalamic area ; DMN, dorsomedial nucleus ; LHA, lateral hypothalamic area ;
PeVN, periventricular nucleus; PFA, perifornicular area; PVN, paraventricular
nucleus ; VMN, ventromedial nucleus ; SO, supraoptic nucles ; SC, suprachiasmatic

nucleus (www.cellbiol.net ; Morton et al., 2006)

Page

24


http://www.cellbiol.net/

Introduction bibliographique

lintermédiaire du systeme nerveux autonome (SNA) et de [I'hypothalamus
(inhibition/stimulation de la prise alimentaire et des dépenses énergétiques) (Morton
et al., 2006; Schwartz et al., 2000).

ii. L’hypothalamus, centre de régulation de la prise alimentaire :

Les premieres observations d’'une éventuelle implication de I'hypothalamus dans
la régulation de la prise alimentaire ont été faites par Mohr en 1840. Il décrit le cas
d’'une patiente qui a vu son état s’aggraver par une prise de poids excessive en peu
de temps. Son autopsie a révélé une tumeur au niveau de I'hypothalamus (Mohr,
1993). Cependant il faut attendre les années 1940 afin de démontrer I'implication de
I'hnypothalamus dans le développement de I'obésité suite a des expériences sur le
rat, le chat ainsi que le singe : des lésions ou des stimulations électriques de
régions spécifiques de [I'hypothalamus modifient la prise alimentaire. Ces
expériences ont permis d’identifier un « centre de la satiété » pour
I'hypothalamus ventro-médian, dont la Iésion induit une hyperphagie chronique
aboutissant a l'obésité (Brobeck et al., 1943) alors que sa stimulation entraine
une hypophagie (Anand et al., 1955), et un « centre de la faim » pour l'aire
hypothalamique latérale, dont la l|ésion entraine l'arrét spontané de la prise
alimentaire associé a une perte de poids rapide alors que sa stimulation induit
une hyperphagie associée a une augmentation du poids corporel (Anand
and Brobeck, 1951) (Figure 3). Ces notions ont été largement renforcées
depuis par diverses approches et ont évolué pour laisser place a une
organisation  hypothalamique plus complexe, avec [lidentification de
populations neuronales spécifiques exprimant des neuropeptides spécifiques et
modulés par des signaux reflétant le statut énergétique de I'organisme (Schwartz et
al., 2000; Williams et al., 2001).

La régulation de I'homéostasie énergétique est complexe et fait intervenir
de nombreuses hormones (eg leptine, insuline, adiponectine, ghreline), des
signaux métaboliques (glucose, acides gras libres, acides aminés), des signaux
du systeme nerveux autonome provenant de nombreux tissus et organes (du foie,
des muscles, du tissu adipeux, du pancréas, de I'estomac etc...) ainsi que des
signaux nerveux en provenance d'autres régions cérébrales impliguées dans

d’'autres fonctions
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Figure 4 : Contréle de 'hnoméostasie énergétique par les neurones de I'Arc

Il existe deux populations neuronales dans I'Arc : les neurones AgRP/NPY et
POMC/CART. AgRP et NPY sont des neuropeptides qui stimulent la prise
alimentaire et diminuent les dépenses énergétiques alors que POMC et CART
inhibent la prise alimentaire et stimulent les dépenses énergétiques. Les neurones
du noyau arqué sont régulés par les hormones circulantes. Parmi elles, la leptine et
l'insuline qui vont inhiber les neurones AgRP/NPY et stimuler les neurones
POMC/CART. Les neurones de I'Arc établissent des projections sur le PVN et la
LHA. Les neurones du PVN expriment la forme 1 du récepteur au NPY (Y1R) et la
forme 4 du récepteur a la mélanocortine (MC4R) qui a pour agoniste 'a-MSH et pour
antagoniste 'AgRP. Le PVN est le lieu de synthese de neuropeptides anorexigenes
de second ordre tels que la CRH (Corticotropin Releasing Hormone) ou la TRH
(Thyrotropin Releasing Hormone). La LHA exprime des neuropeptides orexigenes
gue sont les orexines A et B et la MCH (Melanin Concentrating Hormone). La LHA
émet des projections vers le tronc cérébral et la moelle épiniere, déclenchant des
réponses via le systeme nerveux autonome. POMC, proopiomelanocortin ; CART,
cocaine and amphetamine-related transcript ; AgRP, agouti related peptide ; NPY,

neuropeptide Y ; GABA, y-aminobutyric acid (www.cellbiol.net ; Morton et al., 2006)
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(olfaction, stress, godt etc...) (Berthoud, 2002). L’hypothalamus est ainsi le lieu
d’intégration de ces signaux. En réponse a ces informations, I'hypothalamus agit sur
les tissus périphériqgues via le systeme nerveux autonome et le complexe
hypothalamo-hypophysaire. Il existe donc une boucle de régulation entre le systéme
nerveux central et la périphérie permettant une adaptation précise des apports

énergétiques aux besoins de I'organisme (Morton et al., 2006; Schwartz et al., 2000).

iii. Populations  neuronales hypothalamiques impliquées dans

I’homéostasie énergétique :

Le noyau arqué (ARC) joue un role fondamental. Situé dans I'hypothalamus
médio-basal entre le 3°™ ventricule et I'éminence médiane, organe
circumventriculaire, au niveau duquel il n’y a pas de véritable barriere hémato-
encéphalique (BHE). En effet les capillaires sanguins sont fenétrés ce qui permet le
passage de molécule de petites et moyennes tailles favorisant ainsi une relation
directe avec les signaux hormonaux (leptine, insuline, ...) et métaboliques (glucose,
acides gras, ...) (Banks, 2010). Le noyau arqué contient deux populations
neuronales qui jouent un rbéle clé dans la régulation de la prise
alimentaire notamment : les neurones exprimant le neuropeptide Y (NPY) Agouti-
related peptide (AgRP) qui stimulent la prise alimentaire et sont dit orexigenes, et les
neurones exprimant la pro-opiomélanocortine (POMC), précurseur de lalpha-
melanocyte stimulating hormone  (a-MSH), et du neuropeptide cocain and
amphetamine regulated transcript (CART) qui inhibent la prise alimentaire et sont dits
anorexigenes. Ces deux populations neuronales du noyau arqué sont considérées
comme des neurones de 1% ordre dans lintégration des signaux périphériques et
constituent un relai essentiel entre la périphérie et le systeme nerveux central. Elles
interagissent entre elles de manieres antagonistes et émettent des projections vers
les neurones de 2™ ordre des noyaux paraventriculaires (PVN), du noyau

ventromédian (VMN) et de I'aire hypothalamique latérale (Figure 4).
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Figure 5 : Structure de la préproinsuline humaine

Les chaines A et B correspondent respectivement aux chaines bleu et rouge. Le
peptide signal est représenté en vert alors que le peptide C est représenté en
orange. Les acides aminés colorés sur les bords indiquent les mutations retrouvées
chez des patients diabétiques ou présentant une hyperinsulinémie (Steiner et al.,
20009).
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3. Laresistance a l'insuline
a. L'insuline:

i. Structure et biosynthése :

En 1951, Frédéric Sanger décrit la structure primaire de I'insuline ce qui lui a valu
I'attribution du prix Nobel de chimie en 1958 (Sanger and Thompson, 1953; Sanger
and Tuppy, 1951). L'insuline a été ensuite synthétisée par plusieurs groupes
indépendamment et sa structure tertiaire a été décrite en 1969 par Dorothy Hodgkin
(Adams et al., 1969).

L’insuline est une protéine de 6 kDa produite par les cellules B des ilots de
Langerhans du pancréas, composée de 51 acides aminés, dont la structure primaire
est tres conservée entre les espéces. Chez 'homme, elle est constituée d’'une chaine
A (21 acides aminés) et d’'une chaine B (30 acides aminés) reliées par 2 ponts
disulfures. Ce monomere d’insuline est la forme active de la protéine, cependant
'insuline est capable de se dimériser spontanément: trois dimeres peuvent
s’associer entre eux pour former des hexaméres qui constituent la principale forme
de stockage de l'insuline dans les vésicules de sécrétion (Derewenda et al., 1989)
(Figure 5).

Le géne codant pour l'insuline est situé chez 'homme sur le chromosome 11
(Owerbach et al., 1980). Ce gene code pour le précurseur de l'insuline, la pré-pro-
insuline, une chaine polypeptidique unique (110 acides aminés) contenant un peptide
signal (24 acides aminés) situé a I'extremité N-terminale et qui oriente la chaine vers
le réticulum endoplasmique (RE). Ce précurseur subira une protéolyse catalysée par
une prohormone convertase spécifique. La pré-pro-insuline est alors transformée en
pro-insuline (86 acides aminés) qui contient les chaines A et B qui donneront
I'insuline (51 acides aminés) plus un peptide de connexion ou peptide C (31 acides
aminés) reliant la fin de la chaine A au début de la chaine B (Steiner and Rubenstein,
1997).
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Figure 6 : Régulation de la sécrétion de l'insuline

Suite aux différentes étapes de maturation de I'insuline (clivage par les prohormones
convertases, repliement et formation des ponts dissulfures), cette derniére est
stockée dans des granules au niveau de I'appareil de golgi. Ces granules seront
ensuite transportées vers la membrane plasmique. Dans une condition
d’augmentation de la glycémie (apres un repas par exemple), le glucose pénetre
dans la cellule beta pancréatique par le transporteur membranaire de glucose :
GLUT2. Au niveau intracellulaire, le glucose est métabolisé ce qui conduit a la
production d’ATP au dépens de I'ADP. L’augmentation du rapport ATP/ADP induit la
fermeture des canaux potassiques ATP-dépendant entrainant une dépolarisation
membranaire, qui conduit a I'ouverture des canaux calciques voltage-dépendants.
L’entrée du calcium favorise ainsi I'exocytose des granules contenant l'insuline. Le
mécanisme d’exocytose met en jeu plusieurs protéines, dont les SNARE (Soluble N-
ethylmaleimide-sensitive Factor Attachment protein Receptors), des protéines

impliquées dans la fusion membranaire (www.cellbiol.net ; Steiner et al., 2009).
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ii. Source et Sécrétion :

L’insuline est principalement produite par les cellules B du pancréas. Cependant,
certaines études font état d’'une production extra-pancréatique : linsuline est
produite par le thymus afin d’induire la tolérance du soi et la protection contre le
développement d’'une auto-immunité et la destruction des cellules B des filots de
Langerhans (Fan et al., 2009). D’autre part, il a été montré que I'insuline pouvait étre
synthétisée par certaines cellules du foie, de la rate ou encore du tissu adipeux dans
différents modéles animaux de diabete (Kojima et al., 2006). D’autres
études montrent qu'elle peut étre synthétisée par le cerveau en cours
de développement, ou son récepteur est impliqué dans le guidage axonal
(Suckale and Solimena, 2010).

L’insuline est stockée dans des granules de sécrétion qui s’accumulent au niveau
de l'appareil de golgi des cellules B pancréatiques (Figure 6). L’augmentation des
taux plasmatiqgues de glucose constitue le principal stimulant de la sécrétion
d’insuline. In vitro, le seuil de réponse des cellules B pancréatiques concernant la
sécrétion d’insuline se situe entre 3 et 7 mM de glucose et son maximum est compris
entre 15 et 30 mM (Henquin et al., 2006). Le glucose est transporté dans les cellules
B du pancréas par les transporteurs de glucose de type 2 (GLUT2) d’'une maniére
proportionnelle a la glycémie plasmatique. Dans les cellules B, le glucose est
phosphorylé par la glucokinase et métabolisé avec synthese d’ATP, augmentant
ainsi le rapport ATP/ADP. Cette augmentation induit la fermeture des canaux
potassiques ATP-dépendant, ce qui entraine la dépolarisation de la membrane des
cellules B pancréatiques, favorisant ainsi 'ouverture des canaux calciques voltage-
dépendants. L'entrée du calcium déclenche I'exocytose des vésicules contenant
I'insuline (Weiss et al., 2000). D’autres facteurs jouent aussi un réle important dans la
stimulation de la sécrétion de l'insuline, comme le glucagon, le glucagon-like peptide
1 (GLP-1), la cholécystokinine (CCK) et le gastric inhibitory peptide (GIP), en
agissant sur leurs récepteurs situés sur la membrane des cellules . La sécrétion de
I'insuline peut étre inhibée par les catécholamines (adrénaline et noradrénaline) et la
somatostatine (Weiss et al., 2000). Le systéme nerveux autonome est également
impliqué dans la régulation de la sécrétion de [linsuline par lintermédiaire
du systeme nerveux sympathiques et du systéme nerveux parasympathiques qui

vont avoir des effets opposés.
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Figure 7 : Représentation schématique (a) et structure tridimensionnelle du
récepteur de l'insuline (b)

Les fleches vertes indiquent les acides aminés important pour la liaison de I'insuline
(identifiés par mutagénése dirigée). Les fleches orange représentent les sites de N-
glycosylation. L1, domaine riche en Leucine n°1 ; L2, domaine riche en Leucine n°2 ;
CR, domaine riche en cystéine ; FN1, domaine fibronectine de type Il n°1; FN2,
domaine fibronectine de type Ill n°2 ; FN3, domaine fibronectine de type 1l n°3; TM,
domaine transmembranaire ; TK, domaine tyrosine kinase ; CT, domaine C-terminal
(De Meyts and Whittaker, 2002).
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En effet, une stimulation parasympathique, induite par l'alimentation, favorise la
sécrétion de linsuline par les cellules B-pancréatique alors qu’'une stimulation

sympathique, induite par le stress, I'inhibe (Kiba, 2004).

L'insuline exerce ses nombreux effets physiologiques et métaboliques en
se fixant sur un récepteur membranaire localisé dans les différents tissus
cibles. Le récepteur de l'insuline (Insulin Receptor : IR) appartient a la famille des

récepteurs a tyrosine kinase.

b. Récepteur et signalisation de I'insuline :
i. Lerécepteur del'insuline:

IR appartient a la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase qui est
subdivisée en plusieurs sous classes structurales, dans chacune, la fixation de
I’'hnormone induit I'autophosphorylation (ou transphosphorylation) des récepteurs pour

initier la cascade de signalisation intracellulaire.

Le récepteur de linsuline appartient a la classe Il des récepteurs a activité
tyrosine kinase de structure a2B2, qui comprend les récepteurs Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1R) et Insulin Receptor-Related Receptor (IRR). Cette classe est
caractérisée par la présence d'un domaine riche en cystéines dans la partie

extracellulaire des récepteurs (Figure 7).

L’ADN complémentaire du récepteur de l'insuline a été cloné pour la premiéere fois
en 1985 simultanément par deux équipes de recherche (Ebina et al., 1985; Ullrich et
al., 1985) et la séquence du géne a été déterminée peu de temps aprés fournissant
des données essentielles sur la structure et I'organisation moléculaire du récepteur
(Seino et al., 1989).

Le géne du récepteur de l'insuline est localisé sur le bras court du chomosome 19
chez 'homme (Ebina et al., 1985), il est composé de 22 exons et 21 introns (Seino et
al., 1989). Deux isoformes du récepteur sont générées par épissage alternatif de
I'exon 11 : IR-A et IR-B. Cette différence d’épissage se traduit par la présence de 12
acides aminés supplémentaires a I'extrémité C-terminale de la sous-unité a de IR-B
(Seino and Bell, 1989).
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Chez 'homme, ces deux isoformes présentent une distribution tissulaire différente.
En effet, IR-B est l'isoforme exprimée dans I'ensemble des tissus adultes qui sont
classiquement reconnus pour étre sensibles a I'insuline (foie, muscle squelettiques
et tissu adipeux) alors que l'isoforme IR-A est surtout exprimée dans les tissus
foetaux, le systeme nerveux central de I'adulte et certaines tumeurs malignes chez
’homme (De Meyts, 2012; Frasca et al., 1999; Moller et al., 1989). Dans la suite de
ce chapitre, la numérotation des résidus du récepteur de I'insuline sera celle

de I'isoforme IR-B (+exon 11).

Le récepteur de [linsuline est synthétisé sous la forme d'un précurseur
monomérique af. Le peptide signal de 27 acides aminés en position N-terminale
adresse le pré-pro-récepteur au réticulum endoplasmique au sein duquel le peptide
signal est clivé. Le pro-récepteur est ensuite glycosylé et dimérisé par I'intermédiaire
de la formation de ponts disulfures (Ebina et al., 1985) puis protéolysé par la furine
(ou PACE, paired basic amino acid cleaving enzyme, une sérine endoprotéase
calcium-dépendante dont le site de protéolyse est constitué d’'une séquence basique
de la forme : Arg-X-Arg/Lys-Arg) dans I'appareil de golgi et finalement transporté au
niveau de la membrane plasmique (Kara et al., 2015). Le récepteur mature est une
glycoprotéine hétérotetramérique composée de deux sous-unités a extracellulaires
de 130 kDa et de deux sous-unités B transmembranaires de 95 kDa. Les sous-unités
a sont reliées entre elles et aux sous-unités 3 par l'intermédiaire de ponts disulfures
(Sbraccia et al., 1990).

De I'extrémité N-terminale vers I'extrémité C-terminale, chaque hétérodimére af3

du récepteur comporte 6 domaines différents (Figure 7) :

e L1, domaine riche en Leucine n°1.

e CR, domaine riche en cystéine.

e L2, domaine riche en Leucine n°2.

e FNIII-1, domaine fibronectine de type Il n°1.
e FNIII-2, domaine fibronectine de type Il n°2.

e FNIII-3, domaine fibronectine de type Ill n°3.

Les deux domaines L1 et L2 possédent une structure en feuillet 3. Le domaine

FNIII-2 contient un large domaine d’insertion (ID) contenant le site de clivage de la
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furine qui va générer les chaines a et 3 du récepteur mature. L'ID contient aussi une
séquence de 16 acides aminés a-CT (positions 704 a 719 en C-terminale de la sous-

unité a) capitale pour la fixation de I'insuline (Menting et al., 2013).

Ces domaines sont localisés dans la partie extracellulaire du récepteur
(principalement sur la sous-unité a, a I'exception du domaine FNIII-3) et contiennent
le site de liaison de I'insuline. En effet, en 2013, le groupe de Lawrence et de Ward
ont décrit pour la premiéere fois la structure de l'insuline liée au « site 1 », le site de
liasison majeur de I'hormone sur son récepteur, composé du feuillet B centrale du
domaine L1 et de la chaine a de I'extrémité C-terminale (a-CT) de la sous-unité a. La
cristallographie de quatre complexes d’insuline avec une région du récepteur
impliguée dans linteraction a permis la comparaison de la structure de ces
complexes (analysée par diffraction de rayon X) avec celle de linsuline et du
récepteur séparés. Cette étude a permis de montrer que la liaison de I'insuline sur
son récepteur modifie la structure de ces deux molécules se traduisant par un
changement de conformation qui pourrait jouer un réle dans Il'activation de la partie

intracellulaire du récepteur (Menting et al., 2013).

Les sous-unités [ du récepteur sont constituées d’'un domaine extracellulaire
glycosylé, un court domaine transmembranaire et un long domaine intracellulaire. Ce
dernier est lui-méme subdivisé en 3 domaines: le domaine juxtamembranaire
impliqué dans la reconnaissance des substrats cellulaires et dans l'internalisation du
récepteur, le domaine tyrosine kinase qui contient le site de liaison a I'adénosine
triphosphate (ATP) et les sites majeurs d’autophosphorylation et le domaine C-
terminal qui contient aussi des sites d’autophosphorylation (De Meyts and Whittaker,
2002).

A l'état basal, la sous-unité a exerce un effet inhibiteur sur l'activité kinase du
récepteur (Shoelson et al., 1988). La liaison de l'insuline a ce dernier induit des
changements de conformation qui conduisent a l'activation de la tyrosine kinase
d’'une des sous-unités B ce qui conduit a leur trans-phosphorylation (Saltiel and
Kahn, 2001). Cette autophosphorylation du récepteur s’effectue sur des résidus

tyrosine des domaines intracellulaires du récepteur: la tyrosine 972 (domaine
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juxtamembranaire), les tyrosines 1158, 1162 et 1163 (domaine tyrosine kinase) et les
tyrosines 1328 et 1334 (domaine C-terminal) (White, 1997).

La phosphorylation des tyrosines du domaine kinase du récepteur (1158, 1162 et
1163) est essentielle pour moduler le niveau d’activation de la kinase du récepteur
(White et al., 1988; Wilden et al., 1992). En effet, la mutation d’'une, deux ou de ces
trois tyrosines entraine une diminution progressive de l'activité kinase du récepteur
induite par une stimulation par l'insuline (Wilden et al., 1992). Ces tyrosines peuvent
aussi servir au recrutement de médiateurs tels que SHP2 (Src homology-2 domain
containing protein tyrosine phosphatase-2) et APS (Adapter protein containing PH
and SH2 domain) (Kharitonenkov et al., 1995; Moodie et al., 1999).

La phosphorylation de la tyrosine 972 du domaine juxtamembranaire est
essentielle a la liaison des substrats du récepteur de l'insuline, les IRS (Insulin
Receptor Substrates) et SHC (Src Homology and Collagen protein) qui vont se lier
au motif NPXpY972 grace a leur domaine de liaison aux phosphotyrosines PTB
(phosphotyrosine-binding domain)(Kaburagi et al., 1995). Une mutation de cette
tyrosine inhibe la phosphorylation des substrats du récepteur de l'insuline et affecte
la signalisation malgré une activation normale de la kinase du récepteur, ce qui
suggere un défaut dans le recrutement des substrats du récepteur (Backer et al.,
1991; Kaburagi et al., 1993; Murakami and Rosen, 1991; Shoelson et al., 1988). Le
motif NPXpY972 serait également impligué dans le processus d’internalisation du
récepteur (Smith et al., 1996), un processus requis pour la désactivation du
récepteur, mais pourrait également participer a certaines actions impliquant le
transfert intracellulaire du complexe hormone/récepteur (Dombrowski et al., 2000).
En effet, il a été montré chez le rat, que le récepteur de l'insuline avait une activité
tyrosine kinase maintenue dans le muscle squelettigue aprés son internalisation,
alors qu’il était rapidement désactivé dans les compartiments intracellulaires des

cellules adipeuses et hépatiques (Dombrowski et al., 2000).

Le rble de la phosphorylation des résidus tyrosine du domaine C-terminale (1328
et 1334) demeure peu connu. La délétion de 82 acides aminés de l'extrémité C-
terminale ne semble pas affecter la transmission du signal par le récepteur,

cependant on observe une diminution significative de son autophosphorylation, ce
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qui suggére que la phosphorylation des tyrosines du domaine C-terminale est plutot
impliquée dans la régulation de I'activité tyrosine kinase que dans le recrutement des
substrats du récepteur (Yamamoto-Honda et al., 1993). Il a été également suggéré
que la phosphorylation de la tyrosine 1334 contenu dans le motif Y1334XXM
permettrait la liaison de la sous-unité p85 de la PI3Kinase sur ce site grace a son
domaine SH2 (Src homology 2 domain) et, donc, son activation. (Levy-Toledano et
al., 1994; Van Horn et al., 1994).

L’importance physiologique du récepteur de l'insuline a été mise en évidence
dans des modeéles animaux invalidés (Knock-out, KO) pour le géne du récepteur de
I'insuline. Des souris totalement invalidées pour le récepteur de l'insuline deviennent
rapidement diabétiques et présentent de nombreuses anomalies métaboliques qui
entrainent généralement leur mort une semaine aprés leur naissance (Accili et al.,
1996). Le KO spécifique du récepteur de I'insuline dans le foie de souris entraine
une résistance a linsuline sévere caractérisée par une hyperinsulinémie, une
intolérance au glucose ainsi qu’une incapacité de linsuline a supprimer la
production hépatique de glucose (Michael et al., 2000). L’'invalidation spécifique du
gene du récepteur de l'insuline au niveau des cellules B pancréatiques de souris
entraine I'altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose conduisant a
une intolérance au glucose (Kulkarni et al., 1999; Otani et al., 2004). Dans le muscle
squelettique, le KO spécifique du récepteur de l'insuline conduit a une altération de
la signalisation de l'insuline accompagnée d’une diminution du transport de glucose

dans ce tissu (Briining et al., 1998).
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Figure 8 : Voies de signalisation de l'insuline

La fixation de linsuline sur son récepteur entraine l'autophosphorylation et un
changement de conformation de ce dernier initiant une cascade d’événements de
phosphorylation. L’activation du récepteur de l'insuline conduit au recrutement et la
phosphorylation de ses substrats tels que les protéines IRS et Shc. La protéine Shc
active la voie Ras-MAPK tandis que les protéines IRS activent principalement la voie
PI3K-Akt, par le recrutement et I'activation de la PI3K, ce qui conduit a la formation
de seconds messagers PIP3. Ces derniers, localisés au niveau de la membrane
plasmique, active la kinase PDK1, qui a son tour phosphoryle et active Akt et PKC.
Une fois activée, Akt joue un rble dans la synthese du glycogéne, la
néoglucogenese, la transcription des génes et la synthése des lipides et des
protéines. La voie SHC-Grb2-SOS-Ras-Raf-ERK1/2 est impliquée dans la
prolifération cellulaire et la transcription des genes (Adapté de: Boucher et al.,
2014).
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ii. Les voies de signalisations du récepteur de I'insuline (Figure 8) :

Au moins neuf substrats du récepteur de linsuline ont été identifiés jusqu’a
présent. Quatre de ces neuf substrats appartiennent a la famille des IRS, IRS1,
IRS2, IRS3 et IRS4. Les cing autres substrats sont : Gabl (Grb2-associated-binding
protein), p62°% (60 kDa tyrosine phosphorylated protein), Cbl (Casitats B-lineage
lymphoma), APS (adapter protein with a PH and SH2 domain) et les différentes
isoformes de Shc. Ces substrats servent de protéines adaptatrices et sont impliqués
dans l'activation des différentes voies de signalisation du récepteur de linsuline. En
effet, la phosphorylation de ses substrats sur tyrosine par le récepteur va entrainer le
recrutement de protéines de signalisation a domaine SH2 (domaine de liaison aux

phosphotyrosine) (Saltiel and Kahn, 2001).

Les IRS sont cependant les substrats majeurs du récepteur de I'insuline. IRS1 est
le premier a étre identifié (Sun et al., 1991; White et al., 1985). Les trois autres IRS
(IRS2, IRS3 et IRS4) ont été caractérisés par la suite (Lavan et al., 1997a, 1997b;
Miralpeix et al., 1992; Sun et al., 1995). Alors que IRS1 et IRS2 ont une expression
ubiquitaire (Sun et al., 1991, 1995), IRS3 n’est exprimé que dans le tissu adipeux, les
cellules B pancréatiques, le foie et les poumons (Sciacchitano and Taylor, 1997),
alors que l'expression d'IRS4 est limitée au cerveau, estomac, reins et poumons
(Fantin et al., 1999). Le r6le de ces différentes IRS a été mis en évidence grace au
développement de modeles animaux d’invalidation pour chacune des IRS. En effet,
IRS1 activerait plutdét les voies impliguées dans la croissance cellulaire et la
régulation de I'hnoméostasie glucidique (translocation de GLUT4) au niveau des
cellules musculaires (Tamemoto et al., 1994; Yamauchi et al., 1996), alors que IRS2
serait impliqué dans le développement des cellules B pancréatiques, la croissance
des cellules neuronales et la médiation des effets métaboliques de l'insuline au
niveau hépatique (Higaki et al., 1999; Withers et al., 1998). Cependant, les réles
d’'IRS3 et IRS4 restent encore a élucider puisque la génération d’animaux invalidés
pour ces deux protéines n’a pas permis de leur attribuer un réle définitif (Fantin et al.,
1999; Sciacchitano and Taylor, 1997).

IRS1 et IRS2 sont phosphorylées par le récepteur de I'insuline suite a leur liaison
sur le motif NPXpY972 de ce dernier via leur domaine PTB (Eck et al., 1996; Wolf et
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al., 1995). IRS1 et IRS2 posseédent aussi un domaine PH (pleckstrin homology), qui
reconnait les lipides polaires membranaires et sert & la fixation des IRS sur les
phosphoinositides membranaires a proximité du récepteur de I'insuline (Voliovitch et
al., 1995; Yenush et al., 1996). La phosphorylation des IRS sur tyrosine va créer des
points d’ancrage (grace au motif pYMXM) pour les molécules & domaine SH2 qui
apres leur recrutement vont permettre la propagation du signal. Parmi les molécules
recrutées on peut citer la PI3K, SHP2, Fyn, Grb2, nck et Crkb (Virkamaki et al., 1999;
White, 1997).

iii. La voie IRS/PI3K/Akt :

La PI3K est une enzyme qui catalyse la phosphorylation des phosphoinositides
en position 3. Il existe plusieurs isoformes de la PI3K qui sont divisées en quatre
classes : 1a, 1b, 2 et 3. La classe la est celle impliquée dans la signalisation de
I'insuline (Shepherd et al., 1998). Sa structure est sous la forme d’'un hétérodimere
composé d’'une sous-unité catalytique p110 et d’une sous unité régulatrice p85 qui va
se lier sur les phosphotyrosines des IRS grace a ses deux domaines SH2 (Saltiel
and Kahn, 2001). Au moins huit isoformes de la sous-unité régulatrice ont été
identifiées et sont issues de I'expression de trois génes différents (p85a, p85f et
p55°%) et de I'épissage alternatif de p85a pour produire AS53/p55a et p50a. La
sous-unité catalytique quant a elle existe sous trois isoformes, p110a, p1103 et

p1108, codées par trois génes différents (Zhao and Vogt, 2008).

L'utilisation d’inhibiteurs (Wortmannine et le LY294002) a permis de mettre en
évidence le rble crucial de la PI3K dans la médiation des effets métaboliques de
I'insuline puisque son inactivation (en présence d’un inhibiteur) inhibe le transport du
glucose dans des modeles cellulaires suite a stimulation par l'insuline (Shepherd et
al., 1998). Suite au recrutement de la PI3K par les IRS, cette derniére est activée et
catalyse la phosphorylation en position 3 du phosphatidylinositol 4 phosphate
[P1(4)P] et du phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate [P1(4,5)P2] par I'intermédiaire de
sa sous unité catalytique pl10 pour produire du phosphatidylinositol 3,4
bisphosphate [PI(3,4)P2] et du phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate [PI(3,4,5)P3].
La production du PI(3,4)P2 et du PI(3,4,5)P3 par la PI3K permet le recrutement de

'enzyme PDK1 (3-phosphoinositide dependant protein kinase 1) a la membrane
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plasmique via son domaine PH puis son activation (Fruman et al., 1999; Rameh and
Cantley, 1999; Toker, 2000; Vanhaesebroeck et al., 2010). Une fois activé, la PDK1
va phosphoryler ses substrats intracellulaires, dont la protéine kinase B (PKB ou Akt)

ce qui permet son activation (Anderson et al., 1998).

Akt est une serine/threonine kinase qui existe sous trois isoformes hautement
homologues (Aktl, Akt2 et Akt3) composées de trois domaines fonctionnels : un
domaine PH en extrémité N-terminale, un domaine serine/threonine kinase et un
domaine régulateur en extrémité C-terminale (Whiteman et al., 2002). En absence de
stimulation, Akt est inactive par sa séquestration au niveau cytosolique par la
protéine Trb3 (Du et al.,, 2003). En réponse a l'insuline, La protéine adaptatrice
APPL1 entre en compétition avec Trb3 pour lier Akt et favorise ainsi son recrutement
au niveau de la membrane plasmique (Cheng et al., 2014). Akt se lie au PI(3,4)P2 et
P1(3,4,5)P3 (produits de la PI3K) via son domaine PH, a linstar de la PDK1
(Vanhaesebroeck and Alessi, 2000). L’interaction entre le domaine PH et les
phosphoinositides membranaires conduit a un changement conformationnel au
niveau d’Akt, démasquant ainsi le site Thr308 (pour Aktl) situé dans la boucle
d’activation du domaine kinase qui sera phosphorylé par la PDK1 (Vanhaesebroeck
and Alessi, 2000). Afin d’étre complétement active, Akt est ensuite phosphorylée sur
le résidu Ser473 (pour Aktl) par le complexe rictor-mTOR (Sarbassov et al., 2005).
Une fois activée, Akt va a son tour phosphoryler ses substrats et participe ainsi dans

la médiation des effets métaboliques de l'insuline (Figure 9) :

iv. Métabolisme glucidique :

Stimulation de la synthese de glycogene: La glycogene synthétase est une
enzyme nécessaire a la synthése de glycogéne. Elle est régulée négativement par
phosphorylation par la GSK3 (Glycogen synthase kinase 3). En phosphorylant la
protéine GSK3, Akt module I'activité de cette enzyme et la rend inapte a inhiber la

glycogene synthétase, activant ainsi la synthese de glycogene (Cross et al., 1995).

Stimulation du captage du glucose sanguin dans le muscle squelettique et le

tissu adipeux : Les protéines TBC1D1 (TBC1 domain family member 1) et TBC1D4
[TBC1 domain family member 4, appelé aussi AS160 (Akt substrate of 160 kDa)]
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Importantes voies de signalisation et effets métaboliques de I'insuline dans différents
LDLR, LDL receptor ;
chain ; mTORC1, mammalian target of rapamycin complex 1 ; PCSK9, proprotein

types cellulaires. IR, insulin receptor ; MHC, myosin heavy
convertase subtilisin/kexin type 9 ; PKA, protein kinase A ; TNFa, tumor necrosis
factor a ; IRS1, insulin receptor substrate 1 ; SREBP1c, sterol regulatory element
binding protein 1c ; eNOS, endothelial nitric oxide synthase ; VCAM1, vascular cell
FoxO, Forkhead box class O ; IL6, interleukin 6 ; PI3K,
phosphatidylinositol 3-kinase ; ER, endoplasmic reticulum (Rask-Madsen and Kahn,

2012).
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exercent un effet inhibiteur sur la translocation des vésicules contenant le
transporteur de glucose GLUT4 a la membrane plasmique (Sakamoto and Holman,
2008). La phosphorylation des protéines TBC1D1 et TBC1D4 par Akt conduit a leur
inhibition et active donc la translocation des vésicules contenant les transporteurs de
glucose GLUT4 vers la membrane plasmique favorisant ainsi le transport du glucose
circulant vers les tissus ou le transport de glucose est insulinodépendant (Sakamoto
and Holman, 2008; Sano et al., 2003).

Inhibition de la néoglucogenese hépatiqgue : FOXO1 (forkhead box1) est un
facteur de transcription localisé au niveau du noyau cellulaire ou il active la
transcription de deux enzymes clés impliquées dans la voie de la néoglucogenése :
La glucose 6 phosphatase et la PEPCK (phosphoénolpyruvate carboxykinase)
(Nakae et al., 2001; Puigserver et al., 2003). La phosphorylation de FOXO1 par Akt
inhibe la translocation de FOX1 du cytoplasme vers le noyau. Ainsi il sera séquestré
au niveau cytosolique, ou il sera ubiquitiné puis dégradé diminuant ainsi la

production de glucose hépatique (Rena et al., 1999).

v. Métabolisme protéique :

Stimulation de la synthéese protéique: Le complexe TSC1/TSC2 (tuberous
sclerosis proteins 1 and 2) est un complexe protéigue cytoplasmique impliqué dans
certaines voies de signalisation impliquant la protéine mTOR (mammalian target of
rapamycin) et intervenant dans la croissance cellulaire (Huang and Manning,
2008). En effet ce complexe régule négativement la synthése protéique en
inhibant  l'activation de mTOR (Laplante and Sabatini, 2009) et sa
phorphorylation par Akt conduit & son inhibition (Huang and Manning, 2009; Inoki et
al., 2002). mTOR, n’étant plus inhibé, va pouvoir stimuler les voies impliquées dans

la synthése protéique (Laplante and Sabatini, 2009).
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vi. Métabolisme lipidique :

Inhibition de la lipolyse : La lipolyse permet la mobilisation des réserves lipidiques
(triglycérides) du tissu adipeux blanc. Elle est principalement stimulée par les
catécholamines qui entrainent une élévation de 'AMPc suite a l'activation de leur
récepteur couplé aux protéines G (Jocken and Blaak, 2008). L’augmentation des
niveaux d’AMPc conduit a I'activation de la protéine kinase A (PKA) (Taylor et al.,
2005) qui stimule la HSL (hormone sensitive lipase)(Krintel et al., 2009) qui va alors
dégrader les triglycérides en acides gras qui seront ensuite libérés dans la circulation
générale couplés a lalbumine. Akt inhibe la lipolyse par lintermédiaire de la
phosphorylation et I'activation de la phosphodiesterase PDE3B qui va entrainer la
conversion de 'AMPc en 5’AMP. La quantité d’AMPc intracellulaire étant diminuée,
elle conduit a une baisse de l'activité¢ de la PKA et l'inhibition de la lipolyse
(Degerman et al., 1998; Kitamura et al., 1999). Cependant, des études récentes
montrent que la phosphorylation de PDE3B par Akt n’est pas requise pour inhiber la
lipolyse suite a une stimulation par l'insuline. Ces études suggerent que I'effet anti-
lipolyse de l'insuline passerait en partie par une voie Akt-indépendante (Choi et al.,
2010; DiPilato et al., 2015).

Stimulation de la lipogenése : Comme pour la synthése protéique, la synthése des
lipides est stimulée par I'activation de mMTOR. mTOR active le facteur de transcription
SREBP1c (sterol regulatory element binding protein 1c) qui stimule I'expression de
deux enzymes clés impliquées dans la voie de la lipogenese : 'ACC (Acétyl CoA
Carboxylase) et la FAS (Fatty Acyl Synthase). Akt en phosphorylant le complexe
TSC1/2, léve linhibition exercée sur mTOR, activant ainsi la lipogenese (Laplante
and Sabatini, 2013).

vii.La voie des MAPK :

A coté de la voie IRS/PI3k/IAkt, la voie des MAPK constitue la 2°™ voie de
signalisation majeure induite par l'insuline. L’activation de cette voie se fait par
I'intermédiaire des IRS (Myers et al., 1994; Waters et al., 1993) mais aussi par SHC
(Ouwens et al., 1994; Sasaoka et al., 1994). La phosphorylation des IRS et de SHC
sur tyrosine par le récepteur de l'insuline est nécessaire leur interaction avec le
domaine SH2 de Grb2 (Lowenstein et al., 1992; Skolnik et al., 1993) (Figure 8).
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Grb2 posseéde aussi deux domaines SH3 qui vont lui permettre de se lier et
d'activer le facteur d’échange Sos (Son Of Sevenless). L'interaction du complexe
Grb2/Sos avec les protéines IRS ou SHC induit la translocation de la protéine Sos du
cytosol vers la membrane plasmique, permettant la rapprochement du complexe
Grb2/Sos et de Ras, une protéine de la famille des petites protéines G (Cussac et al.,
1999; Lowenstein et al., 1992; Ravichandran et al., 1995; Sondermann et al., 2004).

Sos est un facteur d’échange GEF (Guanine nucleotide exchange factor) qui
permet 'échange GDP/GTP de I'ensemble des molécules de la super famille Ras (Li
et al., 1993). Ce dernier catalyse la conversion de Ras de la forme Ras-GDP inactive
vers la forme Ras-GTP active, qui constitue le point de départ d’'une cascade de
phosphorylations sur des résidus sérine et thréonine impliquant plusieurs protéines
kinases (Baltensperger et al., 1993; Egan et al., 1993). En effet, cette cascade de
signalisation comprend: Raf (MAPKKK, MAPK extracellular regulated ERK
kinase)/MEK (MAPKK, MAPK ERK activating kinase)) MAPK (Mitogen activated
protein kinase) p42 ERK1 et p44 ERK2 (Kyriakis et al., 1992; Vojtek et al., 1993;
Warne et al., 1993).

Par conséquent, apres la stimulation a linsuline, p42 ERK1 et p44 ERK2
phosphorylées passent au niveau nucléaire pour activer par phosphorylation de
nombreux facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la prolifération
cellulaire (Davis, 1995). Ces facteurs de transcription comprennent EIk1 qui forme un
complexe avec SRF (Serum Response Factor) pour se lier a I'élément de réponse
SRE (serum response element) du promoteur du géne c-fos (Dalton and Treisman,
1992; Hipskind et al., 1991; Thompson et al., 1994). Le géne c-fos est transcrit en
guelques minutes et constitue un des genes de réponse précoce IEG (Immediate
Early Gene). L’ensemble des protéines issues de la transcription des IEG sont eux-
mémes des facteurs de transcription qui contrélent I'expression de génes impliqués
dans la progression du cycle cellulaire (Angel and Karin, 1991; Hill and Treisman,
1995; Hurd et al., 2002).
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Figure 10 : Mécanismes de régulation négative de la signalisation de l'insuline

La signalisation de linsuline est atténuée par l'action de plusieurs phosphatases
(PTP1B, PTEN, PP2A, PP2B, PHLPP) en déphosphorylant le récepteur de I'insuline,
les protéines IRS, la PKCa, les MAP kinases ERK1/2 ou les PIP3. De plus, les
serine/thréonine kinases activées en réponse au stress et a l'inflammation telles que
JNK, IKK, ERK1/2, PKC ou la S6K, inhibent la signalisation de l'insuline en induisant
des phosphorylations inhibitrices sur les résidus serine des protéines IRS. Les
protéines SOCS et Grb se lient au récepteur et empéchent la fixation des substrats
du récepteur de l'insuline a ce dernier. Trb3 inhibe Akt en la séquestrant en niveau

cytosolique (adapté de Boucher et al., 2014)
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viii. Régulation négative de la signalisation de I'insuline (Figure 10) :

Plusieurs mécanismes de rétrocontréle négatif vont permettre I'atténuation de la
signalisation de [linsuline afin de retrouver un niveau basal. Ces principaux
mécanismes  sont l'internalisation du  complexe  hormone/récepteur, la
phosphorylation des IRS sur les résidus sérine et thréonine, la déphosphorylation du
récepteur de l'insuline et des IRS sur les résidus tyrosine et la déphosphorylation des

P1(3,4,5)P3 par des phosphatases de lipides.

L’'internalisation du complexe hormone/récepteur : Un des mécanismes qui
permet une atténuation générale du signal insulinémique et qui est commun a
'ensemble des récepteurs membranaires est l'internalisation et la dégradation du
complexe Ligand/Récepteur. En effet, la liaison de linsuline a son récepteur est
rapidement suivie de [linternalisation du complexe insuline/récepteur. Apres
'endocytose, les récepteurs de linsuline sont en grande partie recyclés vers la
surface cellulaire alors que I'insuline et une fraction des récepteurs sont dirigées vers
les endosomes tardifs puis les lysosomes ou elles seront dégradées (Di Guglielmo et
al., 1998; Fagerholm et al., 2009; McClain, 1992).

La phosphorylation des IRS sur les résidus sérine et thréonine: La
phosphorylation des résidus sérine et/ou thréonine des IRS constitue un mécanisme
majeur de régulation négative de la signalisation de I'insuline. Les IRS possédent
plusieurs sites potentiels de phosphorylation sur sérine tels que les serines 24, 270,
307, 318, 612, 632, 789 et 1101 pour IRS1 et les serines 484 et 488 pour IRS2
(Boucher et al., 2014). Cependant, la phosphorylation sur la serine 307 est celle qui
a été la plus décrite pour son implication dans I'obésité et la résistance a l'insuline
(Aguirre et al., 2002 ; Boucher et al., 2014). Ces phosphorylations entrainent une

inhibition des fonctions des IRS et ont pour conséquences :

e L'inhibition de I'association des protéines IRS au récepteur de l'insuline et
par conséquent la baisse de leur phosphorylation sur les résidus tyrosines
s'accompagne d'une baisse de leur activation (Liu et al., 2001a; Paz et al.,
1997).

¢ Un encombrement des sites de phosphorylations sur les résidus tyrosines des
IRS (Mothe and Van Obberghen, 1996).
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e Une diminution de la liaison et de l'activation de la PI3K (Mothe and Van
Obberghen, 1996; Ravichandran et al., 2001).

e Une relocalisation cellulaire des IRS les éloignant du récepteur de l'insuline
(Clark et al., 2000; Tirosh et al., 1999).

e Une inhibition de [lactivité tyrosine kinase du récepteur de [Iinsuline
(Hotamisligil et al., 1996).

e Une dégradation des IRS par le protéasome (Haruta et al., 2000; Pederson et
al., 2001).

Les IRS possédent plus d’une centaine de sites potentiels de phosphorylation sur
les résidus Sérine/Thréonine (Zick, 2005). Plusieurs des kinases impliquées dans la
phosphorylation des IRS sur ces sites sont situées en aval dans la voie de
signalisation (Liu et al., 2001b). Parmi elles on peut citer la PKCC (Lee et al., 2008b;
Liu et al., 2001b; Ravichandran et al.,, 2001), Erk1/2 (De Fea and Roth, 1997;
Engelman et al., 2000), mTOR/S6K1 (Um et al., 2004). Cependant, d’autres kinases
peuvent étre activées par des signaux extracellulaires comme le TNFa (Tumor
necrosis factor a), les acides gras et le stress environnemental et vont inhiber I'action
de l'insuline par la phosphorylation des IRS sur les résidus sérine/thréonine (Wellen
and Hotamisligil, 2005; Zick, 2001). Parmi ces kinases on peut citer JNK (Aguirre et
al., 2002; Rui et al., 2001), la GSK3pB (Eldar-Finkelman and Krebs, 1997; Liberman
and Eldar-Finkelman, 2005) et I'IKK (Inhibitor kappa B kinase) (Gao et al., 2002).

La déphosphorylation du récepteur de l'insuline et des IRS sur les résidus
tyrosine : Les phosphotyrosines phosphatases (PTP) jouent également un role
important dans la régulation négative de la signalisation de [linsuline en
déphosphorylant les résidus tyrosines sur le récepteur de I'insuline ainsi que sur les
IRS. La famille des PTP comprend plusieurs membres et parmi les principales
protéines phosphatases on peut citer PTP1B, LAR (Leukocyte common antigen
related), SHP2, PTPa, PTP¢ et CD45. Cependant, la protéine PTP1B est celle qui a
recu le plus d’attention, son implication dans la régulation de la voie de signalisation
de linsuline a été clairement décrite (Asante-Appiah and Kennedy, 2003; Goldstein
et al., 2000; Wang et al., 2001). En effet, les souris KO pour PTP1B présentent une
insulino-sensibilité et une phosphorylation accrue du récepteur a I'insuline (Elchebly

et al., 1999; Klaman et al., 2000) alors que la surexpression transgénique de PTP1B
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dans le muscle ou le foie de souris conduit a une résistance a l'insuline (Haj et al.,
2005; Zabolotny et al., 2004).

La déphosphorylation des PI(3,45P3: La déphosphorylation des
phosphoinositides PI1(3,4,5)P3 par les lipides phosphatases constitue aussi un des
mécanismes de régulation négative de la signalisation de linsuline. Les deux
principales phosphatases de lipides responsables de la dégradation des PI(3,4,5)P3
et impliquées dans I'action de l'insuline sont PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromosom 10) et SHIP2 (SH2 containing inositol phosphatase 2). PTEN
déphosphoryle les PI(3,4,5)P3 en position 3' menant a la formation de PI(4,5)P2
alors que SHIP2 déphosphoryle les PI(3,4,5)P3 en position 5’ produisant ainsi des
P1(3,4)P2. La déphosphorylation des phosphoinositides par PTEN et SHIP2 conduit
a l'inhibition des effets insulino-dépendants en inhibant I'activation des intermédiaires
en aval de la PI3K, dont Akt. En effet, la surexpression de PTEN ou de SHIP2 inhibe
I'activation de Akt et entraine une diminution de la translocation de GLUT4 et du
transport de glucose insulinodépendant alors que leur inhibition produit I'effet inverse
(Clément et al., 2001; Nakashima et al., 2000; Wada et al., 2001).

Les « Suppressor Of Cytokine Signaling » SOCS1 et SOCS3: Les protéines
SOCS1 et SOCS3 participent également a la régulation négative de la signalisation
de linsuline. Ces protéines vont inhiber la transmission du signal insulinémique par

différents mécanismes :

e Leur liaison directe sur le récepteur de [linsuline qui conduit a un
encombrement stérique empéchant donc la fixation d’autres substrats et la
phosphorylation des IRS sur tyrosines (Emanuelli et al., 2000; Peraldi et al.,
2001; Ueki et al., 2004).

e Leur liaison sur les IRS provoque leur ubiquitination et entraine leur

dégradation par le protéasome (Rui et al., 2002; Shi et al., 2004).
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Figure 11 : Facteurs génétiques, comportementaux et environnementaux impliqués

dans le développement du diabéte de type 2 (Khodabandehloo et al., 2016).
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c. Résistance al'insuline et diabéte de type 2 :

i. Lediabete de type 2:

Le diabéte est une maladie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit
pas suffisamment d’insuline ou que I'organisme n’utilise pas correctement l'insuline

gu’il produit. Il existe plusieurs types de diabéte, les plus fréquents sont :

Le diabete de type 1, qui représente 5 a 10% de tous les cas de diabéte, est une
maladie auto-immune caractérisée par la destruction des cellules B pancréatiques
productrices d’insuline. La cause du diabéte de type 1 n’est pas encore connue et le

traitement nécessite une administration quotidienne d’insuline.

Le diabéte de type 2, qui est la forme la plus commune du diabéte représente 90%
des cas. Il est principalement di a un état de résistance a l'insuline. En effet, ce
dernier survient lorsqu’une personne résistante a l'action de linsuline ne parvient
plus a sécréter suffisamment d’insuline pour compenser l'inefficacité ou I'efficacité
réduite de I'hormone. Bien que I'hérédité soit un de facteurs de prédisposition au
diabéte de type 2, ce dernier est en grande partie le résultat d’'un mode de vie

sédentaire et d’une alimentation inappropriée notamment hypercalorique (Figure 11).

La prévalence du diabéte de type 2 est en constante progression. En 2014, la
prévalence mondiale du diabéte était estimée a 9% chez les adultes agés de 18 ans
et plus. Cependant, 'OMS prévoit le doublement de la population diabétique en
2030, notamment en raison de la progression du diabéte de type 2 dans les pays en
voie de développement (source WHO, World Health Organization).

Le diabéte de type 2 est une maladie aux conséquences graves pouvant
entrainer de sérieuses complications cliniques a long terme allant jusqu’a la mort.
En effet, en 2012, on estime que le diabéte a été la cause directe de 1,5 millions de
décés et en 2030, 'OMS prévoit que le diabéte sera la septiéme cause de décés

dans le monde (source WHO, world Health organization).

Le diabéte de type 2 n’était habituellement observé que chez I'adulte, mais on le

trouve désormais aussi chez I'enfant (Rapaport et al., 2004; Rosenbloom et al.,
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1999). L'obésité abdominale de méme que le syndrome métabolique font partie

des facteurs de risque les plus souvent associés a cette maladie.

ii. Larésistance al’insuline:

La résistance a l'insuline est définie comme étant une incapacité de l'insuline a
favoriser le transport du glucose de la circulation sanguine vers les tissus cibles
(DeFronzo and Tripathy, 2009). Afin de compenser cette baisse de réponse a
I'insuline, les cellules B du pancréas vont produire davantage d’insuline pour contrer
I'hyperglycémie progressive. Cependant, si la résistance a linsuline continue de
s’aggraver, les cellules B ne parviendront plus a produire suffisamment d’insuline
pour maintenir I'équilibre glycémique et l'intolérance au glucose apparaitra, pour

finalement devenir un diabete de type 2 (Meshkani and Adeli, 2009).

La résistance a l'insuline est une condition physio-pathologique associée a
I'apparition de plusieurs complications métaboliques plus importantes, comme les
maladies cardiovasculaires, certaines formes de cancer, la stéatose hépatiqgue non

alcoolique et le diabéte de type 2 (Reaven, 2005).

Les mécanismes moléculaires responsables de la diminution de l'action de
I'insuline et a l'origine de la résistance a l'insuline ne sont pas encore entierement
résolus. Cependant plusieurs hypothéses ont été émises afin d’expliquer la
résistance a l'insuline, telles que la diminution du nombre de récepteur de l'insuline
de la surface membranaire, un défaut de liaison de I'insuline sur son récepteur ou
une production anormale d’insuline, mais d’apres plusieurs études, la cause majeure
de la résistance a l'insuline se situerait au niveau de la signalisation du récepteur de
I'insuline et impliquerait les mécanismes de régulation négative de la signalisation de
l'insuline détaillés dans le chapitre précédent (Choi and Kim, 2010; Meshkani and
Adeli, 2009).

La phosphorylation des IRS sur les résidus sérine/thréonine empéche ainsi la
transmission du signal de linsuline (Abdul-Ghani and DeFronzo, 2010; Choi
and Kim, 2010). La surexpression de la phosphotyrosine phosphatase PTP1B
ou celle de SOCS3 peut également induire une résistance a linsuline. En
effet, ces deux molécules constituent des cibles majeures pour le traitement du

diabéte de type 2
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(Asante-Appiah and Kennedy, 2003; Cheng et al., 2002; Drake and Posner, 1998;
Goldstein et al., 1998).

Les mécanismes de désensibilisation & I'action de I'insuline impliquent plusieurs
facteurs physiologiques. Parmi ces facteurs on peut citer I'obésité abdominale.
L’accumulation excessive de tissu adipeux va entrainer une importante réponse
inflammatoire (Bastard et al., 2006; Garcia et al., 2010). En effet, le tissu adipeux
synthétise et sécréte des adipokines (résistine, leptine, adiponectine ...) de maniére
anormale ainsi que des cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa et IL6
(interleukine 6) (Antuna-Puente et al., 2008; Bastard et al., 2006; Shoelson et al.,
2007; Wang and Nakayama, 2010). Au niveau cellulaire, ce sont ces adipokines et
cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les adipocytes et les macrophages
(infiltrant le tissu adipeux) qui joueraient un réle dans le développement de la
résistance a l'insuline en activant les mécanismes de régulation négatifs bloguant
ainsi la voie de signalisation de linsuline (Antuna-Puente et al., 2008; Shoelson et
al., 2007; Wellen and Hotamisligil, 2005). Ces mécanismes seront détaillés par la

suite dans le chapitre 2.

L'obésité abdominale et la résistance a l'insuline sont également associées a une
élévation de la concentration plasmatique en acides gras libres (AGL) et
triglycérides. En effet, Il existe un lien direct entre les niveaux élevés des AGL et la
résistance a l'insuline. Plusieurs études ont montré l'induction d’'une résistance a
l'insuline suite a une perfusion d’acides gras. Ces derniers agiraient d’ailleurs au
méme niveau que les adipokines et les cytokines pro-inflammatoires en exercgant leur
effet inhibiteur par l'intermédiaire de la stimulation des mécanismes de régulation
négatifs de la voie de l'insuline (Shoelson et al., 2007). Les triglycérides quant a eux
seraient responsables de la lipotoxicité dans les tissus non adipeux, comme le foie et
le muscle squelettique, dans lesquels ils vont s’accumuler aprés le dépassement
de la capacité de stockage du tissu adipeux et perturberaient ainsi la

signalisation de l'insuline dans ces tissus (Magnan and Ktorza, 2005).

Par ailleurs, I'hypoxie du tissu adipeux, le stress au niveau du réticulum
endoplasmique peuvent aussi initier des réponses pro-inflammatoires par I'activation

des serine/thréonine kinases JNK1 et IKK. Ces kinases en phosphorylant les
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facteurs de transcription AP1, activent la transcription d’'une série de génes impliqués
dans la réponse inflammatoire, ce qui conduit & une diminution de la sensibilité a
I'insuline. Ces kinases peuvent aussi phosphoryler les IRS sur sérine/thréonine et
inhiber la voie de signalisation du récepteur de I'insuline. Cependant, la déficience ou
I'inhibition de JNK1 ou IKK dans différents modéles murins, permet de prévenir la

résistance a l'insuline (Arkan et al., 2005; Solinas et al., 2007).

L’hyperglycémie et I'hyperinsulinémie peuvent également jouer un réle dans le
développement de la résistance a linsuline (Shanik et al., 2008). En effet, la
sécrétion accrue dinsuline sert & compenser la baisse de réponse a linsuline.
Cependant, une exposition prolongée a de fortes concentrations en insuline peut
engendrer une aggravation de la résistance a l'insuline via une désensibilisation
homologue de la signalisation insulinémique qui va agir telle une boucle de
rétroaction négative (Abdul-Ghani and DeFronzo, 2010; Kawahito et al., 2009;
Shanik et al., 2008).

La résistance a l'insuline est une condition qui, prise en charge rapidement, peut
étre corrigée. Plusieurs approches se sont avérées efficaces pour ralentir la
progression de la résistance a [linsuline et ainsi empécher ou retarder le
développement du diabete de type 2. Parmi elles, une approche nutritionnelle est au
premier plan grace aux nombreuses études effectuées sur la proportion et le type
des divers nutriments, dont les glucides a faible indice glycémique, les AGPI n-3 ou

les protéines de poisson (Patel et al., 2009).

iii. Méthodes de mesure de la résistance a l'insuline ;

Il existe plusieurs méthodes permettant d’évaluer la sensibilité a l'insuline, la
plupart étant basées sur la mesure des concentrations plasmatiques en insuline et
en glucose a jeun, ou lors de tests dynamiques dont la plupart nécessitent une
administration préalable de glucose et/ou d’insuline. Parmi les méthodes les plus
utilisées, le clamp euglycémique-hyperinsulinémique, le test de tolérance au glucose

(GTT), le test de tolérance a linsuline (ITT) et le HOMA-IR (homeostasis model
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assesment for insulin resistance) (DeFronzo and Matsuda, 2010; Henriksen et al.,
2010; Keskin et al., 2005; Tura et al., 2006).

Le clamp euglycémique-hyperinsulinémique est la méthode de référence pour
mesurer la résistance a l'insuline (Kim, 2009; Matsuda and DeFronzo, 1999). Cette
meéthode consiste a administrer de l'insuline en perfusion intra-veineuse a deébit
constant afin de provoquer une hyperinsulinémie qui va inhiber la production
hépatique de glucose et augmenter le transport du glucose dans les tissus insulino-
sensibles (Tran et al., 2003). La glycémie est maintenue constante en perfusant du
glucose. Le débit de glucose nécessaire pour maintenir I'euglycémie (concentration
de glucose mesurée avant le début du test) permet une estimation de l'utilisation de
glucose par les tissus périphériques. Plus la quantité de glucose a perfuser pour
maintenir I'euglycémie est faible, moins les organes insulino-sensibles captent le
glucose et plus le sujet est considéré comme résistant a I'insuline (DeFronzo et al.,
1979; Piché et al., 2007). Cependant, du fait de sa complexité de mise en ceuvre,
cette technigue ne peut étre applicable en pratique clinique de tous les jours et ne

peut étre utilisée de maniere chronique.

Le test de tolérance au glucose (GTT) est un test simple qui permet d’évaluer
la capacité de I'organisme a faire diminuer la glycémie aprés une hyperglycémie
provoquée. En pratique, le test consiste a suivre pendant deux heures les
concentrations plasmatiques de glucose aprés I'hyperglycémie provoquée (Matsuda
and DeFronzo, 1999; Stumvoll et al., 2000). L’analyse des résultats se fait par I'étude
de l'aire sous la courbe (glycémie en fonction du temps). Cependant, ce test fournit
des informations que sur la tolérance au glucose mais pas sur la sensibilité a
I'insuline. Cette derniére peut étre estimée par le test de tolérance a I'insuline (ITT).
En effet, I'I'TT permet de calculer un indice qui correspond a la vitesse de diminution
de la glycémie entre 0 et 30 min aprés une injection de 0,1Ul/kg d’insuline.
Cependant, l'utilisation de ce test reste controversée en raison du risque potentiel
d’occasionner des hypoglycémies et d’'induire une contre-régulation hormonale, elle-
méme responsable d’'une diminution de la sensibilité a l'insuline (Bergman et al.,
1985; Scheen et al., 1994).
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Le HOMA-IR est obtenu a partir des concentrations plasmatiques a jeun
d’insuline et de glucose. Cet index est basé sur un modéle mathématique fondé sur
les réponses quantitatives des principaux organes impliqués dans la régulation du
métabolisme du glucose (Matthews et al.,, 1985). L'index HOMA est donné par la
formule suivante : HOMA-IR = (I * G) / 22,5 ou | = insulinémie a jeun (mIU/I) et G =
glycémie a jeun (mmol/L). Selon certaines études (Keskin et al., 2005), lorsque cet
indice est élevé, indiquant une résistance a l'insuline hépatique, il corréle bien avec
la résistance a l'insuline périphérique mesurée a l'aide d’'un clamp euglycémique-
hyperinsulinémique, ce qui en fait un indice fiable pour les études ne pouvant pas
réaliser la mesure du clamp euglycémique-hyperinsulinémique (Hanson et al., 2000;

Muniyappa et al., 2000).

d. Résistance hépatique a lI'insuline : RGle homéostatique du foie

Le foie joue un réle important dans le maintien de I'équilibre énergétique de
'organisme et de la régulation de la glycémie. En effet, lors de la phase post
prandiale, le foie va stocker le glucose en synthétisant un polymére de réserve, le
glycogéne (glycogénogénese). Quand les stocks de glycogene sont saturés, le foie
va utiliser le glucose pour produire des triglycérides qui vont étre libérés dans la
circulation sanguine (lipogenese) sous forme de lipoprotéines. Cependant, en phase
post absorptive, le foie va produire du glucose a partir de I'hydrolyse du glycogéne
(glycogénolyse) et si le jeline se prolonge, la production de glucose par le foie va
s’effectuer via la néoglucogenese a partir de différents substrats comme les acides

aminés, le lactate et le glycérol (Girard et al., 1997)(Girard, 1997).

Au niveau hépatique, linsuline agit en inhibant la néoglucogenese et la
glycogénolyse tout en favorisant le stockage de glucose sous forme de glycogéne
(Boden, 2004). La résistance a l'insuline au niveau hépatique peut donc avoir des
conséquences majeures sur la balance énergétique et le métabolisme lipidique. En
effet, plusieurs études suggerent que la résistance hépatique a linsuline est
suffisante pour induire plusieurs composantes du syndrome métabolique et favoriser
le développement des maladies cardiovasculaires (Meshkani and Adeli, 2009). En
revanche, beaucoup de questions restent en suspens concernant les mécanismes

moléculaires et cellulaires a l'origine de la résistance hépatique de linsuline.

Cependant, il est maintenant admis que l'inflammation chronique associée a I'obésité
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viscérale est impliguée dans linduction de la résistance hépatique a l'insuline. En
effet, I'inflammation chronique est caractérisée par un déreglement de la production
d’adipokines (leptine, résistine, adiponectine) et de cytokines pro-inflammatoires
(TNFa, IL1, IL6) qui vont conduire a l'altération de la signalisation du récepteur a
I'insuline. Cette résistance hépatique a linsuline se traduit par une production
excessive de glucose conduisant a une hyperglycémie, ainsi qu’une altération de la
synthese et du stockage hépatique des triglycérides (Meshkani and Adeli, 2009). En
effet, les personnes atteintes de diabéte de type 2 présentent des taux éleveés
d’acides gras au niveau hépatique en raison d’'une diminution de I'effet inhibiteur de
I'insuline sur la production et la sécrétion des VLDL (Kraegen et al., 2001;
Taghibiglou et al., 2000).

e. Résistance al'insuline et maladies cardiovasculaires :

Les maladies cardiovasculaires (MCV) constituent un ensemble de troubles
affectant le cceur et les vaisseaux sanguins. Les MCV entrainant les accidents
vasculaires cérébraux et I'infarctus du myocarde sont aujourd’hui la premiere cause
de décés dans les pays industrialisés (WHO, world Health organization). Ces
maladies proviennent d'une détérioration des vaisseaux sanguins par des
mécanismes tels que l'athérosclérose et I'hypertension artérielle. La résistance a
I'insuline est étroitement associée aux MCV. En effet, chez les individus résistant a
I'insuline, les MCV sont I'une des causes majeures de la morbidité et la mortalité de
ces sujets. Les effets vasodilatateurs de l'insuline de type endothelium-dépendant
ont été montrés dans plusieurs études (Muniyappa and Quon, 2007; Steinberg et
al., 1994). En effet, la perfusion d’insuline a des doses physiologiques et supra-
physiologiques induit une diminution de la pression artérielle, une réduction de la
résistance vasculaire périphérique et une augmentation du débit sanguin dans les
lits vasculaires de muscles squelettiques (Baron and Brechtel, 1993; Laakso et al.,
1990). La résistance a l'insuline provoque ainsi des altérations de la signalisation au
niveau de I'endothélium des vaisseaux sanguins, conduisant a une diminution du
débit sanguin, qui a son tour, va aggraver la résistance a l'insuline qui elle-méme va

contribuer a la dysfonction endothéliale dans un cercle vicieux réciproque.
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f. Résistance a l'insuline et dyslipidémie :

L’insuline joue un role essentiel sur plusieurs enzymes clés du métabolisme des
lipoprotéines. Un état de résistance a l'insuline est donc associé avec une grande
fréquence a des anomalies des lipoprotéines. Deux types d’anomalies sont
généralement observées: quantitatives et qualitatives (Verges, 2005).
L’hypertriglycéridémie est le phénomene quantitativement le plus notable. Elle est
causée par l'augmentation de la production hépatique de VLDL (Very Low Density
Lipoprotein) riches en triglycérides, due a I'abondance des substrats (acides gras
libres). Cependant, la réduction du catabolisme des VLDL causée par la diminution
de l'activité de la lipoprotéine lipase (LPL), due a la résistance a I'insuline contribue
également au développement de I'hypertriglycéridémie (Taghibiglou et al., 2000;
Watts and Chan, 2010). La baisse des HDL (High Density Lipoprotein) par un
catabolisme accru constitue aussi I'une des principales anomalies quantitatives des
lipoprotéines associées a la résistance a l'insuline (Pouliot et al., 1992). Les HDL
jouent un role important dans le transport inverse du cholestérol des tissus
périphériques vers le foie et exercent également des effets directs anti-
inflammatoires et antioxydants sur I'endothélium vasculaire (Lewis and Rader, 2005;
Navab et al., 2005). Les anomalies qualitatives sont quant a elles, dominées par la
taille faible et la densité élevée des LDL et leur enrichissement en triglycérides
(Packard, 2006; Reaven et al., 1993; Sacks and Campos, 2003) et la glycation des
apoprotéines des LDL (Lyons, 1991; Witztum et al., 1982). Ainsi, la glycation de
I'apolipoprotéine B des LDL ralentit son catabolisme physiologique ce qui rend les
LDL plus sensibles a l'oxydation par radicaux libres (Moro et al.,, 1999). Cette
oxydation des LDL permet leur élimination en accroissant leur capture par les

macrophages (Lyons and Jenkins, 1997; Lyons et al., 1987).

4. Modeles d’études de I'obésité et larésistance al'insuline chez le

rongeur :

L’étude de pathologies nécessite souvent la mise en place de modeéles animaux
développant des symptdmes se rapprochant le plus possible de ceux retrouvés chez
'homme. Dans cette optique, de nombreux modeles animaux du syndrome

meétabolique ont été développés. lls sont utilisés a la fois pour la compréhension
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générale de ces mécanismes ou des désordres métaboliques qui leur sont associés,
mais aussi pour tester l'efficacité de traitements potentiels contre ces maladies. De
nombreuses études sont réalisées chez les rongeurs car ceux-ci présentent un grand
nombre de genes d'intérét similaires a ceux retrouvés chez 'homme et sont des
animaux faciles a élever en animalerie. Nous détaillerons donc ici quelques modéles
de rongeurs fréquemment utilisés dans I'étude de l'obésité et la résistance a
I'insuline en distinguant les modeles génétiques des modeles obtenus par « induction

» des pathologies étudiées.

a. Modéle génetique :

De nombreux modéles génétiques de rongeurs obéses ou diabétiques sont
utilisés en laboratoire. Parmi les modéles les plus utilisés, les souris ob/ob, les souris
db/db, les rats Zucker, les rats OLETF et les rats Goto-Kakizaki. La plupart de ces
modeles sont caractérisés par des mutations apparues spontanément et sont utilisés
depuis des dizaines d’années. Ces modeles sont utiles pour la compréhension de
certains mécanismes moléculaires spécifiques impliqués dans le développement de
'obésité et la résistance a l'insuline. Toutefois, ces modeles animaux ne sont pas
représentatifs du syndrome métabolique puisque ce dernier n'est pas dd a une

altération monogénique.

Les souris ob/ob font partis des premiers modéles génétiques utilisés pour
'étude du diabéte (Enser, 1972). Ces souris sont porteuses d’'une mutation
autosomique récessive sur le géne de la leptine sur le chromosome 6 (Friedman et
al., 1991; Zhang et al., 1994). Elles sont obeses et développent une hyperinsulinémie
et hyperglycémie dés leur 4éme semaine de vie (Dubuc, 1976) et une diminution de
la tolérance au glucose, une stéatose hépatique et une inflammation aprés 12
semaines (Bigorgne et al., 2008; Van den Bergh et al., 2008). Cependant, ces souris
ne représentent pas un modele complet du syndrome métabolique, puisqu’elles sont
caractérisées par une baisse de la pression artérielle (Mark et al., 1999) et ne

développent pas de dyslipidémie (Van den Bergh et al., 2008).

Les souris db/db présentent une mutation autosomique récessive sur le géne du
récepteur a la leptine sur le chromosome 4 (Chen et al., 1996). Ces souris

présentent un poids corporel plus important que des souris normales des leur 6éme
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semaine suivant la naissance (Dong et al., 2010). Dés 8 semaines, les souris db/db
présentent une hyperglycémie, une hypertriglycéridémie, une hypercholestérolémie
et une augmentation des niveaux d’acides gras non esterifiés (Ae Park et al., 2006).
Elles présentent également une hyperinsulinémie et une diminution de la tolérance
au glucose des 12 semaines (Dong et al., 2010; Winzell et al., 2010) et développent
par la suite une stéatose hépatique (Dong et al., 2010). Cependant ces souris ne

développent pas d’'inflammation hépatique (Sahai et al., 2004).

Les rats diabétiques ZDF (Zucker diabetic fatty rats) (fa/fa) sont porteurs de la
mutation autosomale récessive fatty (fa) sur le géne codant pour récepteur a la
leptine (Scarda et al., 2010). En effet, les rats homozygotes (+/+) et hétérozygotes
(fa/+) pour la mutation ne présentent pas de phénotypes obéses. Les rats ZDF
développent rapidement une hyperglycémie, hyperinsulinémie et une
hypertriglycéridémie (van den Brom et al., 2009; Mizuno et al., 2002). Ces rats
développent également une augmentation de la pression artérielle (Serpillon et al.,
2009). En outre, les rats ZDF présentent une élévation de certains marqueurs de
I'inflammation caractéristiques de I'obésité comme TNFa et IL1B (Ferreira et al.,
2010).

Les rats OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) présentent une
déficience en récepteurs CCK-1 et sont donc insensibles a l'action de la
cholécystokinine (CCK) qui se traduit principalement par une absence d’inhibition de
la prise alimentaire en réponse a l'ingestion de lipides (Moran and Bi, 2006). Au bout
de 20 semaines, les rats OLETF présentent un poids corporel supérieur a celui de
leurs controles, les rats minces Long-Evans Tokushima Otsuka (Kawano et al.,
1994). lls développent a terme une hyperglycémie, une hypertriglycéridémie et une

intolérance au glucose (Kawano et al., 1994).

Les rats Goto-Kakizaki sont des porteurs spontanés d'un diabéte de type 2
(Yasuda et al., 2002) et sont utilisés pour étudier le syndrome métabolique. Ces
animaux non-obéses développent une hyperglycémie précoce associée a une
intolérance au glucose (Rees and Alcolado, 2005). Ce modele est également
caractérisé par une résistance a l'insuline et un défaut de sécrétion d’'insuline par les

cellules B pancréatiques caractéristiques du diabete de type 2 (Rees and Alcolado,
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2005). Ces animaux développent aussi plusieurs anomalies cardiovasculaires au

bout de 20 semaines (Panchal and Brown, 2011)

b. Induction du syndrome métabolique : les agents chimiques

L’alloxane et la streptozotocine sont des analogues du glucose. En effet, par cette
analogie structurale, ces deux molécules pénetrent dans les cellules B pancréatiques
par l'intermédiaire du transporteur de glucose GLUT2, induisant ainsi une nécrose
sélective des cellules B pancréatiques (Lenzen, 2008; Spadella et al., 2010).

L'utilisation de la streptozotocine chez les rongeurs est fréquente et permet de
mimer le diabete de type 1. Cependant, le diabéte de type 2 peut étre aussi induit par
la streptozotocine en injectant de faible dose de cette molécule chez de jeunes rats
(Sinzato et al., 2009). En effet, ceci conduit au développement d’'une hyperglycémie
modérée a l'dge adulte ainsi qu'une résistance a linsuline associée a une
augmentation plasmatique de certains marqueurs de l'inflammation (Sharma and
Srinivasan, 2009).

c. Induction du syndrome métabolique : les régimes alimentaires

L’induction de l'obésité ou de la résistance a linsuline par une approche
nutritionnelle chez les rongeurs permet de mimer les pathologies humaines.
L’alimentation joue un réle important dans la croissance et le développement de
I'organisme et la composition des différents aliments détermine le statut nutritionnel.
En effet, les régimes alimentaires varient par la nature des nutriments apportes.
Dans les pays occidentaux, les régimes utilisés sont hypercaloriques, riches en
glucides (tels que le fructose et le saccharose) ainsi qu’en acides gras saturés. Cet
apport calorique accru est associé a de nombreuses complications induites donc par
I'alimentation, y compris le syndrome métabolique. Pour mieux comprendre les
mécanismes moléculaires impliqués dans linstallation de I'obésité et du diabete de
type 2 induit par les régimes alimentaires, des combinaisons de régimes riches en
glucides, riches en acides gras saturés ou les deux ont été utilisées chez les

rongeurs pour mimer les signes et symptomes du syndrome métabolique humain.

i. Régimes enrichis en glucides
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Le fructose est devenu un ingrédient omniprésent dans les régimes occidentaux
(Miatello et al., 2005; Nakagawa et al., 2005). Au cours des cinquante derniéres
annees, il y a eu une forte augmentation de l'utilisation du fructose dans notre
alimentation. Cette derniere est accompagnée par une augmentation proportionnelle
de l'incidence de l'obésité (Bray, 2004). Les principales sources de fructose dans
I'alimentation sont le saccharose (constitué d'une molécule de glucose et d'une
molécule de fructose), le sirop de mais a haute teneur en fructose, les fruits et le

miel.

L'utilisation du fructose chez le rat induit une résistance a linsuline, une
intolérance au glucose, une hypertension arterielle et une dyslipidémie (Lé and
Tappy, 2006; Tran et al., 2009). Cependant, les études divergent en ce qui concerne
I'induction de I'obésité (Bocarsly et al., 2010; Panchal et al., 2011). Au niveau du foie,
le régime riche en fructose induit une stéatose et une fibrose hépatique ainsi qu’une
inflammation lobulaire (Kawasaki et al., 2009). Le fructose conduit également a
'augmentation des acides gras libres, de la leptinémie et de I'adiponectinémie,
diminuant ainsi la sensibilité a linsuline (Alzamendi et al., 2009; Melanson et al.,
2008). Le développement d’une résistance a la leptine a aussi été observé (Shapiro
et al., 2008).

Le saccharose est une source alimentaire de fructose (Tappy and L&, 2010) ce
qui a conduit a son utilisation dans des modeles animaux afin de mimer le syndrome
métabolique humain. En effet, un régime riche en saccharose induit une
hyperinsulinémie, une hyperleptinémie, une hypertriglycéridémie, une hyperglycémie,
une élévation des niveaux d’acides gras libres et une intolérance au glucose (Coelho
et al., 2010; Lombardo et al., 1996). Cependant, de la méme maniére que le
fructose, les résultats concernant I'induction de I'obésité par le saccharose restent
controversés (Kanarek et al., 1987; Santuré et al., 2002). Le régime riche en
saccharose conduit aussi a une augmentation de la pression artérielle (Sharma et

al., 2008) et a une stéatose hépatique (Huang et al., 2010).

ii. Régimes enrichis en lipides

Les régimes riches en graisses, également appelé High-Fat diet (HFD) ont été
utilisés pour induire I'obésité, la dyslipidémie et la résistance a l'insuline chez les
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rongeurs pendant plusieurs années. Une des premiéres descriptions de ['utilisation
d’'un régime HFD pour induire I'obésité date de la fin des années 1950 (Masek and
Fabry, 1959). Aujourd’hui, un grand nombre de protocoles basés sur la modification
du régime alimentaire dans le but d’étudier le syndrome métabolique utilisent des
régimes HFD. Cependant, la grande variabilité dans les protocoles expérimentaux
rend la comparaison entre les différentes études délicate. Classiquement, ces
régimes HFD contiennent un pourcentage de calories apportées par les lipides
compris entre 35 % et 60 % ce qui se traduit par une baisse de I'apport protéique.
L'origine des lipides utilisés peut étre animale (lard, huile de poisson...) ou végétale
(huile d'olive, huile de coco...). Cette diversité dans la composition des régimes
permet d'obtenir des modeles animaux variés, qui développent plus ou moins
rapidement et avec plus ou moins de sévérité les principaux symptémes du
syndrome métabolique. L'utilisation des lipides de natures différentes permet
également d’étudier I'effet de lipides saturés ou insaturés sur la santé. Les régimes
hyperlipidiques contenant des acides gras polyinsaturés (contenus par exemple dans
I'huile de poisson) auraient ainsi un effet protecteur contre la résistance a l'insuline et
le développement de l'obésité (Buettner et al., 2006; Storlien et al., 2000). Les
régimes hyperlipidiques fabriqués a base de lard sont les plus obésogenes (Buettner
et al., 2006).

Des rats nourris pendant plusieurs semaines avec un régime HFD 60 % ont un
poids corporel et une masse adipeuse significativement plus importants que les
animaux controles. lls présentent également une hyperinsulinémie, une
hyperglycémie, une hyperleptinémie et une augmentation des niveaux d’acides gras
non estérifies (Lei et al., 2007; Sutherland et al., 2008). De la méme facon, un régime
HFD 42 % (lard ou huile de coco), conduit a une augmentation du poids corporel
corporelle des rats et a une accumulation de triglycérides dans le foie. Les animaux
nourris avec le régime HF-Lard sont ceux qui prennent le plus de poids et présentent

une hyperinsulinémie et une diminution de I'adiponectinémie (Buettner et al., 2006).
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Figure 12 : Les différentes populations cellulaires du tissu adipeux blanc

Les adipocytes représentent la population cellulaire principale du tissu adipeux blanc.
lls sont essentiels pour le stockage de I'énergie et de I'activité endocrine. Les autres
types de cellules représentent la fraction stroma-vasculaire (FSV) du tissu adipeux
(Ouchi et al., 2011).
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L'inflammation : Lien entre obésité et
résistance a l'insuline

1. Le tissu adipeux :

Le tissu adipeux (TA) joue un role important dans I'homéostasie métabolique de
I'organisme. Chez les mammiferes, nous distinguons deux types de tissu adipeux qui
présentent une morphologie et des fonctions bien distinctes : le tissu adipeux blanc
et le tissu adipeux brun (Prunet-Marcassus et al., 2006). Le tissu adipeux blanc a un
réle important dans le maintien de I'équilibre énergétique alors que le tissu adipeux

brun joue un réle dans la thermogénése.

a. Letissu adipeux blanc :

Le tissu adipeux blanc est un tissu hétérogene présentant une grande diversité
cellulaire (Figure 12). On distingue deux populations cellulaires : les adipocytes et les
cellules de la fraction stroma-vasculaire (FSV), qui comprennent les cellules de
immunité, en particulier les macrophages, les préadipocytes, les fibroblastes et les
cellules endothéliales (Ouchi et al., 2011). Cependant, les adipocytes représentent la
population cellulaire majoritaire du tissu. lls sont impliqués dans la régulation de la
balance énergétique en stockant I'énergie en surplus sous forme de triglycérides
(TG). Ces réserves pourront ensuite étre sollicitées et mobilisées pour étre utilisées
par d’autres tissus en fonction des besoins métaboliques (Trayhurn and Beattie,
2001a).

A c6té de son role de réserve énergétique, le tissu adipeux blanc synthétise et
sécrete de nombreuses adipokines (protéines sécrétées par les adipocytes) et
cytokines (protéines sécrétées par les macrophages infiltrant le tissu adipeux) a
action paracrine et endocrine, qui influencent la sensibilité a lI'insuline, 'homéostasie
énergeétique, I'oxydation des lipides, I'immunité ainsi que les fonctions vasculaires
(Reaven et al., 2004).

Chez 'homme, le tissu adipeux blanc est réparti en différents endroits de
l'organisme et sa localisation differe selon le sexe, I'dge, l'alimentation et

I'environnement (Wajchenberg, 2000). On distingue principalement le tissu adipeux
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sous-cutané, graisse superficielle localisée entre les muscles et la peau, et le tissu
adipeux viscéral, graisse profonde entourant les visceres. Le tissu adipeux viscéral
joue un réle important dans la sensibilité a I'insuline. En effet, ce dernier exprime des
niveaux plus élevés de récepteurs a I'insuline et présente une plus grande sensibilité
a l'insuline que le tissu adipeux sous cutané (Laviola et al., 2006). De plus, sa masse
est positivement corrélée avec lintolérance au glucose, l'augmentation des
concentrations plasmatiques des triglycérides et du cholestérol, I'hnypertension et la
dyslipidémie (Hardy et al., 2012; Klein, 2004). La taille du tissu adipeux viscéral est
aussi un déterminant important du syndrome métabolique et de la résistance a
I'insuline. En effet une diminution du tissu adipeux viscéral améliore la sensibilité a
I'insuline (Goodpaster et al., 2005; Piché et al., 2005). Les adipocytes du tissu
adipeux viscéral présentent aussi un profil sécrétoire différent de ceux du tissu
adipeux sous-cutané. En effet, leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires est
plus importante et ont une activité métabolique plus élevée. En effet, ces adipocytes
ont une forte activité lipolytique libérant ainsi de grandes quantités d’acides gras au

niveau sanguin (Fain et al., 2004).

Au cours de linstallation de I'obésité, 'augmentation excessive de la masse du
tissu adipeux blanc peut se traduire d’'une part par une augmentation des réserves
de triglycérides accumulées dans les adipocytes (hypertrophie) et d’autre part par
une augmentation du nombre d’adipocytes (hyperplasie) par la différenciation des
préadipocytes (Bjérntorp, 1974; Spalding et al., 2008; Strawford et al., 2004). Ainsi,
les adipocytes du tissu adipeux viscéral vont étre plutdt caractérisés par une
hypertrophie alors que ceux du tissu adipeux sous-cutané par une hyperplasie
(Drolet et al., 2008).

b. Letissu adipeux brun :

Le tissu adipeux brun est principalement impliqué dans la régulation de la
thermogénése et de la dépense énergétique. Le tissu adipeux brun est caractérisé
par une vascularisation importante et des adipocytes de petites tailles qui possédent
plusieurs gouttelettes lipidique ainsi qu’'un nombre élevé de mitochondries (Frontini
and Cinti, 2010).

Le tissu adipeux brun a été largement étudié chez les mammiféres hibernants et

les rongeurs. Le mécanisme thermogénique est expliqué par une forte expression de
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la protéine UCP1 (uncoupling protein 1) localisée au niveau de la membrane interne
des mitochondries. UCP1 est un canal ionique qui permet la dissipation du gradient
de protons sans production d’ATP. L’énergie dissipée est alors convertie sous forme

de chaleur par I'oxydation mitochondriale des acides gras. (Chechi et al., 2013).

Chez I'homme, le tissu adipeux brun est présent chez les nouveaux nés qui ne
sont pas encore capables de frissonner et participe a la régulation thermique néo-
natale. Sa présence chez I'adulte humain vient d’étre récemment démontrée par des
études d’'imagerie par TEP-scan (tomographie d’émission par positrons) (van Marken
Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009). Ainsi, une meilleure compréhension du
développement et de l'activation de ce tissu pourrait servir a développer de
nouvelles stratégies thérapeutiques contre le développement de I'obésité (Haas et
al., 2012).

Activation du tissu adipeux brun: Il a été observé qu'un traitement a long
terme aux capsaicinoides, substances actifs du piment, chez des sujets humains
obeses conduit & une baisse du poids corporel et une augmentation des dépenses
énergétiques (Snitker et al., 2009). En effet, il a été montré récemment que le
traitement aux capsaicinoides chez I'homme stimule les canaux TRP (transient
receptor potential) et conduit a la réactivation du tissu adipeux brun (Yoneshiro et al.,
2013).

Développement du tissu adipeux beige ou brite a partir du tissu adipeux
blanc, « le « brunissement » du tissu adipeux blanc » : Des études récentes chez
les rongeurs ont montré qu’il existe un troisieme type de tissu adipeux, le tissu
adipeux beige. En effet, le tissu adipeux blanc peut présenter sous I'effet du froid des
cellules ressemblant aux adipocytes du tissu adipeux bruns, les adipocytes
« beiges » et semblent participer a la thermogénése. Ainsi, une meilleure
compréhension des mécanismes impliqués dans le « brunissement » des adipocytes
blancs pourrait permettre le développement de nouvelles cibles thérapeutiques
contre le développement de I'obésité et du diabete. Des études récentes montrent
I'implication du facteur de transcription Prdm16. L'activation de ce facteur stimule la
conversion des adipocytes blancs en adipocytes beiges et limite les effets délétéres
d’un régime hyperlipidiqgue et améliore la tolérance au glucose (Bi et al., 2014; Ohno

et al., 2012; Seale et al., 2011). Les macrophages infiltrant le tissu adipeux semblent
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Figure 13 : Modulation du tissu adipeux au cours du développement de I'obésité.

Le tissu adipeux peut se décrire par au moins trois phases structurelles et
fonctionnelles : maigre avec une fonction métabolique normale, obese avec un
faible dysfonctionnement métabolique et obése avec un dysfonctionnement
métabolique total. Le tissu adipeux maigre présente un profil sécrétoire normal et
exprime des marqueurs de macrophages M2 anti-inflammatoires. De plus, des
adipokines anti-inflammatoires telles que I'adiponectine et SFRP5 (secreted frizzled-
related protein 5) sont préférentiellement sécrétée par le tissu adipeux maigre. Dans
un stade d’obésité modérée, le tissu adipeux conserve des fonctions métaboliques
relativement normales et présente de faibles niveaux d'activation des cellules
immunitaires. L'obésité induit I'hypertrophie des adipocytes, augmentant leur
capacité de stockage des triglycérides, ainsi que le recrutement de cellules
immunitaires et de macrophages M1 pro-inflammatoires. L'obésité altere également
le profil sécrétoire du tissu adipeux. Ce dernier génere de grandes quantités de
facteurs pro-inflammatoires, tels que la résistine, le facteur de nécrose tumorale a
(TNFa) et l'interleukine 6 (IL6) (Ouchi et al., 2011).
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aussi jouer un rdle important dans ce phénomeéne de « brunissement ». Il existe deux
groupes principaux de macrophages : les macrophages M1 avec des rbles pro-
inflammatoires et les macrophages M2 avec des roles anti-inflammatoires. Ces
derniers sont capables d’activer le « brunissement » des adipocytes blancs et
réduisent ainsi I'obésité (Suarez-Zamorano et al., 2015). FGF21 (fibroblast growth
factor 21), un régulateur clé du métabolisme et qui joue un rdle important dans la
régulation de la thermogénése par le tissu adipeux brun (Chartoumpekis et al., 2011;
Hondares et al.,, 2011), induit I'expression du facteur de transcription PGCla
favorisant ainsi le développement des adipocytes beiges (Coskun et al., 2008; Fisher
et al., 2012).

c. L’inflammation du tissu adipeux et obésité :

L'obésité est caractérisée par un état d’inflammation chronique. Cette
inflammation est dite « de bas grade » puisqu’elle se différencie de I'inflammation
aigue classique. En effet, les symptomes de I'inflammation classique (fievre, douleur,
chaleur, rougeur) ne sont pas observés au cours de I'obésité. De plus, la nature des
stimuli est aussi différente puisque I'inflammation associée a I'obésité n’est pas due a
une infection par des agents bactériens, viraux ou parasitaires mais a un exces de
nutriments (bien que la participation d’'une cause bactérienne issue de la flore

intestinale soit aussi tres probable) (Gregor and Hotamisligil, 2011).

L'obésité induit des altérations majeures dans le tissu adipeux telles que
I'hypertrophie adipocytaire et I'accumulation de cellules immunitaires (Figure 13).
Ainsi, l'augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les
adipocytes et les macrophages infiltrantle tissu adipeux constitue un des
mécanismes de base impliqué dans l'installation de cet état inflammatoire. En effet,
I'exces de masse adipeuse est associé a une augmentation des niveaux d’IL6 et de
CRP (C reactive protein) (Aronson et al., 2004; Visser et al., 1999), molécules
utilisées comme marqueurs biologiques de l'inflammation (Pepys and Hirschfield,
2003).

Le tissu adipeux est le premier tissu ou un lien entre inflammation et résistance a
l'insuline a été mis en évidence (Hotamisligil et al., 1995). Cependant, une altération
du nombre et de la nature des cellules immunitaires a été aussi observée au niveau

du foie, du pancréas et du muscle dans des modeles animaux de diabete et
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Figure 14 : Structure de NLRP3 et formation de l'inflammasome

En absence de ligand, NLRP3 est replié sur lui-méme dans une configuration
autoinhibitrice. La détection de ligand par NLRP3 conduit a un changement
conformationnel de ce dernier permettant son activation et son association avec ses
partenaires ASC et le précurseur de la pro-caspase 1 formant ainsi I'inflammasome
ce dernier conduit a l'activation des cytokines IL1B et IL18 par le clivage de leur
précurseur. L'inflammasome subit également un autoclivage qui conduit a
I'activation de la caspase 1 qui sera impliqué dans les mécanismes d’apoptose.
AIM2, absent in melanoma 2 ; ASC, apoptosis-associated speck-like protein ; LRR,
leucine-rich repeat ; MDP, muramyl dipeptide ; NBD, nucleotide-binding domain ;

NLR, NOD-like receptor ; PYD, pyrin domain (adapté de Henao-Mejia et al., 2014).
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d’obésité, mais aussi chez des patients diabétiques et résistants a l'insuline. En
situation d’obésité, I'exces d’acides gras libre et I'hypertrophie du tissu adipeux
conduisent a une altération de ses fonctions sécrétoires qui se traduit par une
hausse de la synthese d’adipokines et de cytokines pro-inflammatoires telles la
resistine, CRP, TNFa, et IL6. L'obésité est aussi caractérisée par I'activation de
certains composants de la réponse immunitaire, tels linflammasome et les
récepteurs Toll-Like (TLR) qui sont impligués dans la médiation de la réponse

inflammatoire et dans 'immunité innée.

L’inflammasome est un complexe protéique constitué d’'un senseur intracellulaire
NLR (Nod Like Receptor), du précurseur pro-caspase 1 et l'adaptateur ASC
(Apoptosis Associated Speck like protein) (Figure 14). L'inflammasome est un
composant crucial de notre systeme immunitaire. Il est responsable de I'activation de
processus inflammatoires et favorise la maturation de cytokines pro-inflammatoires
comme IL1B et IL18 en les clivant via l'activation de la caspasel (Haneklaus and
O’Neill, 2015). Plusieurs études ont montré I'implication de I'inflammasome NLRP3
dans le développement de la résistance a l'insuline dans différents tissus et par
différents types cellulaires (Stienstra et al.,, 2010; Wen et al., 2012; Zhou et al.,
2011). En effet les souris invalidées pour le gene NLRP3 présentent une sensibilité
augmentée a linsuline (Zhou et al.,, 2011). NLRP3 est activé par les acides gras
saturés comme les céramides et les palmitates ce qui conduit a la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires IL1p et IL18 et a la perturbation de la sensibilité a
I'insuline (Wen et al., 2011). Il faut aussi noter que les acides gras polyinsaturés

oméga 3 préviennent I'activation de I'inflammasome (L’homme et al., 2013).

Il est maintenant bien admis que cette inflammation chronique associée a
'obésité constitue un facteur de risque majeur pour le développement de la
résistance a l'insuline et du diabéte de type 2 chez 'lhomme et des modeles animaux
(Hotamisligil, 2006; Olefsky and Glass, 2010; Ouchi et al., 2011; Schenk et al., 2008;
Shoelson et al., 2007). Un des mécanismes impliqués dans la régulation négative de
la signalisation de I'insuline par I'activation des voies pro-inflammatoires passe par la
phosphorylation des IRS sur des résidus sérine, la sérine 312 (307 chez les
rongeurs), la sérine 616 (612 chez les rongeurs) la sérine 636 (632 chez les

rongeurs) et la sérine 1101 (Gual et al., 2005). En effet, les voies pro-inflammatoires
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Figure 15 : Phosphorylations des IRS par les Serine / Thréonine kinases

La lipotoxicité, linflammation, I'hyperglycémie et le stress oxydatif, ainsi que le
dysfonctionnement mitochondrial et le stress du réticulum endoplasmique, favorisent
I'activation des Serines / Thréonine kinases, telles que JNK et IKK. Ces dernieres,
altérent la signalisation de I'insuline en phosphorylant les IRS sur des résidus serine
conduisant a l'inhibition de leur fonction. IRS, insulin receptor substrate ; JNK c-Jun
NH2-terminal kinase ; IKK, IkB kinase ; p70 ribosomal protein S6 kinase 1 ; GSK3,
Glycogen synthase kinase 3 ; MAPK, Mitogen-activated protein kinases ; SIK2, Salt-
Inducible Kinase 2 ; mPLK1, polo-like kinase 1. (adapté de Boucher et al., 2014).
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conduisent a l'activation de plusieurs serine/thréonine kinases qui vont phosphoryler
les IRS sur serine (Figure 15). Parmi ces serine/thréonine kinases on peut citer JINK
et IKKB qui phosphorylent IRS1 et IRS2 sur plusieurs résidus sérine (Boucher et al.,
2014; Gao et al., 2004; Samuel and Shulman, 2012). Les cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNFa, IL6 et IL13 sécrétés par le TA peuvent aussi
induire I'expression des SOCS 1 et 3 impliqués dans l'inhibition de la signalisation de
l'insuline (Rui et al., 2002).

IKKB favorise l'activation du facteur de transcription NFkB (nuclear factor kappa
B), ce dernier joue un réle clé dans la réponse immunitaire, le stress et la
prolifération cellulaire, I'inflammation, la différentiation et I'apoptose (Rahman and
McFadden, 2011; Sakurai et al., 2003). NFkB est un homo- ou hétérodimére formé a
partir de cing sous-unités qui font partie de la superfamille des facteurs de
transcription a domaine Rel et qui comprend p65/RelA, RelB, c-Rel, p50/p105 et
p52/p100 (Pereira and Oakley, 2008). NFkB est séquestré dans le cytoplasme par la
protéine inhibitrice IkBa. La phosphorylation de cette derniére sur les sérines 32 et
36 par les IKKB conduit a sa dégradation et la translocation de NFkB au niveau
nucléaire ou il va activer la transcription de plusieurs médiateurs inflammatoires tels
que TNFa, IL6 et IL1B (Oeckinghaus and Ghosh, 2009; Rahman and McFadden,
2011). Ainsi, I'inhibition de IKKB conduit a la prévention de I'expression des cytokines
pro-inflammatoires par les acides gras libres alors que son activation inhibe
I'expression des adipokines anti-inflammatoires comme l'adiponectine (Jiao et al.,
2011). De la méme fagon, l'inhibition de NFkB améliore la sensibilité a l'insuline
(Yekollu et al., 2011) ce qui suggere que la voie IKKB/NFkB joue un rdle important

dans l'induction de la résistance a l'insuline par I'inflammation.

JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) fait partie de la famille des MAP kinases. Elle
existe sous 3 isoformes (JNK1, 2 et 3) et est impliquée dans l'activation des voies
pro-inflammatoires. JNK est activée par différents stimuli de stress comme les chocs
thermique ou osmotique, les cytokines pro-inflammatoires (TNFa), les UV, les
céramides et les acides gras saturés (Tarantino and Caputi, 2011). JNK contribue a
I'installation de I'obésité et la résistance a l'insuline en régulant positivement la
production de cytokines pro-inflammatoires (TNFa) et en activant les voies de
'apoptose (Han et al., 2013; Pal et al., 2013). JNK inhibe aussi la sécrétion de

I'insuline par les cellules B pancréatiques, un mécanisme qui passe par la cytokine
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Figure 16 : Principaux facteurs secrétés par le tissu adipeux

IL1B, Interleukin 1B ; IL6, Interleukin 6 ; IL8, Interleukin 8 ; IL10, Interleukin 10 ;
MCP1, monocyte chimoattractant protein 1; MIF, macrophage migration inhibitory
factor ; NGF, nerve growth factor ; PAI1, Plasminogen activator inhibitor-1; TNFaq,
tumor necrosis factor a ; VEGF, Vascular endothelial growth factor ; TGF-g,

transforming growth factor-B8 ; ZAG, zinc-a2-glycoprotein. (Trayhurn and Beattie,

2001b)
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IL1B (Lanuza-Masdeu et al., 2013). L'inactivation de JNK1 dans le foie, le tissu
adipeux et le muscle améliore la sensibilité a I'insuline (Nakatani et al., 2004; Santos
et al., 2012; Zhang et al., 2011) alors que son activation est associé avec |'obésité et
la résistance a l'insuline (Han et al., 2013; Lanuza-Masdeu et al., 2013). Les effets
insulino-desensibilisateurs de JNK sont dus a sa capacité a phosphoryler les IRS sur
des résidus sérine empéchant ainsi l'interaction du domaine PTB de IRS1/2 avec la

tyrosine 960 phosphorylée du récepteur a I'insuline (Aguirre et al., 2002).

d. Fonction endocrine :

Apres avoir été longtemps considéré comme un simple tissu dédié au stockage
des lipides, le tissu adipeux est maintenant reconnu comme un « organe » sécrétant
plusieurs adipokines et cytokines, a activité paracrine et/ou endocrine (Figure 16). La
découverte de la premiére hormone sécrétée par le tissu adipeux remonte a 1985 ou
il a été montré que ce dernier était la source principale d’adipsine (Cook et al., 1985).
Ensuite les découvertes successives de la sécrétion par le tissu adipeux de
molécules comme le TNFa (Hotamisligil et al., 1993), la leptine (Zhang et al., 1994)
et I'adiponectine (Scherer et al., 1995) ont pu confirmer la fonction endocrinienne du
tissu adipeux et son role majeur dans la régulation du métabolisme énergétique, la
sensibilité a I'insuline et I'inflammation (Antuna-Puente et al., 2008; Lago et al., 2009;
Ouchi et al., 2011; Ronti et al., 2006; Wang and Nakayama, 2010).

Bien que plusieurs adipokines et cytokines aient été identifiées jusqu’a
maintenant, seuls la leptine, 'adiponectine, la résistine, le TNFa, I'lL6 et I'lL1[ feront

I'objet de ce chapitre.
i. Laleptine:

La leptine du grec leptos pour maigre est une hormone anorexigene de 16 kDa
codée par le gene ob. La leptine est produite principalement par les adipocytes du
tissu adipeux blanc (Pelleymounter et al., 1995; Weigle et al., 1995; Zhang et al.,
1994) mais également par d’autres tissus, mais en faible quantité, comme le
placenta (Masuzaki et al., 1997), I'estomac (Bado et al., 1998), I'hypophyse et
I'hnypothalamus (Morash et al., 1999). La synthese et la sécrétion de leptine par le
tissu adipeux sont dépendantes de [I'état nutritionnel ou le jeune diminue la

leptinémie alors que la prise alimentaire 'augmente (Porte et al.,, 1998). Chez les
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souris et chez les humains, les niveaux circulants de leptine sont directement

corrélés avec la masse du TA (Considine et al., 1996; Maffei et al., 1995).

La leptine joue un rdle important dans la régulation centrale de la prise
alimentaire et des dépenses énergétiques. La leptine agit via son récepteur Ob-Rb
au niveau de I'hnypothalamus, en régulant la prise alimentaire en fonction de la masse
du tissu adipeux, par son action opposée sur deux populations neuronales du noyau
arqué de I'hypothalamus (Bjgrbaek and Kahn, 2004) : la leptine inhibe la synthese de
neuromédiateurs orexigenes (NPY, AgRP) et active la synthése de neuromédiateurs
anorexigenes (POMC le précurseur de aMSH , CART), ce qui induit une
augmentation de la synthese et de la sécrétion de aMSH qui va se lier a son
récepteur MC4R (melanocortine type 4 receptor) dans le noyau paraventriculaire et
permet ensuite l'inhibition des effecteurs de la prise alimentaire (Ahima, 2008;
Morton et al., 2006; Myers, 2008; Zigman and EImquist, 2003).

La leptine avait été initialement percue comme un remede potentiel pour I'obésité
chez 'homme étant donné que l'administration de cette derniére aux rongeurs
réduisait le poids corporel, la masse grasse, la prise alimentaire et augmentait les
dépenses énergétiques (Rajala and Scherer, 2003). L'utilisation de la leptine
recombinante comme traitement contre I'obésité chez I'homme est efficace chez les
rares patients présentant une déficience en leptine (Farooqi et al., 1999; Gorden and
Gavrilova, 2003). En effet, la majorité des cas d’obésité humaine sont caractérisés
par un fort taux de leptine qui est incapable d’entrainer une perte de poids suggérant
un état de résistance centrale a la leptine (Klein et al., 2006; Myers, 2008). De
nombreux mécanismes ont été évoqués pour expliquer cette résistance centrale a la
leptine, parmi eux : un défaut de passage/transport de la leptine a travers la barriére
hémato-encéphalique (Banks and Farrell, 2003; El-Haschimi et al.,, 2000), une
altération de la voie de signalisation de la leptine via ObRb dans I'hypothalamus (EI-
Haschimi et al., 2000; Morrison, 2009) et une perturbation de I'organisation et du
fonctionnement des réseaux neuronaux impliqués dans la régulation de la prise

alimentaire (Bouret and Simerly, 2006).

La résistance a la leptine associée a I'obésité est d’ailleurs considérée comme un
facteur important dans le développement du diabéte de type 2. Chez 'homme, la

leptinémie est corrélée positivement avec l'insulinémie (Boden et al., 1997). Des
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niveaux élevés de leptine peuvent constituer un facteur a risque pour l'installation de
la résistance a l'insuline (Jialal et al., 2014). En effet, il existe un dialogue entre la
voie de signalisation de la leptine et celle de I'insuline et une perturbation de l'une
des deux voies peut conduire a un état de résistance a la leptine ou linsuline
(Benomar et al., 2005a, 2005b).

ii. L’adiponectine :

L’adiponectine est une protéine de 30 kDa produite principalement par le tissu
adipeux blanc (Maeda et al., 1996; Scherer et al., 1995) et présente dans la
circulation sanguine sous trois formes : un trimére, un hexamére ou un multimére de
haut poids moléculaire (complexe de 12 a 18 molécule d’adiponectine) (Kadowaki et
al., 2006). Deux recepteurs de I'adiponectine ont été identifiés : AdipoR1 et AdipoR2.
(Yamauchi et al., 2003). AdipoR1 est principalement exprimé au niveau du muscle

alors qu’AdipoR2 est aussi abondant au niveau du foie (Yamauchi et al., 2003).

L’adiponectine exerce des effets anti-inflammatoires et insulino-sensibilisateurs.
En effet, contrairement aux autres adipokines, les niveaux circulants d’adiponectine
sont corrélés négativement avec I'obésité et le diabete de type 2 (Hu et al., 1996;
Ouchi and Walsh, 2007). Des faibles concentrations d’adiponectine prédisent le
développement du diabete de type 2 alors que de fortes concentrations
d’adiponectine sont associés a un risque réduit du développement de cette
pathologie et a une sensibilité a I'insuline (Spranger et al.,, 2003). De plus, un
traitement a l'adiponectine augmente la sensibilité a linsuline chez la souris
(Kadowaki et al., 2006) alors que son inactivation (Kubota et al., 2002; Maeda et al.,
2002) ou rlinvalidation de ses deux récepteurs conduisent a une résistance a
l'insuline (Yamauchi et al., 2007). Plusieurs facteurs pro-inflammatoires comme IL6
et le TNFa régulent négativement I'expression de I'adiponectine ce qui peut expliquer
les faibles niveaux d’adiponectine observés au cours de l'obésité (Esteve et al.,

2009).

L’effet sensibilisateur a l'insuline de I'adiponectine passe a la fois par I'inhibition
de la néoglucogenese et I'activation de I'oxydation des acides gras en activant la

voie de 'AMPK via AdipoR1, ainsi que par I'activation des dépenses énergétique
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Figure 17 : séquences et structures secondaires de la résistine humaine et murine.

Les acides aminés en rouge représentent la séquence du peptide signal. Les fleches
représentent les structures secondaires en feuillet B alors que les cylindres
représentent les structures secondaires en hélice a. (Adapté de Hannan and
Culligan, 2015).
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(oxydation des acides gras) et l'inhibition du stress oxydatif et de l'inflammation en
activant la voie de PPARa via AdipoR2 (Capeau, 2007; Yamauchi et al., 2007).

Les effets anti-inflammatoires de I'adiponectine sont attribués a la répression de
la production de cytokines pro-inflammatoires via I'inhibition de NFkB et a I'activation
de la production de cytokines anti-inflammatoires tel que 1IL10 (Kumada et al., 2004;
Yokota et al., 2000). L’adiponectine active aussi la différenciation des macrophages
anti-inflammatoires M2 (Takemura et al., 2007) et inhibe la production d’interférons ©

par le récepteur TLR4 au niveau des lymphocytes NK (Wilk et al., 2013).
iili. Laresistine:
Découverte :

La résistine a été caractérisée par trois laboratoires différents. Elle a été
initialement appelée FIZZ3 (Found In Inflammatory Zone 3) de par ses effets pro-
inflammatoires (Holcomb et al., 2000) ou encore ADSF (adipose tissue specific
secretory factor) (Kim et al., 2001)(Kim, 2001). Le nom resistine a été introduit suite a
son association avec la résistance a l'insuline (Steppan et al., 2001). En effet, son
implication dans la résistance a linsuline a été suggérée suite a plusieurs
observations : la résistine est secrétée par les adipocytes chez la souris et ses
niveaux circulants sont élevés chez les souris obeses. Cependant, un traitement
avec des meédicaments antidiabétiques, comme le rosiglitazone qui rétablit la
sensibilité a l'insuline, diminue les niveaux circulants de la résistine ainsi que son
expression au niveau des adipocytes. De plus, le traitement des souris par de la
résistine recombinante conduit a une intolérance au glucose et a une altération des
fonctions de linsuline alors que son inhibition chez des souris obeses (suite a un

régime hyperlipidique) diminue la glycémie et améliore la sensibilité a l'insuline.
Expression de la résistine

Chez la souris, la résistine est principalement exprimée et produite par le tissu
adipeux blanc. Ses niveaux d’expressions sont influencés par les régimes
alimentaires et les niveaux de la masse adipeuse viscérale (Steppan et al., 2001).
C’est une protéine de 11 kDa dont le gene est situé sur le chromosome 8ALl. Elle est
traduite sous forme d’un long précurseur de 114 acides aminés qui sera clivé pour

donner la forme mature de la protéine constituées de 94 acides aminés (Figure 17)
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(Ghosh et al., 2003). La résistine de souris est riche en cystéine. Sa partie N-
terminale forme une structure en super hélice a alors que le partie C-terminale est
constituée de plusieurs feuillets B antiparalléles formant une structure en tonneaux
(Patel et al., 2004). Dans la circulation la résistine est retrouvée sous deux formes :
une forme prépondérante hexamerique de haut poids moléculaire et une forme
trimerique de faible poids moléculaire plus réactive mais moins prépondérante (Patel
et al., 2004).

La résistine chez la souris est aussi exprimée par d’autres tissus comme le
pancréas (Minn et al., 2003), I'hypophyse (Morash et al., 2004) et I'hypothalamus
(Tovar et al., 2005; Wilkinson et al., 2005). Dans I'hypothalamus, la résistine est
localisée dans les neurones exprimant POMC au niveau des noyaux arqué et
paraventriculaire (Tovar et al., 2005; Wilkinson et al., 2005) ou elle aura un réle dans
la régulation de la prise alimentaire (Tovar et al., 2005), le métabolisme des lipides
(Vasquez, 2008) et l'induction de la résistance a l'insuline (Benomar et al., 2013;
Muse et al., 2007; Singhal et al., 2007).

Chez 'homme, la résistine présente un poids moléculaire de 12,5 kDa et est
constituée de 108 acides aminés (Figure 17). Elle est codée par le géne RETN situé
sur le chromosome 19p13.3 (Ghosh et al., 2003). Contrairement a la souris, la
résistine humaine est principalement exprimée et secrétée par les monocytes suite a
une réponse inflammatoire (Patel et al.,, 2003; Verma et al., 2003). Elle est aussi
structurellement différente de celle de la souris. En effet les deux protéines n’ont que
54% de similarité de séquence en acides aminés. La partie N-terminale de la
résistine humaine est aussi constituée d’'une structure en super hélice a cependant,
cette derniére ne contient pas de structure en tonneaux B dans la partie C-terminale
mais plutét des hélices a (Ghosh et al., 2003). La résistine humaine est aussi riche
en cystéine. Deux résidus cystéines ont été montré comme important pour
I'oligomérisation de la résistine : la cystéine 6 et la cystéine 22 (Ghosh et al., 20083;
Raghu et al., 2004). En effet, la résistine humaine est capable de former des
diméres, des triméres ainsi que des multiméres de hauts poids moléculaires (Raghu
et al., 2004). L'oligomérisation de la résistine joue un rdle important dans la
meédiation de ses effets pro-inflammatoires. Des études montrent que plus le niveau
d’oligomérisation de la résistine est important et plus ses effets pro-inflammatoires

sont augmentés (Aruna et al., 2008).
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De par ces différences fonctionnelles et structurelles, il est difficile d’assigner des
réles biologiques a la résistine chez 'homme similaires a ceux décrits chez les
rongeurs (Arner, 2005; Schwartz and Lazar, 2011)(Arner, 2005; Schwartz and
Lazar, 2011). Cependant, il est généralement admis que les niveaux de résistine
sont augmentés au cours de 'obésité et du diabéte de type 2 (Aquilante et al., 2008;
Berghoff et al., 2015; Norata et al., 2007). De plus, l'implication de la résistine
humaine dans linflammation et linstallation de la résistance a linsuline a été
clairement établie chez les rongeurs malgré les difféerences de séquence avec la
résistine murine (Qatanani et al., 2009). En effet, des souris transgéniques
déficientes en résistine murine mais exprimant la résistine humaine par les
macrophages a des niveaux similaires a ceux décrits chez 'homme, développent
une inflammation plus importante au niveau du tissu adipeux ainsi qu’'une résistance
a linsuline plus prononcé quand elles sont soumises a un régime hyperlipique

comparé aux souris contrbles (Qatanani et al., 2009).
Régulation et mécanismes d’action de la résistine :

Chez les rongeurs, l'insuline et le glucose régulent I'expression de la résistine. En
effet, I'insuline inhibe I'expression de la résistine (Kawashima et al., 2003; Kim et al.,
2001) alors que le glucose active sa sécrétion par les adipocytes (Kawashima et al.,
2003; Rajala et al., 2004; Wolfing et al., 2008). Ainsi, ces effets antagonistes du
glucose et de linsuline sur I'expression de la résistine peuvent expliquer les
différences obtenus entre certaines études concernant les niveaux circulant de
résistine dans des situations d’obésité et de diabete, qui sont caractérisées par une
hyperinsulinémie et une hyperglycémie (Barnes and Miner, 2009). En effet, la
stimulation des adipocytes par de l'insuline et du glucose n’induit aucun effet sur
I'expression des ARNm de la résistine alors que leur stimulation par de I'insuline
diminue I'expression des ARNm de la résistine et une augmentation de ces derniers
quand les adipocytes sont stimulés par le glucose (Kawashima et al., 2003). Les
niveaux d’expressions de la résistine sont aussi négativement régulés par le jedne
(Rajala et al., 2004; Steppan et al., 2001), le TNFa (Fasshauer et al., 2001) et 'lGF1
(Chen et al., 2005).

Chez les rongeurs, il est clairement établi que la résistine induit une résistance a

'insuline. En effet, 'administration de la résistine ou sa surexpression altere la
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signalisation de linsuline (Pravenec et al., 2003; Rajala et al., 2003; Satoh et al.,
2004) alors que son inhibition ou son invalidation génique améliore la sensibilité a
I'insuline (Muse et al., 2004; Qi et al., 2006).

Ainsi, les effets pro-diabétiques de la résistine pourraient impliquer plusieurs

meécanismes :

L’inhibition de la phosphorylation du récepteur a linsuline et la diminution de son
expression dans les adipocytes 3T3-L1 (Steppan et al.,, 2005), mais aussi dans
I'hypothalamus, le foie, le muscle, le tissu adipeux (Benomar et al., 2013) et les

cellules béta pancréatiques (Brown et al., 2007).

e La diminution de l'activité intrinséque des transporteurs de glucose (Moon et al.,
2003).

e L’inhibition de la translocation du transporteur de glucose GLUT4 au niveau
membranaire (Palanivel et al., 2006) ou la répression de I'expression de son gene
(Fu et al., 2006).

e L’inhibition de TAMPK, une molécule impliqguée dans les effets sensibilisateurs a
linsuline (Muse et al., 2007; Satoh et al., 2004).

e L’inhibition de la voie de signalisation de l'insuline en induisant I'expression de
SOCS3 (Benomar et al., 2013; Brown et al., 2007; Muse et al., 2007; Steppan et
al., 2005) ou de PTP1B (Benomar et al., 2013).

e L’inhibition de I'expression de IRS1 et IRS2 (Satoh et al., 2004; Sheng et al.,
2008; Steppan et al., 2005).

e Augmentation des taux d'acides gras libres au niveau sanguin suite a
'augmentation de la lipolyse au niveau du tissu adipeux (Pravenec et al., 2006).

e L’augmentation de I'expression de cytokines pro-inflammatoires comme IL6
(Muse et al., 2007) ou TNFa (Kitagawa et al., 2004).

e L’activation de voies pro-inflammatoires par l'intermédiaire du récepteur TLR4
régulant ainsi négativement la signalisation de I'insuline (Benomar et al., 2013).

Chez I'homme, la résistine serait plutdt impliqgué dans les processus
inflammatoires. En effet, les niveaux circulants de résistine sont augmentés chez les
patients souffrant de maladies inflammatoires chroniques et sont corrélés

positivement avec les niveaux de certains marqueurs inflammatoires comme la CRP
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(Berghoff et al., 2015; Bertolani et al., 2006; Bokarewa et al., 2005; Konrad et al.,
2007). De plus, le niveau d’expression de la résistine est régulé positivement par
plusieurs facteurs pro-inflammatoires comme IL1B (Kaser et al., 2003), I'lL6 (Reilly et
al., 2005), TNFa (Lehrke et al., 2004) et LPS (Lipopolysaccharide) (Kaser et al.,
2003; Lehrke et al., 2004). De plus, I'expression de la résistine est diminuée par des
inhibiteurs de NFkB, des inhibiteurs des MAP kinases P38 et ERK1/2 ainsi que par
des anticorps dirigés contre IL1B, IL6 et TNFa (Lehrke et al., 2004).

Des traitements par de la résistine humaine conduisent a l'activation voies de
signalisation pro-inflammatoires comme NFkB et les MAP kinases JNK, P38 et
ERK1/2 (Benomar et al., 2013; Bertolani et al., 2006; Sheng et al., 2008) ainsi qu’'a la
stimulation de la sécretion de cytokines pro-inflammatoires comme IL6 et TNFa
(Bokarewa et al., 2005).

Récepteur de larésistine :

Depuis la découverte de la résistine en 2001, plusieurs récepteurs putatifs pour

cette derniere ont été proposés :

e Reécepteurs de la résistine murine :

Un isoforme de la décorine (un protéoglycane du tissu conjonctif) nommé ADCN
a été identifie comme récepteur de la résistine. Ce dernier serait impliqué dans la
régulation de I'expansion du tissu adipeux blanc par la résistine en modulant la

migration, la prolifération et la différenciation des adipocytes (Daquinag et al., 2011).

Une interaction entre la résistine et le récepteur RORL1 (tyrosine protein kinase
transmembrane receptor 1) a été aussi montrée. En effet, la résistine régulerait via
RORL1 I'expression de SOCS3 et des transporteurs de glucose GLUT1 et GLUT4, la
phosphorylation des MAP kinases ERK1/2 et I'adipogénese (Sanchez-Solana et al.,
2012). Bien que ces deux récepteurs soient capables de lier la résistine murine,
d’autres études complémentaires sont nécessaires pour renforcer leur role en tant
que récepteur de la résistine et confirmer les effets de cette dernieres et son

implication dans l'installation de la résistance a l'insuline.
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Figure 18 : Mécanismes d’action de la résistine humaine.

(Hannan and Culligan, 2015).
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Récepteurs de la résistine humaine :

Une étude récente propose CAP1 (adenylyl cyclase associated protein 1) comme
le récepteur fonctionnel de la résistine humaine au niveau des monocytes (Lee et al.,
2014). La résistine en interagissant avec CAP1, conduit a 'augmentation de la
concentration en AMPc intracellulaire ce qui induit I'activation de la PKA (protéine
kinase A), NFkB et la transcription de génes des cytokines pro-inflammatoires IL6,
IL1B et TNFa dans les monocytes humains THP-1. Cependant, bien que I'interaction
entre CAP1 et la résistine ait été clairement montrée, des questions restent en
suspens concernant les mécanismes conduisant a cette interaction. En effet, CAP1
est une protéine cytosolique, qui peut se retrouver au niveau de la membrane mais
ne possede pas de domaine transmembranaire (Hubberstey and Mottillo, 2002) alors

que la résistine est une protéine circulante (Figure 18).

Le récepteur TLR4 a aussi été suggéré comme le récepteur fonctionnel de la
résistine humaine selon plusieurs études (Figure 18), et semble étre le meilleur
candidat qui permet d’expliquer les réles multifonctionnels de la résistine au niveau
de Tlinflammation, [linstallation de [I'obésité et la résistance a [Iinsuline,
I'athérosclérose et le cancer (Benomar et al., 2013; Hsieh et al., 2014; Pirvulescu et
al., 2014; Tarkowski et al., 2010). L'implication de TLR4 dans tous ces processus

sera détaillée un peu plus loin.
i. Le facteur de nécrose tumorale a (TNFa) :

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire produite dans un premier temps sous
la forme d’une protéine transmembranaire de 26 kDa. Par la suite, TNFa est libéré
dans la circulation aprés un clivage protéolytique par la metalloprotease TACE (TNF
alpha converting enzyme) produisant une molécule soluble de 17 kDa. Les TNFa
solubles forment ensuite des homotriméres de 51 kDa. Bien que les adipocytes soit
capables de produire du TNFa, ce sont principalement les macrophages de la FSV
qui sécretent le TNFa (Fain et al., 2004; Maury et al., 2009).

Le TNFa agit principalement via le récepteur TNFR1 (tumor necrosis factor
receptor 1) en activant 2 voies de signalisation pro-inflammatoires impliqués dans
I'obésité et la résistance a l'insuline : la voie IKKB/NFkB et la voie des MAP kinases
JNK (Maury and Brichard, 2010) (Figure 19). Le traitement par le TNFa de rongeurs
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Figure 19 : Mécanismes d’action des cytokines pro-inflammatoires

Le TNFa et IL1B induisent la résistance a l'insuline en favorisant I'activation des
Serine / Thréonine kinases JNK et IKK qui inhibent les IRS en les phosphorylant sur
des résidus serine. TNFa est également impliqué dans I'élévation des niveaux
d’acides gras libres en favorisant la lipolyse. IL6 conduit a linstallation de la
résistance a l'insuline en réduisant I'expression du transporteur de glucose GLUT4 et
en induisant I'expression de SOCS3 qui empéche la fixation des IRS sur le récepteur
de l'insuline. IL6 peut également activer les Serine / Thréonine kinases JNK et IKK
au niveau musculaire par l'intermédiaire du récepteur TLR4. De plus, IL6 inhibe
I'expression du miR-200 et favorise celle de FOG-2 altérant ainsi les mécanismes de

synthese du glycogene. (adapté de Chen et al., 2015).
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ou de cellules en culture induit une résistance a l'insuline (Hotamisligil et al., 1993)
alors que sa neutralisation chez les rats obéses fa/fa, les souris ob/ob ou les souris
soumises a un régime hyperlipidique améliore la sensibilité a l'insuline (Hotamisligil
et al., 1993; Uysal et al.,, 1997). Cependant, chez 'homme, ses effets restent
controversés. Il a été montré que les niveaux de TNFa étaient 2.5 fois supérieur dans
le tissu adipeux d’individus obéses (Kern et al.,, 1995). De plus, certaines études
montrent qu’un traitement a long terme avec des agents bloquant le TNFa chez des
patients obéses et souffrant de maladies inflammatoires chroniques, comme la
polyarthrite rhumatoide, améliore leur sensibilité a I'insuline (Gonzalez-Gay et al.,
2006; Stanley et al., 2011) alors que I'ensemble des autres études cliniques ne
démontre aucune amélioration (Bernstein et al., 2006; Dominguez et al., 2005;
Wascher et al., 2011).

Le TNFa favorise la résistance a I'insuline en inhibant la voie de signalisation de
linsuline et en activant la lipolyse (Souza et al., 1998; Zhang et al., 2002).
L’activation des serine/threonine kinases JNK et IKKB conduit a la phosphorylation
des IRS sur des résidus sérines et inhibant ainsi la signalisation de 'insuline (Gao et
al., 2002; Hotamisligil et al., 1994). Le TNFa amplifie la libération des acides gras
libres, induisant ainsi une dyslipidémie athérogene (Rosenson et al., 2004). Les
acides gras libres sont aussi impliqués l'activation du récepteur TLR4 (Lee et al.,
2001) ce qui conduit a l'activation de NFkB qui va amplifier le signal pro-
inflammatoire en augmentant I'expression des cytokines pro-inflammatoires (IL6,
IL1B) (McArdle et al., 2013) ainsi que plusieurs enzymes impliqués dans
I'inflammation comme la cyclooxygénase 2 (COX2) (Sarkar et al., 2004). En effet, les
souris déficientes en TLR4 et soumises a un régime riche en acides gras saturés

présentent une meilleure sensibilité a I'insuline (Kim et al., 2007)

iv. L’'Interleukine 6 (IL6) :

L'IL6 est une cytokine pro-inflammatoire de 22 a 27 kDa produite par plusieurs
types cellulaires (les adipocytes, les macrophages, les fibroblastes et les cellules
endothéliales) et dont 15-35% des niveaux circulants proviennent du tissu adipeux
(Bastard et al., 2005). IL6 exerce ses effets via son récepteur IL6R (Interleukin 6
receptor) en activant la voie Jak (janus kinase) / STAT3 (signal transducer and

activator of transcription 3). Les STAT3 ainsi phosphorylés forment des diméres
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capables d’étre transférés au niveau nucléaire ou ils vont contréler I'expression de

génes cibles (Figure 19).

L’augmentation des niveaux plasmatiques et de la production d’IL6 est corrélée
positivement avec I'obésité et la résistance a I'insuline (Kwon and Pessin, 2013). Le
traitement des adipocytes in vitro avec IL6 diminue I'expression de GLUT4 (Lagathu
et al., 2003) et une administration périphérique d’lIL6 chez le rongeur provoque une
résistance a l'insuline (Kim et al., 2004). De plus, des souris nourries avec un régime
riche en acides gras saturés présentent des niveaux €levés d’'IL6 et développent une
résistance a l'insuline (Sabio et al., 2008). Les effets de IL6 sur l'installation d’'une
résistance a l'insuline sont expliqués par une augmentation de I'expression de la
protéine SOCS3, qui est impligué dans la régulation négative de la signalisation de
I'insuline (Lukic et al., 2014; Sabio et al., 2008; Serrano-Marco et al., 2012). En effet,
une surexpression de SOCS3 dans le tissu adipeux de souris conduit a une
résistance locale a I'insuline (Shi et al., 2006). IL6 diminue également la synthese du
glycogene au niveau hépatique et musculaire en inhibant la PI3K, un mécanisme qui
passe par la régulation négative de la famille des microARN-200 et la régulation
positive de FOG2 (friend of GATA 2) (Dou et al., 2013). Il a été suggéré aussi que la
stimulation par IL6 au niveau musculaire conduit a une résistance a l'insuline en
induisant I'expression du récepteur TLR4 par l'intermédiaire de STAT3 (Kim et al.,

2013).

Cependant, I'implication d’IL6 dans le développement de I'obésité et I'installation
de la résistance a linsuline n'est pas encore totalement élucidée et
reste controversée. En effet, les souris déficientes en IL6 développent une
obésité, une résistance a linsuline ainsi qu’une inflammation hépatique et
I'administration de IL6 améliore leur sensibilité a l'insuline (Matthews et al., 2010;
Wallenius et al., 2002). De plus, des études ont montré que le muscle squelettique
produisait et sécrétait de IL6 lors d'un exercice physique, alors qu’il présente
une meilleure sensibilité a linsuline (Maury and Brichard, 2010; Pedersen and
Febbraio, 2008). Ces résultats sont expliqués par un réle d'IL6 au niveau

mitochondrial qui n’est pas encore clairement élucidé (Matthews et al., 2010).

Page

88



Introduction bibliographique

v. L’interleukine 1 (IL1B) :

IL1B, est une cytokine pro-inflammatoire produite par plusieurs types cellulaires
(Banerjee and Saxena, 2012) et impliguée dans la réponse aux stress cellulaires et
l'induction de l'apoptose (van de Veerdonk et al., 2011). IL1B agit via son récepteur
ILAR en activant les voies JNK, MAPK et NFkB qui conduisent a la production de
médiateurs d’inflammation et qui sont impliqués dans l'installation de la résistance a
I'insuline (Figure 19). Chez 'lhomme, 'augmentation des niveaux circulants d’IL13 est
associée au développement du diabete de type 2 (Spranger et al., 2003). De plus,
chez les individus obeésg, les niveaux d’IL1[3 et de son récepteur sont augmentés au
niveau du tissu adipeux et contribuent a l'installation d’'un état inflammatoire et au

gain de poids (Juge-Aubry et al., 2003).

IL1B est produit sous la forme d’'un précurseur inactif (pro-IL1B). En situation
d’'inflammation / obésité, ce dernier est activé suite a son clivage par la caspase 1
(Dinarello et al., 2012), qui elle-méme doit étre activée par I'inflammasome NLRP3,
qui est activé par les acides gras saturés (Wen et al., 2011). IL1B et NRLP3 jouent
un réle dans le développement de la résistance a linsuline au niveau du foie, du
muscle et du tissu adipeux (Stienstra et al., 2010, 2012). Au niveau du pancréas,
IL1B peut étre produit par les cellules B pancréatiques oul contribue a l'inflammation
en recrutant des cellules immunitaires ce qui favorisera le dysfonctionnement des
cellules B pancréatiques et leur mort cellulaire. Cependant les souris déficientes en
IL1B, caspase1 ou NLRP3 présentent une meilleure sensibilité a l'insuline (Hardaway
and Podgorski, 2013). De plus, les souris déficientes en NLRP3 sont protégées

contre les effets délétéres du régime hyperlipidique (Youm et al., 2011).

2. TLR4, lien entre I'inflammation, I'obésité et la résistance a
I'insuline :

a. Description des récepeteurs Toll-Like :

Les récepteurs Toll-Like (TLR) sont des récepteurs cellulaires qui existent chez
'homme et les mammiféres et sont homologues au produit du gene Toll de la
drosophile. Ces récepteurs sont tres conservés au cours de I'évolution et jouent un

réle important dans I'immunité innée.
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Le premier TLR identifié chez les mammiferes a été le TLR4 en 1997 (Medzhitov
et al., 1997). Ce dernier a été identifié comme le récepteur du LPS, un composant
essentiel de la face externe de la membrane des bactéries a Gram négatif (Poltorak
et al., 1998). Par la suite, plusieurs TLR ont été identifiés (11 chez 'homme et 13
chez la souris) (Akira, 2006). Les TLR sont retrouvés sur des cellules immunitaires
mais aussi sur des cellules non immunes comme les fibroblastes, les kéranocytes,
les cellules épithéliales, respiratoires et urogénitales (Iwasaki and Medzhitov, 2004).
Les TLR 1, 2, 4, 5, 6, 10 et 11 sont exprimés sur la surface membranaire des cellules
alors que les TLR 3, 7, 8 et 9 sont localisés dans les endosomes (Kanzler et al.,
2007).

La structure des TLR se divise en trois domaines (Kawai and Akira, 2007) : un
domaine LRR extracellulaire riche en leucine et responsable de Ila
reconnaissance des éléments du pathogene, un domaine transmembranaire
et un domaine cytoplasmique qui comprend une séquence TIR (Toll/IL1

receptor) responsable de la transduction du signal.

Les TLR reconnaissent des molécules composantes des microorganismes, appelées
PAMP (pathogene associated molecular pattern), mais aussi des molécules
endogenes libérées par des cellules en situation de stress ou suite a leur apoptose
ou nécrose appelées DAMP (Damage associated molecular pattern) (Kanzler et al.,
2007).

Dans la suite de ce chapitre, nous allons nous focaliser sur le récepteur TLR4. En
effet, TLR4 est I'un des TLR les plus étudiés et son gene est trés conservé parmi les
espéces (Vaure and Liu, 2014). Au niveau membranaire, le récepteur TLR4 forme un
complexe avec la protéine a ancre GPI (glycosylphosphatidylinositol) CD14 et la
protéine MD2, qui vont jouer un r6le dans la reconnaissance de certains ligands de
TLR4, comme le LPS (Fitzgerald et al., 2004).
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b. Les ligands du TLR4 :

En plus du LPS, le TLR4 reconnait d’autres ligands que I'on peut diviser en deux

groupes selon leurs origines :
i. Les ligands exogénes :

Le Paclitaxel (Taxol), un agent anti-tumorale utilisé dans le traitement de certains
cancers, est responsable d’'une réponse dépendante de TLR4 (Kawasaki et al.,
2000; Rajput et al., 2013).

Certains virus sont aussi capables d’activer le TLR4 grace a leurs protéines de
surface comme le virus respiratoire syncytial (VRS) (Kurt-Jones et al., 2000) et le

mouse mammary tumor virus (MMTV) (Rassa et al., 2002).
li. Les ligands endogeénes :

Les protéines de stress sont des molécules chaperons qui signalent un danger ou
une lésion au systéeme immunitaire inné. Ces molécules sont généralement libérées
au cours de la mort cellulaires et induisent une réponse pro-inflammatoire. Parmi ces
molécules qui sont reconnus par le TLR4, on retrouve les protéines du choc
thermique HSP (heat shock proteins) (Vabulas et al., 2002).

Certains composants de la matrice extracellulaire sont aussi reconnus par le
TLR4 comme l'extra domaine A de la fibronectine et des oligosaccharides de I'acide
hyaluronique (Akira, 2006; Marshak-Rothstein and Rifkin, 2007).

TLR4 reconnait aussi certains acides gras saturés, par lintermédiaire de la
fétuine-a, une protéine synthétisée et sécrétée dans la circulation sanguine par le
foie. Cette derniére appartient aux groupes de protéines transporteuses comme
I'albumine et assure la liaison, le transport et les équilibres d’'une large variété de
substances. Ainsi, la fétuine-a en transportant les acides gras saturés conduit a
I'induction des effets pro-inflammatoires de ces derniers en se liant & TLR4 (Pal et
al., 2012).

Le récepteur TLR4 joue également un r6le majeur dans la médiation des effets
pro-inflammatoires et insulino-résistants de la résistine humaine. En effet, il existe

une compétition entre la résistine et le LPS pour se lier a TLR4
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Figure 20 : Voies de signalisation du récepteur TLR4

Deux principales voies de signalisation sont activées par

le récepteur

TLR4, cela dépend des protéines adaptatrices recrutées. La voie MyD88

dépendante aboutit & la production de cytokines pro-inflammatoires, alors que la

voie TRIF dépendante (aussi appelé MyD88 indépendante) qui conduit a la

synthése d’interférons de type 1. (Lu et al. 2008)
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(Tarkowski et al.,, 2010) et un traitement chez des rats en icv (intra cérébro-
ventriculaire) par de la résistine humaine pendant 14 jours conduit & une résistance
centrale a I'insuline via I'activation des voies de signalisations de TLR4 (Benomar et
al., 2013). En effet, l'inhibition de I'expression de TLR4 par des siRNA conduit a
I'abolition des effets pro-inflammatoires et insulino-résistants de la résistine
(Benomar et al., 2013). La résistine induit aussi via TLR4 I'expression du facteur
SDF1 (stromal cell-derived factor 1) qui est impligué dans le développement du
cancer de I'estomac chez I'hnomme (Hsieh et al., 2014). De plus, la résistine et TLR4
jouent un réle dans la formation des plaques d’athérosclérose. En effet, la résistine
en activant TLR4 induit l'infiltration des macrophages au niveau de la paroi artérielle

(Pirvulescu et al., 2014).

c. Les voies de signalisation de TLR4 :

Apres sa liaison avec son ligand, le récepteur TLR4 va recruter un ensemble de
protéines adaptatrices via ses domaines TIR, ce qui aboutit a I'activation de deux
principales voies de signalisation : la voie MyD88 dépendante, qui induit I'expression
des facteurs pro-inflammatoires, et la voie TRIF dépendante, qui méne a l'activation
d’interféron de type | (Figure20) (Palsson-McDermott and O’Neill, 2004).

i. Les protéines adaptatrices :
MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene) :

MyD88 est une protéine de 33 kDa contenant deux domaines d’interaction
protéine-protéine : un domaine TIR dans la région C-terminale et un domaine de la
mort (DD, death domain) dans la région N-terminale (Burns et al., 1998). MyD88 a
éte initialement décrit comme un adaptateur critique des récepteurs IL1R et TLR qui
possédent des domaines TIR (Muzio et al., 1997; Wesche et al., 1997). Les études
des souris déficientes en MyD88 ont permis de montrer son réle dans la réponse
rapide au LPS et la distinction entre les deux voies activées par TLR4. En effet, les
souris déficientes en MyD88 sont résistantes aux chocs septiques induits par le LPS
et leur activation du facteur NFkB survient plus tardivement (Kawai et al., 1999). De
plus, I'activation des interférons de type | et I'induction de I'expression de génes par
ces derniers ne sont pas modifies dans les macrophages déficients en MyD88
(Kawai et al., 2001).
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Figure 21 : TLR4 et voie de signalisation MyD88 dépendante

(Lu et al., 2008)
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TIRAP (TIR domain containing adaptator protein) :

TIRAP a été découvert et cloné suite a des recherches in silico pour des
protéines contenant le domaine TIR (Fitzgerald et al., 2001; Horng et al., 2001).
TIRAP est aussi appelé Mal (MyD88 adapter like) pour son rdle coopératif avec
MyD88. En effet, les souris déficientes en TIRAP présentent un phénotype similaire
aux souris déficientes en MyD88 (Fitzgerald et al.,, 2001). TIRAP contient un
domaine de liaison au PIP2 (Kagan and Medzhitov, 2006) qui permet son
recrutement a la surface membranaire. TIRAP se lie ainsi au récepteur TLR4 via son
domaine TIR et facilite I'association entre MyD88 et le domaine cytoplasmique de
TLR4 initiant ainsi la voie de signalisation MyD88-dépendante (Kagan and
Medzhitov, 2006).

TRAM (TRIF related adaptator molecule) :

TRAM a été découvert de la méme facon que TIRAP (Yamamoto et al., 2003a).
Les études des souris déficientes en TRAM ont montré que ce dernier est impliqué
dans l'activation d’'un signal indépendant de MyD88 (Yamamoto et al., 2003a). TRAM
est recruté a la membrane plasmique par myristoylation ou il se lie a TLR4 et induit le
recrutement de TRIF (Rowe et al., 2006).

TRIF (TIR domain containing adaptater inducing interferon g) :

TRIF a été découvert suite a de multiples approches de clonage (Oshiumi et al.,
2003; Yamamoto et al., 2002). Son rOle important dans l'activation d’'un signal
indépendant de MyD88 a été démontré sur des souris déficientes en TRIF, en
MyD88 ou les deux. En effet, les souris déficientes en TRIF présentent, suite a des
traitements au LPS, une réponse rapide de NFkB et une absence d’expression
d’interféron de type | alors que les souris déficientes en MyD88 présentent une
réeponse en NFkB plus tardive mais une expression plus importante d’interféron de
type I. Cependant les souris déficientes en TRIF et MyD88 ont abolition compléte de

la réponse en NFkB et en interféron (Lu et al., 2008b; Yamamoto et al., 2003b).
i. Lavoie MyD88 dépendante (Figure 21):

TIRAP et MyD88 sont recrutés au niveau du récepteur TLR4 suite a son

activation. MyD88 va ensuite recruter et activer la kinase IRAK4 (IL1 receptor
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Figure 22 : TLR4 et voie de signalisation TRIF dépendante

(Lu et al., 2008)
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associated kinase 4) par son domaine DD (Suzuki et al., 2002). Cette derniere va a
son tour recruter et activer d’'une maniére séquentielle IRAK1 (Lye et al., 2004) et
IRAK2 (Kawagoe et al., 2008). TRAF6 (TNF receptor associated factor 6) est ensuite
mobilisé au niveau du complexe membranaire et activé par IRAK1 ou IRAK2 via leur
association au domaine TRAF de TRAF6. Une fois activé, TRAF6 se dissocie du
complexe membranaire et va se lier avec TAB2 (TAK1 binding protein 2) et activer
alors TAK1 (Transforming growth factor 8 activated kinase 1) (Gohda et al., 2004).
TAK1 va ensuite activer les voies de IKK/ NFkB et des MAP kinases P38, JNK et
ERK1/2 (Sato et al., 2005) TRAF6 conduit aussi a I'activation de la voie PI3K/Akt via

son association avec RIP (Receptor interacting protein) (Vivarelli et al., 2004).
i. Lavoie TRIF dépendante (Figure 22) :

L’activation de la voie TRAM/TRIF via TLR4 favorise la production d’interféron de

type | suite a I'activation de deux voies de signalisation :

e Le recrutement de RIP1 (receptor interacting protein 1) par TRIF active TAK1
d’'une maniére similaire a celles des voies sous le contrdle de MyD88, de
NFkB et des MAP kinases (Lu et al., 2008b).
e Le recrutement de TRAF3 par TRIF active le facteur de transcription IRF3
(interferon regulatory factor 3) contrblant ainsi la transcription d’interféron 3
(Lu et al., 2008Db).
D’autres études ont montré qu’il existe un complexe préassemblé entre TLR4,
TRAM et TIRAP a la surface cellulaire. Cependant, la signalisation TLR4/TRAM ne
peut étre initiée qu’apres l'internalisation du récepteur TLR4, ce qui peut expliquer la

réponse tardive au niveau de I'activation de NFkB (Kagan et al., 2008).

d. ROole de TLR4 dans I'obésité et larésistance a lI'insuline :

L’implication du récepteur TLR4 dans l'installation de I'obésité et la résistance a
I'insuline est actuellement fortement suggérée. En effet, TLR4 est exprimé dans les
cellules immunitaires mais aussi dans les principaux tissus impliqués dans la
régulation du métabolisme énergétigue comme le tissu adipeux, le foie, le muscle et
I'hnypothalamus (Tanti et al., 2012). Les niveaux d’expression du récepteur TLR4 sont
augmentés chez les souris obéses et les patients diabétiques (Catalan et al., 2012,
Mraz et al., 2011; Reyna et al., 2008; Shi et al., 2006; Song et al., 2006). De plus son
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Figure 23 : La signalisation resistin / TLR4 favorise la résistance a linsuline

au niveau neuronale.

La liaison de la résistine sur TLR4 conduit a l'activation de ce dernier en favorisant
le recrutement des molécules adaptatrices TIRAP et MyD88. Les voies
de signalisation de TLR4 sont ainsi activées (Akt, ERK1/2, JNK, P38); ceci aboutit
a la régulation positive de I'expression d’lL6, SOCS3 et PTP1B. L’activation
de ces différents facteurs, impliqués dans la régulation négative de la

signalisation de l'insuline, prédispose a linstallation de la résistance a l'insuline.

(Benomar et al. 2013).
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expression est corrélée négativement avec la sensibilité a I'insuline (Kénner and
Brining, 2011). Les souris déficientes en TLR4 sont protégées contre I'obésité et la
résistance a l'insuline induites par un régime hyperlipidique ou par un traitement par
des acides gras saturés (Saberi et al., 2009; Shi et al., 2006). Ainsi, plusieurs
mécanismes ont été proposés pour expliquer la contribution de TLR4 dans

I'installation de I'obésité et la résistance a l'insuline. Parmi eux :
i. L'endotoxémie métabolique :

L’endotoxémie métabolique est définie par 'augmentation des niveaux circulants
des lipopolysaccharides (LPS) provenant des bactéries Gram négatives de la flore
intestinale. Il a été montré qu’un régime hyperlipidique entrainait une modification de
la flore et la perméabilité intestinale conduisant a une augmentation de
la translocation des bactéries Gram négatives dans le tissu adipeux et
a I'endotoxémie via un mécanisme dépendant de la voie de LPS/CD14/TLR4
(Amar et al., 2011; Cani et al.,, 2007). L’endotoxémie serait ainsi le facteur
déclenchant de linflammation et favorisant I'installation de I'obésité et du diabéte
de type 2 (Cani et al., 2012).

i. Larésistine:

Comme évoqué précédemment, la résistine est impliguée dans
l'installation de la résistance a [linsuline. Récemment, il a été montré que la
résistine humaine pouvait se lier a TLR4 dans un modéle neuronale de
neuroblastome humain et qu'un traitement en ICV par cette derniére induisait
une résistance centrale a l'insuline (Figure 23) (Benomar et al., 2013b). De plus,
le traitement par la résistine humaine chez les rats Wistar conduit, au niveau de
I'hnypothalamus, a une augmentation de I'association de TLR4 avec ses protéines
adaptatrices TIRAP et MyD88 ainsi qu'a [lactivation des voies de

signalisations des MAP kinases JNK et P38.
ii. L’infiltration des macrophages :

Le récepteur TLR4 joue un réle important dans la réponse immunitaire. Ainsi, il
a été proposé que l'infiltration des tissus métabolique par les macrophages puisse
étre impliguée dans la médiation des effets pro-inflammatoires de TLR4 dans ces
tissus, accentuant ainsi I'état d’'obésité et de résistance a l'insuline. En effet, il a
été montré que les souris déficientes en TLR4 avaient des niveaux bas
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accompagnés par une réduction de [linfiltration des macrophages ainsi qu’un
développement plus important des macrophages anti-inflammatoires M2 au profit
des macrophage pro-inflammatoires M1 (Davis et al., 2008; Orr et al., 2012; Shi et
al., 2006; Tsukumo et al., 2007).

iii. Les acides gras :

L'augmentation des niveaux circulants d’acides gras saturés libres contribue au
développement de I'obésité viscérale, favorise 'accumulation de gras dans le muscle
et le foie ce qui favorise la résistance a l'insuline (Boden, 2008). Les acides gras
saturés conduisent a l'activation du récepteur TLR4 et ses voies de signalisation
induisant ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires et de céramides
(Fresno et al.,, 2011; Milanski et al., 2009; Radin et al., 2008; Shi et al., 2006).
Cependant, il a été montré qu’il n'y avait aucune liaison directe des acides gras
saturés sur le récepteur TLR4 suggérant une activation indirecte (Erridge and
Samani, 2009; Schaeffler et al., 2009). En effet, il a été montré récemment que la
fétuine-a servirait de lien entre les acides gras saturés et le récepteur TLR4 pour

promouvoir la résistance a l'insuline (Pal et al., 2012).

La longueur de la chaine des acides gras saturés joue aussi un rbéle important
dans la médiation des effets pro-inflammatoires de ces derniers. En effet, elle est
corrélée positivement avec la capacité des acides gras a induire une résistance a
I'insuline (Hommelberg et al., 2009). Ainsi, au niveau musculaire, il a été montré que
des acides gras saturés a longue chaine comme l'acide palmitique (C16:0) étaient
capables d’activer les voies pro-inflammatoires et induire une résistance a l'insuline
ce qui n'est pas le cas des acides gras saturés a courte chaine comme I'acide
laurique (C12:0) (Hommelberg et al., 2009).

Les acides gras saturés peuvent aussi activer la signalisation de TLR4 par
I'intermédiaire de la production de dérivés lipidigues comme les céramides. Ces
derniers résultent de la combinaison d’'une sphingosine avec un acide gras et sont
impliqués dans plusieurs processus dont l'inflammation (Summers, 2006). En effet,
les céramides peuvent induire une réponse pro-inflammatoire en agissant comme
agonistes du récepteur TLR4 (Fischer et al., 2007). De plus, il a été montré que les
céramides (C16 :0) dérivées de l'acide palmitique étaient capables d’induire une

résistance a I'insuline (Raichur et al., 2014; Turpin et al., 2014).
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[II. Les acides gras polyinsaturés a
longue chaine de type oméga-3 :

1. Généralités sur les acides gras :

Les acides gras (AG) sont les constituants majeurs des lipides. Ces molécules
sont composées d’'une chaine hydrocarbonée avec un groupement méthyle (CH3) a
'une des extrémités et un groupement carboxyle (COOH) a l'autre. Les acides gras
différent les uns des autres par la longueur de leur chaine carbonée et leur degré
d’insaturation. Ce dernier est défini par la présence ou non de doubles liaisons entre
les différents carbones qui constituent la chaine. On différencie ainsi les acides gras
saturés (AGS) qui ne comportent aucune double liaison dans leur chaine
hydrocarbonée, des acides gras insaturés (AGI) qui présentent une (acides gras
monoinsaturés, AGMI) ou plusieurs (acides gras polyinsaturés, AGPI) doubles
liaisons (Walrand et al., 2010).

Par convention, la nomenclature des acides gras est la suivante : Cx :yn-z, « X »
étant le nombre d’atomes de carbone C, «y » le nombre de doubles liaisons et « z »
la position de la premiere double liaison sur la chaine carboné en comptant a partir
de I'extrémité méthyle CH3 (Walrand et al., 2010).

Les acides gras saturés représentent 30 a 40 % des acides gras totaux contenus
dans les tissus des animaux. Ces derniers peuvent étre synthétisés par I'organisme
mais peuvent également étre apportés directement par I'alimentation. On les trouve
principalement dans les graisses animales, les produits laitiers et les huiles de palme
et de coco (de Souza et al., 2015) Parmi les acides gras saturés courants, on peut
citer l'acide butyrique (C4:0), l'acide laurique (C12:0), I'acide myristique (C14:0),
I'acide palmitique (C16:0) et l'acide stéarique (C18:0). Chacun de ces acides gras
possede ses propres fonctions biologiques dans I'organisme. Ainsi, I'acide butyrique
est impliqué dans la régulation de I'expression de plusieurs genes et pourrait jouer
un role dans l'inhibition du développement des cellules cancéreuses, 'acide laurique
pourrait participer a la synthése d’AGPI oméga 3, I'acide myristique joue un réle dans

la signalisation cellulaire en régulant la myristoylation de certaines protéines, et
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Figure 24 : Biosynthése des acides gras insaturés

L'acide oléigue constitue le point de départ de la voie de biosynthese des acides
gras polyinsaturés oméga 3 et oméga 6. Les désaturases A12 et A15 inserent
respectivement une double liaison a 6 carbones et 3 carbones de I'extrémité
méthyle. Ces deux étapes constituent le point limitant de cette voie de biosynthese
puisqu’elles sont spécifiques du regne végétal. L’acide linoléique (LA) et l'acide a-
linolénique (ALA) sont considérés comme des acides gras indispensables parce
gu’ils sont nécessaires pour les fonctions physiologiques de tous les tissus mais ne
sont pas synthétisés par 'homme. Cependant, ’'homme et les animaux peuvent
ensuite ajouter des doubles liaisons et allonger la chaine carbonée des deux acides
gras précurseurs LA et ALA conduisant a la formation des autres acides

polyinsaturés oméga-3 et oméga-6. (adapté de Legrand, 2007).
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'acide palmitque intervient dans plusieurs processus biologique et possede des
propriétés pro-inflammatoires et réduit la sensibilité a 'insuline (Rioux and Legrand,
2007; Walrand et al., 2010). L’acide palmitique est ainsi considéré le plus déléteres
en raison de sa prédominance dans les différents régimes alimentaire et sa grande
consommation qui peut représenter jusqu’'a 56% de la consommation des AGS
totaux (Kris-Etherton and Yu, 1997).

Les AGPI sont composés de deux familles : la famille de l'acide a-linolénique
(C18:3n-3 ou ALA) ou omega-3 et la famille de I'acide linoléique (C18:2n-6 ou LA)
ou oméga-6. L’ALA et le LA sont appelés acides gras indispensables car ils ne
peuvent pas étre produits par I'organisme humain et doivent étre apportés par
'alimentation. En effet, les désaturases A12 et A15 qui générent successivement
ALA et LA a partir de l'acide oléique (C18:1n-9) en introduisant des doubles liaisons
a l'extremité méthyle ne sont retrouvés que chez les végétaux (Figure 24). L'étre
humain trouve donc son apport en AGPI principalement dans des sources végétales,
telles que les noix, les graines et les huiles végétales, mais également dans des
sources marines par l'intermédiaire des microalgues et des poissons gras (hareng,
saumon, maquereau) (Deckelbaum and Torrejon, 2012). L'ALA et le LA sont les
précurseurs des deux familles d’AGPI et permettent la synthése de dérivés a plus
longue chaine par une succession de désaturations et d’élongations localisées dans
le réticulum endoplasmique. Ainsi, les principaux AGPI formés dans les organismes
animaux sont I'acide arachidonique (C20:4n-6 ou AA) pour la famille des oméga-6 et
les acides eicosapentaénoique (C20:5n-3 ou EPA) et docosahexaénoique (C22:6n-3

ou DHA) (Simopoulos, 2014) pour la famille des oméga-3.
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Figure 25 : Métabolisme des eicosanoides a partir des acides gras polyinsaturés

L’'acide arachidonique (AA), acides gras polyinsaturés omeéga-6, est métabolisé en
dérivés lipidiques pro-inflammatoires qui appartiennent a la famille des eicosanoides
de la série 2. L’acide eicosapentaenoique (EPA) et l'acide docosahexaenoique
(DHA) appartiennent a la famille des acides gras polyinsaturés oméga-3. Ces
derniers vont étre métabolisés en dérivés anti-inflammatoires : les eicosanoides de la
série 3 et 5, les résolvines de la série E et E ainsi que les neuroprotectine. Acyl-CoA
S, Acyl-CoA Synthétase ; Acyl-CoA T, Acyl-CoA Transferase ; cPLA2, phospholipase
A2 cytosolique ; IPLA2, phospholipase A2 indépendante du calcium ; sPLAZ2,
phospholipase A2 sécrétée; Tx, thromboxane ; PG, prostaglandine ; COX,
cyclooxygénase ; LT, leucotrienes ; LOX, lipoxygénase. (adapté de Orr and Bazinet,
2008)
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Les acides gras oméga-3 et oméga-6 ont des propriétés métaboliques et
physiologiques différentes. Les AGPI a longue chaine formés par la voie de
désaturation-élongation peuvent entrer dans les voies enzymatiques d’oxygénation,
d’hydroxylation et de péroxydation afin de former de puissants médiateurs
métaboliques tels que les eicosanoides. La découverte de ces derniers et de leur
synthése a partir des AGPI a valu le prix Nobel a Bergstrom, Samuelsson et Vane en
1982 et constitue véritablement le déclenchement de l'intérét envers les AGPI
(Kenéz, 1983). Ainsi, les acides gras oméga-6 et leurs dérivés tendent a étre pro-
inflammatoires et induisent la prolifération du tissu adipeux alors que les acides gras
omeéga-3 et leurs dérivés ont plutét un rble protecteur et anti-inflammatoire (Figure

25) (Li, 2015; Simopoulos, 2006).

Les acides gras sont impligués dans plusieurs processus biologiques et ont

plusieurs roles :

e Rodle métabolique : les acides gras représentent 'une des principales sources
d’énergie de l'organisme. En cas d'exces, ils sont stockés sous forme de
triglycérides dans le tissu adipeux et lors d’'un effort physique ou un jelne
prolongé, ils seront dégradés afin de produire de I'énergie sous forme d’ATP.

e ROle structural : les acides gras (sous forme de phospholipides) sont les
principaux constituants des membranes biologiques. Selon la nature des
acides gras qui les composent, les membranes vont avoir des propriétés
particulieres. Ainsi, les acides gras jouent un réle dans la modulation de la
fluidité membranaire et de I'activité des protéines qu’elles contiennent.

e Role de messager : les acides gras sont aussi des régulateurs de I'expression
de plusieurs génes par lintermédiaire de [l'activation de facteurs de
transcription comme les PPAR (Peroxisome Proliferator Activated Receptor).
Les acides gras peuvent également activer les voies de signalisation de
plusieurs récepteurs tels que les récepteurs TLR2 et TLR4 par les acides gras
saturés et le récepteur FFAR4 (Free Fatty Acid Receptor 4) par les acides

gras polyinsaturés oméga-3.
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2. Intérét et sources alimentaires des acides gras oméga-3 :

L'intérét pour I'étude des effets de la consommation des acides gras oméga-3 a
éte relevé la premiere fois par les travaux de Bang et Dyerberg dans les années
1970 (Bang et al., 1971). Ces derniers ont publié une série de travaux et d’études
épidémiologiques révélant une diminution de la prévalence des maladies
cardiovasculaires au sein de la population des Inuits due a leur régime alimentaire
basé sur la consommation de grandes quantités de poissons et de mammiferes
marins, dont les graisses sont tres riches en EPA et DHA (Dyerberg and Bang,
1979). Plus récemment, les AGPI ont été identifiés comme éléments clés dans le

développement du cerveau et de la rétine (SanGiovanni et al., 2000).

Ainsi, la consommation d’huiles de poisson, comme source d’EPA et de DHA, a
été proposée comme approche nutritionnelle pour le traitement et la prévention du
syndrome meétabolique. Les huiles de poissons ont été largement étudiés pour leur
réle bénéfique (Kantha, 1987), notamment pour leur action insulino-sensibilisatrice
(Delarue et al., 2006; Jucker et al., 1999; Storlien et al., 1991). lls diminuent aussi
I'hypertriglycéridémie, la production de VLDL et la stéatose hépatique (Peyron-Caso
et al., 2002; Rossi et al., 2005). Les huiles de poissons constituent aujourd’hui la
principale source d’AGPI oméga-3 (Barnathan, 2007; Williams and Burdge, 2006).
Cependant, I'accumulation de résidus polluants (métaux lourds) dans les graisses de
poissons, les changements saisonniers de leur composition en acides gras associés
aux problemes d’odeur et de golt en tant que complément alimentaire pour ’lhomme
(Barnathan, 2007; Certik and Shimizu, 1999), poussent au développement d’autres
sources pour la production d’AGPI oméga-3. Les microalgues s’averent comme la
solution permettant la substitution des AGPI des huiles de poisson (Mimouni et al.,
2012; Ward and Singh, 2005).

Les microalgues sont apparus sur terre il y a plus d’'un milliard d’années et
constituent au sein du regne végeétale, les membres avec l'organisation la plus
simple et la plus primitive. Ce sont des microorganismes photosynthétiques
eucaryotes unicellulaires dont la taille varie entre 3 et 20 um. Les microalgues se
trouvent généralement dans les eaux douces mais aussi dans la plupart des

systemes marins. La biodiversité des microalgues est énorme. En effet, il existe
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environ plus de 50 000 espéces de microalgues dont seulement quelques-unes ont
été caractérisées (Lordan et al., 2011).

Les microalgues présentent l'avantage de ne pas contenir de cholestérol
contrairement aux huiles de poissons. Les microalgues ont aussi une image
favorable auprées des consommateurs de par leur statut de cellule végétale ce qui
facilite leur utilisation comme complément alimentaire. L'intérét pour les AGPI des
microalgues est aussi augmenté par I'absence de I'odeur contrairement aux huiles
de poissons (Mimouni et al., 2012; Robles Medina et al., 1998). De plus, la culture
de microalgues nécessite des substrats peu coldteux comme l'eau de mer, du
CO2, de lénergie solaire et quelques minéraux (Pulz, 2001). L’intérét de
l'utilisation des microalgues comme source d'AGPI réside également
dans la présence dantioxydants tel que la fucoxanthine qui présente des
effets anti-inflammatoire et anti-obésité (Gammone and D’Orazio, 2015; Tan and
Hou, 2014).

Ainsi, de par leur composition biochimique intéressante, riche en AGPI et
en antioxydants, l'utilisation des microalgues comme complément alimentaire
constitue une approche nutritionnelle potentielle pour améliorer la santé humaine
(Spolaore et al., 2006). En effet, plusieurs microalgues montrent des

propriétés insulino-sensibilisatrices et anti-inflammatoires.

La microalgue Spirulina a été largement étudiée pour ses effets
hypolipidémiants, antioxydants et anti-inflammatoires (Deng and Chow, 2010).
Au niveau clinique, [lutilisation de la Spirulina comme complément chez des
patients diabétiques durant plusieurs semaines réduit les  niveaux
plasmatiques des triglycérides et du cholestérol-LDL ainsi que la glycémie
et la pression artérielle (Lee et al., 2008a; Parikh et al.,, 2001). De plus, la
Spirulina diminue les niveaux d’inflammation en réduisant les taux plasmatiques
de IL6 et des marqueurs de stress oxydatif chez les personnes agées (Kim et al.,
2005; Park et al., 2008) et chez les patients diabétiques (Lee, 2008). De la méme
fagon, [l'utilisation de la microalgue Chlorella comme supplément alimentaire
ameliore la sensibilité a l'insuline en réduisant les niveaux de lipides et de
glucose plasmatique et protéege contre le stress oxydatif et [inflammation
chez les rongeurs et 'homme (Cherng and Shih, 2005; Panahi et al., 2015;
Queiroz et al., 2003).
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En France, la microalgue Odontella aurita, produite par I'entreprise INNOVALG
(Bouin, France) a été agréée en 2002 pour l'alimentation humaine par I'AFSSA
(Agence Francaise pour la Sécurité Sanitaire des Aliments) pour sa teneur en EPA
qui peut atteindre jusqu’a 35% des acides gras totaux (INNOVALG). Odontella aurita
contient également une forte teneur en antioxydants tels que la chrysolaminarine
(Xia et al., 2014) et la fucoxanthine (Xia et al., 2013). Les effets anti-obésité de la
fucoxanthine ont été décrits par plusieurs études (Gammone and D’Orazio, 2015).
En effet, la supplémentation de la fucoxanthine a d’'un régime hyperlipidique prévient
la prise de poids et 'augmentation de la masse du tissu adipeux, et en augmentant
I'expression de la protéine UCP1 (Uncoupling protein 1) dans les adipocytes (Maeda
et al.,, 2005, 2009). En effet, UCP1, une protéine mitochondriale généralement
exprimée dans les adipocytes bruns, et est impliquée dans les mécanismes de
dépenses énergétiques et de thermogénese (Kozak and Anunciado-Koza, 2008). De
plus, la fucoxanthine prévient la réponse inflammatoire induite par le LPS au niveau
des macrophages RAW264.7 (Kim et al., 2010).

Récemment, il a été montré que la supplémentation d’'un régime riche en acides
gras saturés par la microalgue Odontella aurita pendant 7 semaines chez le rat
prévient le développement de plusieurs facteurs de risque du syndrome métabolique
tels que I'hyperlipidémie, 'agrégation plaquettaire et le stress oxydatif (Haimeur et al.,
2012). Ainsi, notre étude a porté essentiellement sur la caractérisation des effets

insulino-sensibilisateurs et anti-inflammatoires de cette microalgue (Odontella aurita).

3. Impact des acides gras saturés et les acides gras polyinsaturés
sur le développement du syndrome métabolique :

a. Effets des acides gras sur les niveaux de lipides plasmatiques :

Les AGS, comme les acides myristique et palmitigue augmentent les niveaux
plasmatiques de triglycérides et du cholestérol des LDL (LDL-cholestérol) (Kris-
Etherton and Yu, 1997). En effet, les AGS induisent une réduction de I'expression
génique et protéique du récepteur aux LDL ainsi qu'une diminution de son activité
réduisant ainsi la capture des LDL et favorisant leur accumulation dans la circulation
sanguine (Bennett et al., 1995; Daumerie et al., 1992; Horton et al., 1993). D’autres
mécanismes ont été aussi proposés pour expliquer cette augmentation de

triglycérides et LDL-cholestérols plasmatique, parmi eux :
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Un changement dans la composition membranaire en acides gras (plus riche
en acides gras saturés) conduit a une diminution du catabolisme des LDL
plasmatique (Nicolosi et al., 1990).

Une augmentation de la production hépatique de I'apolipoprotéine B100 se
traduisant par un nombre de particules LDL et VLDL élevé ce qui favorise une
augmentation des LDL-cholestérols et des triglycérides (Jackson et al., 2006).
Une augmentation de I'expression du facteur de transcription SREBP-1c qui

est impligué dans la synthése des triglycérides (Oosterveer et al., 2009).

Les AGPI, contrairement aux AGS, diminuent les niveaux de lipides plasmatiques

par I'intermédiaire de plusieurs mécanismes :

La réduction de la production hépatique de VLDL et de la MTP (microsomal
triacylglycerol transfer protein), une protéine impliquée dans I'assemblage et
la sécrétion des lipoprotéines (Jackson et al., 2006)(Jackson, 2006).
L'augmentation de I'expression du récepteur aux LDL ainsi que son activité en
augmentant la fluidité membranaire des hépatocytes (Jackson et al., 2006;
Lottenberg et al., 2012).

L’activation de facteurs de transcription impligués dans I'oxydation des acides
gras comme PPARa et l'inhibition de ceux impliqués dans leur synthése tels
gue SREBP1a et SREBP1c (Hannah et al., 2001; Lottenberg et al., 2012).

Ainsi, des régimes riches en acides gras saturés sont impliqués dans le

développement des facteurs de risques des maladies cardiovasculaires en

augmentant la cholestérolémie (Kris-Etherton and Yu, 1997), ce qui favorise le

développement de I'inflammation et I'athérosclérose (Chait and Kim, 2010). De plus,

'augmentation des niveaux de triglycérides provoque également plusieurs désordres

métaboliques dont une dyslipidémie, une stéatose hépatique ainsi qu’une résistance
a l'insuline (Lewis et al., 2002; Reaven, 1988b).

Cependant, l'introduction des AGPlI oméga-3 dans les régimes alimentaires

permet de diminuer I'hypertriglycéridémie, la production de VLDL au niveau du foie,

la stéatose hépatique et la résistance a l'insuline (Peyron-Caso et al., 2002; Rossi et
al., 2005; Taouis et al., 2002).
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b. Effets des acides gras sur la sensibilité al'insuline :

i. Les acides gras saturés :

Les acides gras saturés favorisent le développement de la résistance a l'insuline par

I'intermédiaire de plusieurs mécanismes :

L’accumulation de lipides dans les tissus et organes clés du métabolisme
éenergétique : Un régime riche en acides gras saturés favorise I'accumulation et le
stockage de lipides au niveau du foie, du tissu adipeux et du muscle (Casaschi et al.,
2005; Corcoran et al., 2007; Petrus et al., 2015).

L’activation des facteurs du stress du réticulum endoplasmique et de
I'apoptose : Les acides gras saturés sont également associés a une augmentation
de I'expression de marqueurs du stress du réticulum endoplasmique tels que XBP1
(X-box DNA binding protein 1), elF2a (eucaryoric initiation factor 2a), CHOP
(proapoptotic C/EBP homologous protein) et GRP78 (glucose regulated protein 78).
En effet, des régimes riches en acides gras saturés favorisent le développement
du stress du réticulum endoplasmique au niveau du foie et du tissu adipeux (Nivala
et al., 2013; Wei et al., 2006). De plus, un traitement par de l'acide palmitique
induit un stress du réticulum endoplasmique ainsi que Il'apoptose par
I'intermédiaire de [I'activation de la kinase JNK sur plusieurs modéles cellulaires
tels que des cultures primaires d’hépatocytes ou de cardiomyocytes ainsi que sur
les myotubes C2C12 et les cellules hypothalamiques mHypoE (Haffar et al., 2015;
Malhi et al., 2006; Mayer and Belsham, 2010; Salvadd et al.,, 2013; Wei et al.,
2006).

La production de dérivés lipidiques : Les acides gras saturés peuvent
étre convertis en diglycérides ou céramides qui sont également impliqués
dans l'installation de la résistance a I'insuline. Les céramides, des sphingolipides
résultant de la combinaison d’'un acide gras avec la sphingosine, induisent la
résistance a l'insuline en inhibant I'activité de la protéine kinase Akt (Stratford et
al., 2004) et en activant les voies pro-inflammatoires par lintermédiaire de
TLR4 (Fischer et al.,, 2007; Turpin et al., 2014) alors que les diglycérides
activent la protéine kinase C impliquée dans la phosphorylation des IRS sur
résidus sérine (Samuel and Shulman, 2012). En effet, une perfusion par voie

intracérébroventriculaire (ICV) de l'acide
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palmitique altere la sensibilité hypothalamique a I'insuline en augmentant les niveaux

de diglycérides qui activent la PKC (Benoit et al., 2009).

L’activation des voies de l'inflammation : Les acides gras saturés conduisent a
I'activation de l'inflammasome NLRP3 et favorisent donc la production de cytokines
pro-inflammatoires tels que IL1B et IL18 altérant ainsi la signalisation de I'insuline
(Wen et al.,, 2011, 2012). Les acides gras saturés stimulent aussi les voies pro-
inflammatoires par I'intermédiaire du récepteur TLR4 en activant les kinases JNK et
IKK impliguées dans la phosphorylation des IRS sur résidus sérine (Glass and
Olefsky, 2012). JNK et IKK amplifient également le signal pro-inflammatoire en
activant les facteurs de transcription AP1 et NFKB augmentant ainsi la production de

cytokines pro-inflammatoires (Glass and Olefsky, 2012; Nguyen et al., 2007).

La fluidité membranaire : Les phospholipides et les sphingolipides riches en acides
gras saturés et en cholestérol sont impliqués dans la formation de micro-régions
rigides au niveau de la membrane plasmique appelées « radeaux lipidiques » ou
«raft» qui jouent un role important dans la signalisation cellulaire (Calder and
Yaqgoob, 2007). Les «rafts » membranaires jouent un role important dans la
médiation du signal insulinémique au niveau des adipocytes et la perturbation de ces
derniers inhibe le transport de glucose et la phosphorylation des IRS sur tyrosine en
réponse a l'insuline (Bickel, 2002; Cohen et al., 2003; Parpal et al., 2001).
Cependant, les rafts sont également impliqués dans l'activation de récepteurs et de
voies de signalisation pro-inflammatoires telles que celles du récepteur TLR4 (Huang
et al., 2012; Nakahira et al., 2006; Powers et al., 2006; Wong et al., 2009). Ainsi,
I'activation de TLR4 favorise la production de cytokines pro-inflammatoires telles que
TNFa qui, au niveau des rafts, induit I'expression de la protéine GM3 (ganglioside
monosialic 3) responsable de la translocation du récepteur a I'insuline hors des rafts
lipidiques menant a une désensibilisation de la signalisation de ce dernier (Inokuchi,
2010).
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Figure 26 : Effet anti-inflammatoire et insulino-sensibilisateurs de FFAR4

Les acides gras polyinsaturés oméga-3 induisent leurs effets insulino-sensibilisateurs
par lintermédiaire du récepteur FFAR4. L’activation de ce dernier conduit
a linhibition de Ila production de cytokines pro-inflammatoires, par
'intermédiaire de [linhibition de la kinase TAK1. De plus, les oméga-3, en activant
FFARA4, favorisent le transport de glucose en augmentant la translocation au

niveau membranaire du transporteur de glucoe GLUT4. (Oh and Walenta, 2014).
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ii. Les acides gras polyinsaturés oméga-3 :

Les AGPI oméga-3 EPA et DHA, contrairement aux acides gras saturés,
préviennent la résistance a linsuline chez les rongeurs et 'lhomme (Fedor and
Kelley, 2009; Taouis et al., 2002). Chez des rats obéses, la supplémentation du
régime hyperlipidigue avec de I'EPA ou du DHA améliore la sensibilité a I'insuline
(Poudyal et al., 2013) en favorisant ses voies de signalisation (Agrawal and Gomez-
Pinilla, 2012; Gingras et al., 2007; Kamolrat et al., 2013). Un régime riche en
(EPA+DHA) améliore également la sensibilité a I'insuline dans le tissu adipeux et le
foie des souris ob/ob en augmentant I'expression des transporteurs de glucose
GLUT2 et GLUTA4, les substrats du récepteur a I'insuline IRS1 et IRS2 et le facteur
de transcritpion PPARYy ainsi qu’en augmentant la phosphorylation et I'activation de
'AMPK (Gonzalez-Périz et al., 2009).

Les AGPI EPA et DHA sont efficaces pour baisser la triglycéridémie (Durrington
et al., 2001; von Schacky and Harris, 2007). En effet, en activant le facteur de
transcription PPARa et en inhibant le facteur de transcription SREBP1c, les AGPI
omeéga-3 favorisent la B-oxydation des triglycérides et réduisent leur libération au
niveau sanguin en réduisant I'expression de protéines impliqgués dans la synthése
des VLDL (Jump, 2008).

Les oméga-3 améliorent également la sensibilité a I'insuline en interagissant avec
le récepteur FFAR4 (Figure 26). En effet, cette interaction active la (B-arrestine2
impliquée dans l'inhibition de la kinase Takl. Takl active a son tour les voies
IKK/NFKB et MAPK. Ainsi, en inhibant Tak1, les oméga-3 inhibent I'activation des
kinases JNK et IKK réduisant ainsi la phosphorylation des IRS sur sérine et
I'activation des facteurs de transcription NFkB et AP1 (Ichimura et al., 2012; Oh et
al., 2010; Welty et al., 2016). De plus, lactivation de FFAR4 suite a la
supplémentation d’'un régime riche en acides gras saturés par les oméga-3 favorise
le développement de macrophages anti-inflammatoires M2 au dépend des

macrophages pro-inflammatoires M1 dans le tissu adipeux (Oh et al., 2010).

Les AGPI oméga-3 ont aussi des vertus anti-inflammatoires. En effet, les oméga-
3 inhibent l'activation du récepteur TLR4 et la production de cytokines pro-
inflammatoires (Huang et al., 2012; Lee et al., 2003; Wong et al., 2009). L’inhibition
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de la translocation de TLR4 au niveau des rafts lipidiques constitue un des
mécanismes d’action des oméga-3 (Wong et al., 2009). Ces derniers favorisent
également la réduction des dérivés réactifs a I'oxygene (ROS, reactive oxygen
species) diminuant ainsi I'activation de NFkB (De Caterina and Massaro, 2005;
Massaro et al., 2006). Chez la souris, la supplémentation d’'un régime riche en acides
gras saturés avec des AGPI réduit le nombre de macrophage et les niveaux des
molécules d’adhésion cellulaire ICAM et VCAM (Matsumoto et al., 2008). Chez
I’'homme, la supplémentation du régime alimentaire en oméga-3 conduit & une baisse
de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNFa et IL13 (Calder,
2007). De plus, chez des patients hypertriglycéridémique, la supplémentation en
DHA pendant 91 jours réduit les niveaux de CRP et d'IL6 ainsi que le nombre de
neutrophile (Fedor and Kelley, 2009).

Page

114



Résultats expérimentaux

RESULTATS
EXPERIMENTAUX




Résultats expérimentaux

Etude 1: La microalgue Odontella aurita prévient la
résistance a l'insuline et l'inflammation induites par un
régime hyperlipidique riches en acides gras saturés au

niveau du foie

Etude 2 : L’acide palmitique induit I'expression de TLR4 et
favorise la signalisation résitine/TLR4 dans les cellules

neuronales humaine SH-SY5Y
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Etude 1: La microalgue Odontella aurita prévient la résistance a
I'insuline et I'inflammation induites par un régime hyperlipidique

riches en acides gras saturés au niveau du foie

La prévalence du diabéte de type 2 dans le monde est en constante
augmentation et prend des proportions alarmantes. En 2014, le diabete a été la
cause directe de 1,5 million de déces et on estime que 9% de la population adulte

était diabétique.

La résistance a l'insuline représente le facteur de risque majeur pour le diabéete
de type 2. Ainsi, restaurer partiellement ou totalement la sensibilit¢ a linsuline
constitue de véritables enjeux afin de prévenir le diabete de type 2 et les
complications qui lui sont associées. Plusieurs stratégies ont été proposées pour
combattre et prévenir le diabete de type 2, méme si I'approche alimentaire et

I'activité physique demeurent incontournables.

Les régimes alimentaires riches en acides gras saturés sont impliqués dans
I'installation de la résistance a linsuline en altérant la sensibilité dans les tissus
cibles (foie, muscle, tissu adipeux et hypothalamus) a cette hormone. En effet, il a
été montré que les acides gras saturés a longue chaine favorisaient I'installation de
la résistance a l'insuline par l'intermédiaire de l'activation de voie de signalisation
pro-inflammatoire connues pour leur impact négatif sur la signalisation de l'insuline
(comme les kinases JNK et IKK) (Glass and Olefsky, 2012). Néanmoins, les acides
gras n'ont pas tous des effets délétéres sur la signalisation de l'insuline. En effet, |l
est actuellement bien admis que les acides gras polyinsaturés de la série oméga-3
(principalement 'EPA et le DHA) ont plusieurs effets bénéfigues sur la santé
humaine et contribuent a la prévention des facteurs de risque du syndrome
métaboliqgue (Fedor and Kelley, 2009; Poudyal et al., 2013; Taouis et al., 2002).
Ainsi, la consommation d’huile de poissons, comme source d’EPA et de DHA, a été
proposée comme approche nutritionnelle pour le traitement et la prévention du

syndrome métabolique.

Les huiles de poissons constituent aujourd’hui la principale source d’acides gras
oméga-3 (Miller et al., 2007; Turchini et al., 2010). Cependant, I'accumulation de

résidus polluants (métaux lourds) dans les graisses de poissons ainsi que les
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problemes d’'odeur et de golt en tant que complément alimentaire pour 'homme
poussent au développement de sources alternatives d'acides gras oméga-3
(Barnathan, 2007). Les microalgues, semblent représenter la solution permettant la
substitution des acides gras oméga-3 des huiles de poissons (Mimouni et al., 2012).
Ainsi, de par sa haute teneur en EPA et sa richesse en antioxydant, la microalgue
Odontella aurita a été agréée par 'AFSSA (agence francaise pour la sécurité
sanitaire des aliments) en nutrition humaine comme complément alimentaire.
Récemment, il a été montré que la supplémentation d’un régime riche en acides gras
saturés par la microalgue Odontella aurita pendant 7 semaines chez le rat prévient le
développement de I'hyperlipidémie, I'agrégation plaquettaire et le stress oxydatif qui
représentent des facteurs de risque du syndrome métabolique (Haimeur et al., 2012).
Ainsi, notre étude a essentiellement porté sur la caractérisation des effets insulino-

sensibilisateurs et anti-inflammatoires de cette microalgue.

L'objectif de cette premiere étude a donc été de comparer les effets de la
supplémentation d’'un régime hyperlipidique, riche en acides gras saturés, par un
lyophilisat d’Odontella aurita ou par de I'huile de poisson, sur la prévention de la
résistance a l'insuline et I'inflammation induites par les acides gras saturés au niveau
hépatique. Pour cela, 24 rats males de souche Wistar ont été répartis en 4 groupes

homogenes et nourris pendant 8 semaines avec différents régimes :

e Un régime standard (groupe contrdle, C)

e Un régime hyperlipidique a 40% de lipides (groupe HF)

e Un régime hyperlipidique supplémenté avec 12% de lyophilisat de la
microalgue Odontella aurita (groupe HFOA).

e Un régime hyperlipidique supplémenté avec 0,5% d’huile de poisson (groupe
HFFO).

Les deux derniers régimes ont été congus de facon a apporter le méme taux d’EPA.

Les résultats obtenus ont aboutis a la publication 1: « Odontella aurita-enriched
diet prevents high fat diet-induced liver insulin resistance » publié dans Journal
of Endocrinology, 2016 Jan;228(1):1-12.
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Abstract

The beneficial effect of polyunsaturated omega-3 fatty acid (w-3 FA) consumption regarding Key Words

cardiovascular diseases, insulin resistance and inflammation has been widely reported. » Odontella aurita
Fish oil is considered as the main source of commercialized w-3 FAs, and other alternative » insulin resistance
sources have been reported such as linseed or microalgae. However, despite numerous » inflammation
reports, the underlying mechanisms of action of w-3 FAs on insulin resistance are still not » high fat diet
clearly established, especially those from microalgae. Here, we report that Odontella aurita, » TLR-4

a microalga rich in w-3 FAs eicosapentaenoic acid, prevents high fat diet-induced insulin
resistance and inflammation in the liver of Wistar rats. Indeed, a high fat diet (HFD) increased
plasma insulin levels associated with the impairment of insulin receptor signaling and the
up-regulation of toll-like receptor 4 (TLR4) expressions. Importantly, Odontella aurita-
enriched HFD (HFOA) reduces body weight and plasma insulin levels and maintains normal
insulin receptor expression and responsiveness. Furthermore, HFOA decreased TLR4
expression, JNK/p38 phosphorylation and pro-inflammatory factors. In conclusion,

we demonstrate for the first time, to our knowledge, that diet supplementation with whole
Ondontella aurita overcomes HFD-induced insulin resistance through the inhibition of
TLR4/JNK/p38 MAP kinase signaling pathways.

Journal of Endocrinology
(2016) 228, 1-12

Introduction

Insulin resistance is a major risk factor for type 2 diabetes
that is often associated with metabolic syndrome includ-
ing obesity, cardiovascular diseases and dyslipidemia.
The alarming worldwide augmentation of type 2 diabetes
becomes a major public health concern. Thus, restoring
insulin sensitivity or responsiveness becomes a real
challenge to overcome type 2 diabetes and associated
diseases. Several strategies have been used for this purpose.
Indeed, among environmental factors, dietary fat plays

an important role in the induction of insulin resistance
(Storlien et al. 1997). Both the amount and the type of
fatty acids ingested alter insulin sensitivity in target tissues
(i.e., muscle, adipose tissue and liver) associated with
glucose intolerance and obesity (Storlien et al. 1986,
Storlien et al. 1991). Insulin resistance in the liver is also
characterized by an increased flux through glucose-6-
phosphatase (Oakes et al. 1997), whereas insulin resistance
in muscle and adipose tissue results from an impairment
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of glucose uptake (Kraegen et al. 1986) and/or glucose
phosphorylation followed by a reduction in the rate of
both muscle glycogen synthesis and glucose oxidation
(Roden et al. 1996). These effects mimic those reported in
patients with type 2 diabetes (Cline et al. 1999, Clore et al.
2000). Furthermore, previous studies suggested that long
chain saturated fatty acids promote insulin resistance
through c-Jun N-terminal kinase (JNK) activation leading
to the phosphorylation of insulin receptor substrate
(IRS)1/2 on serine residues, then impairing insulin
signaling (Nguyen et al. 2005, Solinas et al. 2006).
However, not all types of fatty acids induce an alteration
of insulin action during a high fat diet in rats (Storlien
etal. 1991). Indeed, the substitution of omega-3 fatty acids
(w-3 FAs) from fish oil for other types of lipids prevents
insulin resistance (Kraegen et al. 1991, Jucker et al. 1999)
and has been recognized as beneficial on human health
(Kantha 1987). These beneficial effects cover several
diseases and metabolic dysfunctions such as glucose
homeostasis, insulin sensitivity, cardiovascular diseases
and hepatic lipid metabolism (Serhan et al. 2008, Lee et al.
2009, Scorletti & Byrne 2013, Flachs et al. 2014). Indeed,
previous studies reported that the effects of dietary w-3 FAs
could be related to the subsequent changes in fatty acid
content in membrane phospholipids of insulin target
tissues (Kahn & Peersen 1993). In muscle, w-3 FAs might
improve insulin sensitivity through a relative increase in
the unsaturation of membrane phospholipids and/or a
decrease in muscle content in triglycerides (Oakes et al.
1997, Wilkes et al. 1998). The alterations in membrane
composition could affect insulin receptors (Liu et al. 1994)
and/or IRS-1 and PI 3’-kinase expression and protein
abundance (Taouis et al. 2002). More recently, the
beneficial effect of w-3 FAs has been attributed to their
actions through G protein-coupled receptor 120 (GPR120)
or free fatty acid receptor 4 (FFAR4) leading to anti-
inflammatory and insulin sensitizing effects (Oh et al.
2010). Indeed, w-3 FAs bind to FFAR4 on macrophages
recruiting then arrestin-2 followed by the internalization
of FFAR4/arrestin-2 complex. This complex sequesters
the pro-inflammatory TAK-1 binding protein (TAB1)
(Oh et al. 2010). Thus, the decrease in macrophage pro-
inflammatory factor’s production and secretion promotes
insulin responsiveness in insulin-dependent tissues such
as adipose tissue (Oh et al. 2010). These data clearly
indicate the beneficial anti-inflammatory and insulin-
sensitizing effects of w-3 FAs when supplemented to
human or rodent diets. The major sources of w-3 FAs are
fish oils. However, the use of w-3 FAs from fish oil can have
some disadvantages such as the presence of pollution
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residues (heavy metals), seasonal change in fatty acid
composition and remnant smell, especially when used as a
complement to the human diet. Several sources of w-3 FAs
have been described such as those extracted from linseed
and marine microalgae. Among marine microalgae,
Odontella aurita (O. aurita) presents a high content in
eicosapentaenoic acid (EPA) that is a bioactive w-3 FA.
Furthermore, the supplementation of diet with O. aurita
reduced high fat induced-metabolic syndrome risk includ-
ing hyperlipidemia and oxidative stress (Haimeur et al.
2012). It has been also shown that feeding a rat a high fat
diet supplemented with O. aurita increased the level of w-3
FAs content in different tissues such as the liver and
platelets. Thus, these effects could be, at least partially,
attributed to the high w-3 FAs content of O. aurita.
Indeed, O. aurita contains anti-oxidants such as fucox-
anthin (Moreau et al. 2006). However, the underlying
mechanisms concerning the effects of O. aurita regarding
the attenuation of metabolic syndrome risk and especially
concerning insulin resistance are still not elucidated.
Indeed, it is of great interest to compare the effect of w-3
FAs originated from fish oil and O. aurita regarding insulin
sensitivity. Here, we aimed to investigate the effect of a
high fat diet supplemented with O. aurita or fish oil on
insulin signaling and pro-inflammatory factors.

Animals and experimental protocol

Twenty-four male Wistar rats weighing 120+10 g were
purchased from the Centre d’Elevage Janvier (Le Genest
Saint Isle, France). They were housed in pairs in cages in
a room under standard conditions of temperature
(22-24 °C), humidity (40-60%) and 12 h light:12 h dark-
ness cycle. All of the animals were fed a standard diet
(SAFE, Augy, France) for 1 week of acclimation. The
animals were then randomly divided into four groups of
six rats and were fed with the following diets for 8 weeks:
the control group (C) continued to receive the standard
diet; the HF group was fed a high-fat diet containing (on a
per weight basis: 40% fat, 23% proteins, 23% carbo-
hydrates, 6% cellulose, 7% mineral and 1% vitamins); the
HFOA group received the high fat diet supplemented with
12% (w/w) of freeze-dried O. aurita (Innovalg, Bouin,
France); the HFFO group was fed with the high fat diet
supplemented with 0.5% (w/w) of fish oil (Polaris,
Pleuven, France). The composition of the experimental
diets is shown in Table 1. All animals were allowed to feed
ad libitum with free access to water. All study protocols
complied with the institutional guidelines (Direction des
services Vétérinaires de la Mayenne, France, N° B53500).
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Table 1 Composition of the experimental diets (gram/
kilogram diet). Analysis was provided by SAFE (Scientific Animal
Food & Engineering, Augy, France). The mineral mixture
provides the following amounts in milligram/kilogram of diet:
CaHPO,, 17.2; KCl, 4000; NaCl, 4000; MgO, 420; MgSO,4, 2000;
Fe,0s3, 120; FeSO, 7 H,O, 200; trace elements, 400. Trace
element mixture (mg/kg of diet): MnSO4, H,0, 98; CuSO,, 5 H,0,
20; ZnSO,, 7 H,O, 80; CoSO,4, 7 H,0, 0.1; KI, 0.3. The vitamin
mixture provides the following amounts per kilogram of diet:
retinol, 39.600 IU; cholecalciferol, 5000 IU; thiamin, 40 mg;
riboflavin, 30 mg; pantothenic acid, 140 mg; pyridoxine, 20 mg;
inositol, 300 mg; cyanocobolamin, 0.1 mg; ascorbic acid,
1600 mg; choline, 2.720 mg; folic acid, 10 mg; p-aminobenzoic
acid, 100 mg; biotin, 0.6 mg

Nutrient C HF HFOA HFFO
Caseine 230 230 230 230
Corn starch 200 80 80 80
Glucose 360 150 150 150
Cellulose 60 60 60 60
Lard 50 50 50 50
Coprah - 330 330 330
Freeze-dried O. aurita - - 120 -

Fish oil - - - 5
Corn oil 10 10 10 10
Rape oil 10 10 10 10
Mineral 205B SAFE 70 70 70 70
Vitamin 200 SAFE 10 10 10 10

C, control diet; HF, high-fat diet; HFOA, high-fat diet supplemented with
12% (w/w) of freeze-dried of Odontella aurita; HFFO, high-fat diet
supplemented with 0.5% (w/w) of fish oil.

Supplementation rates of freeze-dried O. aurita (12%)
and fish oil (0.5%) were selected to provide the same
intake of EPA, consisting predominantly of PUFA n-3 for
both sources, in the HFOA and HFFO diets.

The bodyweight (BW) gains of the rats were monitored
at regular intervals, and their daily food intakes were
estimated. At the end of the experiment, blood was
collected from the abdominal aorta under diazepam/
ketamine (4v/3v) anesthesia and the livers were removed,
rinsed with ice-cold NaCl (0.9%), frozen in liquid nitrogen
and stored at —80 °C before analysis.

Western blot analysis

Frozen liver samples were homogenized in 1ml of
solubilization buffer containing 10 mM Tris-HCI (pH
7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton
X-100, 0.5% nonidet P40, 10% glycerol, protease
inhibitors (0.35 mg/ml PMSF, 2 ug/ml leupeptin and
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2 ng/ml aprotinin) and phosphatase inhibitors (10 mM
sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate, 20 mM
sodium B-glycerophosphate and 10 mM benzamidine).
Homogenates were incubated for 2h at 4°C then
insoluble materials were removed by centrifugation and
stored at —80 °C. Protein concentrations of the resulting
lysates were determined using a protein assay kit (BCA
Protein Assay Kit, Thermo Scientific, [llkirch, France).

Proteins were subjected to SDS-PAGE and transferred
onto Immobilon-FL membrane (Life Technologies,
Ilkirch, France). Blots were then blocked with 5% BSA
and incubated with primary antibodies raised against
insulin receptor (IR) B-subunit, phospho (p)-IRS-1 (ser®??),
IRS-1, p-JNK, JNK, p-P38MAPK, P38MAPK, B-tubulin (Cell
Signaling, Danvers, MA, USA), toll-like receptor 4 (TLR4),
IL-6 and protein-tyrosine phosphatase (PTP)-1B (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) overnight at 4 °C.
The immunoblots were washed with PBS, incubated with
the appropriated secondary antibody labeled with Alexa
488 (Life Technologies) then scanned and quantified
using the Bruker Molecular Imaging System 4000MM Pro
(Billerica, MA, USA).

In vitro insulin stimulation on liver membranes

The in vitro stimulation of the insulin receptor had been
performed as previously reported (Benoit et al. 2013).
Briefly, 500 mg of rat liver were homogenized in 1 ml
buffer A (0.32 M sucrose, 2 mM HEPES (pH 7.4), protease
and phosphatase inhibitors as described before)
with Precellys 24/Cryolys apparatus (3000g 2X20s).
Homogenates were centrifuged 5 min at 1000 g at 4 °C.
Supernatants were kept and pellets were suspended in 1 ml
buffer A and centrifuged 5 min at 1000 g at 4 °C. The two
supernatants were mixed and centrifuged 20 min at
10 000 g at 4 °C. Pellets were suspended in 1 ml buffer B
(50 uM CaCl,, 2 mM HEPES (pH 7.4), protease and
phosphatase inhibitors) and centrifuged 45 min at
17 000 g at 4 °C. Pellets, representing crude membranes,
were then suspended in buffer C (50 mM Tris-HCI (pH 7.4),
1 mM MgCl,, 2mM EGTA, protease and phosphatase
inhibitors) and stored at —80 °C.

Crude liver membranes were incubated for 10 min
at 37 °C with insulin (1 uM) and ATP (5 mM) or buffer C as
control. Reaction was stopped by the addition of
loading buffer. Western blots were performed as descri-
bed before. Immunoblots were incubated with a primary
antibody raised against IR B-subunit and phosphotyrosine
(Millipore, Darmstadt, Germany).
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Immunoprecipitation

Crude liver membranes (500 pg) were incubated for
10 min at 37 °C with insulin (1 uM) and ATP (5 mM) or
buffer C as control. Reaction was stopped by the addition
of 0.5 ml buffer D (Buffer C, 1% Triton X-100, 1% nonidet
P40) followed by 2 h incubation at 4 °C. Lysate samples
were then incubated with antibody raised against IR
B-subunit overnight at 4 °C. The immune complexes
were precipitated after incubation with a protein
A-agarose (Sigma-Aldrich) for 2 h at 4 °C and then heated
in loading buffer at 100°C for 5 min. Western blots
were performed as described before.

RNA analysis

Frozen liver samples were homogenized with Precellys
24/Cryolys apparatus, and total RNA was extracted using
TRIzol LS reagent (Invitrogen) according to the manufac-
turer’s recommendations. 1 ug of total RNA was reverse
transcripted (F-572L M-Mulv) (Finnzymes, Illkrich,
France), and the cDNAs were subjected to real-time PCR.
Quantitative RT-PCR was performed using adequate
primers: 18s forward, TCCCCGAGAAGTTTCAGCA-
CATCC, and reverse, CTTCCCATCCTTCACGTCCTTCTG;
CD68 forward, CTGGTGCTCATTGCCTTCTG, and
reverse, GAGGGGCTGGTAGGTTGATT; IBA-1 forward,
ATGAGCCAGAGCAAGGATTT, and reverse, ACCTCTC-
TTCCTGTTGGGC; ICAM-1 forward, TCCATCCATCCA-
CACAGAAGC, and reverse, TCGCAAGAGGAAGAGC-
AGTT; IL-1p forward, TAAGCCAACAAGTGGTATTC, and
reverse, AGGTATAGATTCTTCCCCTTG; IL-6 forward,
GTTGCCTTCTTGGGACTGATGTTGT, and reverse, ACT-
GGTCTGTTGTGGGTGGTATCC; InsR forward, TGCCAC-
CAATCCTTCCGTTCC, and reverse, TCCTCCGCCTGC-
CTCTCC; NF-«B forward, GCGACAGATGGGCTACACA-
GAGG, and reverse, TGGAGGAGGACGAGAGAGGCA;

>

Body weight (g)
Food intake (g)
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PTP1B forward, GCACAGCATGAGCAGTATGAGTC, and
reverse, TCCACCCACCATCCGTTTCC.

Chemicals

Bovine serum albumin (fraction V) was purchased from
Euromedex (Souffelweyersheim, France). All other
chemicals were purchased from Sigma-Aldrich.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using a Mann-
Whitney U test for physiological parameters, endocrine
parameters data, signaling and gene expression experi-
ments. Repeated-measures two-way ANOVA was used to
test the changes of body weight and energy intake over
time followed by Bonferroni post-hoc test. The results were
expressed as mean*s.e.M., and P value <0.05 was
considered as statistically significant.

Results

High fat diet supplemented with O. aurita reduced body
weight and adiposity

Adult Wistar rats were subjected during 8 weeks to control,
HF, HFOA or HFFO diet. The HFOA group exhibited a
lower body weight and lower body weight gain when
compared to C, HF and HFFO groups as measured over
time (Fig. 1A and 2B; Table 2). Food intake expressed as
grams per day was significantly higher in the control
group as compared to all groups, but when expressed as
kilocalories per day, all groups consumed similar energy
(Fig. 1D and Table 2). However, the weight of adipose
tissue was significantly higher in the HF group as
compared to all groups. In addition, adipose tissue weight
was significantly lower in the HFOA group as compared to

o

Energy intake (kcal)

10 20 30 40 50 60
Days

Figure 1

HFOA group exhibited lower body weight as compared to all groups. Body
weight (A), body weight gain (B), food intake (C) and energy intake (D)
were measured during 8 weeks in C, HF, HFOA and HFFO groups. Results are
presented as means +s.e.m. (0=6). Repeated-measures two-way ANOVA

Days

was used to test changes of body weight and energy intake over time
followed by Bonferroni post-hoc test. *P value <0.05 considered as
statistically significant.
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Figure 2

Ondotella aurita supplementation prevents liver insulin receptor down-
regulation in HFD rats. Liver samples were either solubilized for western
blot analysis or extracted to prepare RNAs for quantitative RT-PCR. (A) is a
representative western blot revealed with anti-insulin receptor antibody
and normalized to B-tubulin. (B) is a quantification of band density. The
results were expressed as ratio of insulin receptor/p-tubulin. (C) is a gRT-PCR
analysis of insulin receptor mRNA expression. Results were normalized to
18s mRNA levels. All data are presented as means+s.e.m. (n=4-6/group).
2bdenotes significant differences at P<0.05 by ANOVA test.

the HFFO and C groups (P<0.05). When results were
expressed as a ratio of adipose tissue weight to body
weight, the HF group showed a significantly higher
adiposity as compared to all groups (Table 2). In contrast,
liver weight was not modified by diets (Table 2).

High fat diet supplemented with O. aurita or fish oil
normalized plasma insulin and lipid levels

Wistar rats fed a high fat diet (HFD) during the 8 weeks
exhibited a significant increase of plasma insulin levels
as compared to the C, HFOA and HFFO groups without
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changes in plasma glucose (P<0.05, Table 3). Further-
more, both HFOA and HFFO improved the homeostatic
model assessment (HOMA) index when compared to the
HF group. Triglyceride liver content was lower in the
HFOA group as compared to the HF and HFFO groups
(Table 3). We also showed that the HFOA group exhibits
significantly lower liver cholesterol content as compared
to all groups including the C group (Table 3). In addition,
plasma leptin was significantly increased in the HF group
as compared to the C and HFOA groups. Plasma
triglyceride and cholesterol levels were significantly
higher in the C and HF groups as compared to the HFOA
and HFFO groups (Table 3, P<0.05).

Supplementation of HFD with O. aurita or fish oil prevents
the impairment of liver insulin receptor expression and
tyrosine kinase activity

We examined the effect of the supplementation of a high
fat diet with O. awrita (OA) or fish oil on liver insulin
receptor expression. We show that HFD induced the
down-regulation (approximately —25%) of liver insulin
receptor at both protein and mRNAs levels as compared
to rats fed a chow diet (Fig. 2A, B and C). The
supplementation of HFD with OA or fish oil maintained
insulin receptor expression to the level of control rats
(Fig. 2A, B and C). To determine whether OA or fish oil
(FO) supplementation affected insulin receptor tyrosine
kinase activity, we measured the insulin-dependent
tyrosine phosphorylation in liver crude membranes
prepared from HFD, HFOA and HFFO rats. We showed
that HFD significantly reduced the insulin-dependent
tyrosine phosphorylation of a band with around 180 kDa
corresponding to IRS-1 and IRS-2 and a band around
95 kDa corresponding to IR as evidenced by the re-blotting
using anti-IR antibodies as compared to control rats
(Fig. 3A and B). Whereas, when HFD was supplemented
with OA, the impairment of insulin-dependent IR and
IRS-1 and IRS-2 tyrosine phosphorylation was prevented
(Fig. 3C and D). To further investigate the impact of OA
and FO on intrinsic insulin receptor tyrosine kinase
activity, following crude liver membranes incubation in
the presence or absence of insulin, samples were subjected
to immunoprecipitation using anti-IR antibodies, and
blots were revealed with anti-phosphotyrosine antibodies.
We showed that the HFOA group exhibited a higher
insulin receptor tyrosine phosphorylation in response
to insulin with a higher amplitude when compared to C,
HFD and HFFO groups (Fig. 3E and F). Because HFD
induced the down-regulation of the insulin receptor,

http://joe.endocrinology-journals.org
DOI: 10.1530/JOE-15-0316

© 2016 Society for Endocrinology
Printed in Great Britain

Published by Bioscientifica Ltd.


http://joe.endocrinology-journals.org
http://dx.doi.org/10.1530/JOE-15-0316

Table 2 Effects of the different diets given for 8 weeks on body and adipose tissue weights and daily food and energy intake.
Mean values with different superscript letters (a, b and ¢) are significantly different (P<0.05, n=6)

Diet groups C HF HFOA HFFO
Body weight (g) 466.8+9.4° 460.2 +25° 400.2+13.3° 452.4+7°
Adipose tissue weight (g) 13.6+2.8° 17.1+3° 8.54+2.3° 1141°
AT/BW (%) 2.740.7° 3.3+1.2° 2.340.5° 2.6+0.8°
Liver weight (g) 12.4+0.7 11.8+1.7 10.6+1.6 11.4+1.4
Daily food intake (g/day) 26.6+0.5° 19.7+0.2° 18.4+0.4° 18.1+£0.3¢
Energy intake (Kcal/day) 107.2+1.9 111.6+£1.1 110.8+2.3 110.7+2

C, control diet; HF, high-fat diet; HFOA, high-fat diet supplemented with 12% (w/w) of freeze-dried of O. aurita; HFFO, high-fat diet supplemented with
0.5% (w/w) of fish oil; AT, adipose tissue weight; BW, body weight.

we have also normalized insulin receptor phosphorylation  investigated IRS-1 phosphorylation on Ser307. HFD
to glycoprotein 130 (gpl130) and confirmed the result  significantly increased IRS-1 Ser307 phosphorylation as
obtained in Fig. 2F with lower insulin sensitivity in the = compared to rat fed chow diet (Fig. 4D and E). The
HF group. Indeed, insulin receptor phosphorylation in  supplementation of HFD with OA prevented HFD-induced
response to insulin in the HF group was significantly lower IRS-1 Ser307 phosphorylation (Fig. 4D and E). When
as compared to the C, HFOA and HFFO groups (Fig. 3G). HFD was supplemented with FO, the IRS-1 Ser307

phosphorylation was similar to that obtained following

A 1 i Fig. 4D).
Supplementation of HFD with OA prevents the OA supplementation (Fig )

augmentation of negative regulators of insulin signaling
in the liver OA supplementation prevented HFD-induced p38 and

JNK1 phosphorylation
We examined whether the insulin sensitizing effect of phosphory

OA is attributed to the prevention of HFD-induced  To investigate the effect of OA supplementation on
up-regulation of the insulin signaling negative regulator, insulin signaling, we investigated the impact on the
PTP-1B and/or to the augmentation of IRS-1 phosphoryl-  phosphorylation of p38 MAPK and JNK1, known as
ation on serine residues that impairs IRS-1 tyrosine  hallmarks of insulin resistance. We showed that HFD
phosphorylation. We showed that HFD increased PTP-1B induced both p38 and JNK1 phosphorylation (Fig. 4F, G, H
expression as evidenced by western blot analysis using  and I). OA supplementation prevented the augmentation
adequate antibodies and quantitative RT-PCR (Fig. 4A, B of p38 phosphorylation and maintained it to a level
and C). The supplementation of HFD with OA maintained  located between C and HF groups, but not significantly
PTP-1B expression to the level measured in the liver of rat (Fig. 4F and G). A similar result was obtained with FO
fed chow diet (Fig. 4A, B and C). The same effect was  supplementation (Fig. 4F); however, the statistical
observed when HFD was supplemented with FO especially ~ analysis was not performed (n=2). OA supplementation
for PTP-1B mRNA expression (Fig. 4C). We have also to HFD significantly prevented HFD-induced JNK1

Table 3 Effects of the different diet for 8 weeks on glycemia, plasma insulin level, blood trigyceride and cholesterol levels.
Mean values with different superscript letters (a, b and c) are significantly different (P<0.05, n=56)

Metabolic parameters C HF HFOA HFFO
Triglyceridemia (g/l) 0.65+0.14° 0.7540.27° 0.4340.01° 0.5+0.04°
Cholesterolemia (g/l) 0.71+0.032 0.76+0.032 0.51+0.02° 0.47 +0.05°
Liver triglyceride (mg/g) 42.1+10.4° 94.8+22.4° 45.9+13.3° 92.6+16.9°
Liver cholesterol (mg/g) 6.1+1.8° 22.2+3.1° 2.6+0.1¢ 4.05+0.72
Leptinemia (ng/ml) 2.144+0.55° 5.23+0.813° 2.63+0.19° ND
Insulinemia (ng/ml) 0.63+0.07%¢ 1.1+0.09° 0.5340.05° 0.76+0.08°
Glycemia (g/l) 0.5840.01 0.56+0.02 0.54+0.02 0.5240.03
HOMA-IR 2.21+0.21° 3.74+0.32° 1.75+0.21° 2.3640.2°

C, control diet; HF, high-fat diet; HFOA, high-fat diet supplemented with 12% (w/w) of freeze-dried of O. aurita; HFFO, high-fat diet supplemented with
0.5% (w/w) of fish oil.
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Odontella aurita supplementation maintains liver insulin receptor tyrosine
kinase activity in HFD rats. (A and C) present liver crude membrane
phosphotyrosine profiles in response to insulin of rats fed control diet,
HFD (A) or HFOA diet (C). Blots were revealed using anti-phosphotyrosine
antibody and normalized to insulin receptor (IRB). (B and D) represent the
quantification of band density using Carestream software. The results were
presented as ratio of tyrosine phosphorylated insulin receptor/insulin

phosphorylation (Fig. 4H and I). Similar, tendency on
JNK1 phosphorylation was also found when HFD was
supplemented with FO (Fig. 4H and I). We also investi-
gated the expression levels of NF-«kB, known as one of
key components involved in insulin resistance onset. We
showed that HFD significantly increased NF-«kB expression
levels as compared to the C group (Fig. 4]). The HFOA and
HFFO groups exhibited lower expression levels of NF-«kB as
compared to the HF group, but the difference was not
significant (Fig. 4J).

OA supplementation prevents HFD-induced toll-like
receptor 4 and IL-6 expressions in the liver

Recent studies have provided evidence for the implication
of TLR4 and pro-inflammatory cytokines such as IL-6 in
the pathogenesis of obesity and insulin resistance. Thus,
we investigated the effect of OA supplementation to HFD
on TLR4, IL-6 and IL-1B expression. HFD induced the
overexpression of TLR4 but not the glycosylated form of
the receptor (Fig. SA and B). The supplementation of HFD
with OA led to significantly lower levels of both forms of
TLR4 as compared to the HF group (Fig. 5A and B). The
supplementation of HFD with FO had a weaker effect on
TLR4 expression as compared to OA (Fig. 5A). To further
investigate the effect of OA supplementation on TLR4
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receptor. (E) is a representative immunoprecipitation/immunoblot (IP/IB)
analysis of insulin receptor phosphorylation normalized to insulin receptor
and gp130. (F and G) are quantifications of band densities of phosphory-
lated insulin receptor normalized to IR (F) or to gp130 (G). All data are
presented as means+s.e.m. (n=4-6/group). *><ddenotes significant
differences at P<0.05 by ANOVA test.

signaling, we studied the co-immunoprecipitation of
TLR4 with its signaling components. We showed that
HFD increased both Myd88 and TIRAP co-immunoprecipi-
tation with TLR4. This co-immunoprecipitation was
diminished when HFD was supplemented with OA
(Fig. 5C). However, the supplementation with FO seemed
to have a weak impact on HFD-induced TLR4/Myd88/
TIRAP co-immunoprecipitation (Fig. SC).

The HFOA group significantly exhibited lower IL-6
plasma levels as compared to the HF group (Fig. 5A). In
addition, the expression level of IL-6 at both mRNA and
protein levels in the liver was significantly reduced in
HFOA and HFFO groups when compared to the HF group
(Fig. 5B and 6C). Similar results were obtained when the
expression of IL-1B was measured by quantitative RT-PCR.
Indeed, HFD induced the up-regulation of hepatic IL-18,
and the supplementation of HFD with OA prevented
this effect (Fig. 6D). However, FO supplementation had
a weaker effect as compared to OA supplementation
(Fig. 6D). We next investigated the impact of HFD
supplementation with OA on other inflammation mar-
kers. We showed that HFD induced the up-regulation of
IBA1, ICAM1 and CD68 (Fig. 6E, F and G). This effect was
completely prevented by OA supplementation (Fig. 6E,
F and G). However, FO supplementation was unable to
down-regulate these markers (Fig. 6E, F and G).
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Figure 4

Odontella aurita supplementation prevents the up-regulation of negative
regulators of insulin signaling in the liver of HFD rats. Liver samples were
either solubilized for western blot analysis or extracted to prepare RNAs for
quantitative RT-PCR. (A) is a representative western blot revealed with anti-
PTP1B antibody and normalized to B-tubulin. (B) is a quantification of band
density. The results were expressed as ratio of PTP1B/B-tubulin. (C) presents
qRT-PCR analysis of PTP1B mRNA expression. Results were normalized to
18s mRNA levels. (D) is a representative western blot revealed with
anti-serine 307 phophorylated IRS-1 antibody and normalized to IRS-1.
Band densities are presented in (E). The results were expressed as ratio of

Discussion

A high fat diet promotes overall insulin resistance through
the increase of pro-inflammatory factors and the modifi-
cation of adipokines secretion (e.g., leptin, adiponectin or
resistin) mainly originated from adipose tissue. These
factors impair insulin signaling mostly in insulin respon-
sive tissues such as the liver, adipose tissue and muscle.
The alteration of insulin signaling in the liver is a strong
marker for overall insulin resistance as mirrored by
increased hepatic glucose production that leads to
increased insulin plasma levels in the early stages of
insulin resistance. However, it is noteworthy that most
studies that showed the deleterious effects of HFD on
insulin responsiveness were performed using HFD
enriched in saturated fat. In contrast, diet enrichment

pIRS-1ser307/IRS-1. (F) is a representative western blot revealed with
anti-phospho-p38 MAPK antibody and normalized to p38 MAPK.

Bands densities are presented in (G). The results were expressed as ratio of
phospho-p38 MAPK/p38 MAPK. (H) is a representative western blot
revealed with anti-phospho-JNK antibody and normalized to JNK.

Bands densities are presented in (I). The results were expressed as ratio of
phospho-JNK/JNK. (J) presents NF-kB mRNA expression measured by
gRT-PCR normalized to 18s mRNA. Data are presented as means=+s.e.m.
(n=4-6/group). For western blot analysis, HFFO samples are presented with
n=2. *Pdenotes significant differences at P<0.05 by ANOVA test.

with polyunsaturated omega-3 partially prevents these
effects. The aim of the present study was to investigate the
effect of the supplementation of HFD with O. aurita, a
marine diatom rich in EPA, on liver insulin responsive-
ness. The effect of OA supplementation has been also
compared to the supplementation of HFD with fish oil.
Here and as expected, HFD (mostly rich in saturated fatty
acids) increased adipose tissue mass and plasma levels of
insulin, triglycerides and cholesterol. Importantly, the
HFOA and HFFO groups exhibited normal plasma insulin
and lipid levels as compared to rats fed a control diet.
Despite similar energy intake, HFOA showed a lower body
weight and fat mass as compared to HFD and HFFO rats.
This indicates that the OA supplementation of HFD has
different effects on fat mass and body weight as those of
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Figure 5

Odontella aurita supplementation prevents the up-regulation of TLR4
expression and TLR4/MyD88/TIRAP interaction in the liver of HFD rats. (A) is
arepresentative western blot revealed with anti-TLR4 antibody that reveals
both glycosylated and non-glycosylated TLR4. TLR4 expression was
normalized to B-tubulin. Band densities are presented in (B). The results are
expressed as ratio of TLR4/ B-tubulin (white bars) and TLR4 glycosylated
form/B-tubulin (black bars). (C) presents an immunoprecipitation/
immunoblot (IP/IB) analysis of the interaction of TLR4 with MyD88 and
TIRAP (n=2). For western blot analysis, data are presented as means+s.e.m.
(n=6/group, except HFFO with n=2). #Pdenotes significant differences
for TLR4 gly at P<0.05 by ANOVA test. "®"“denotes significant differences
for TLR4 at P<0.05 by ANOVA test.

HFFO, and this is most likely attributed to the composition
of OA. Indeed, OA contains EPA and other components
such as anti-oxidants, especially fucoxanthin known for
its beneficial effects (Maeda et al. 2009, Xia et al. 2013, Tan
& Hou 2014). Indeed, fucoxanthin has been described as
having anti-obesity, anti-diabetic and anti-inflammatory
effects (Maeda et al. 2009, Tan & Hou 2014). These effects
may contribute to the differential effects between the
supplementation with OA and FO regarding liver insulin
responsiveness. Importantly, we show that the HFOA
group had a lower body weight even compared to the
control group and clearly re-enforced the beneficial effect
of OA supplementation that could attribute to both
polyunsaturated omega-3 fatty acids and anti-oxidant
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fucoxanthin. To further analyze these differences between
the supplementation of HFD with OA or FO, we focused on
liver insulin responsiveness. We showed that HFD induced
the down-regulation of liver insulin receptor and this
effect is prevented when HFD was supplemented with OA
and FO. Importantly, the effect on liver insulin receptor
expression is concomitant with the restoration of
endogenous insulin receptor tyrosine kinase activity. The
prevention of insulin receptor and tyrosine kinase activity
impairment in the HFOA group could be at least in part
attributed to the effect of OA supplementation on plasma
insulin and lipid levels. Indeed, the HFOA group exhibited
lower plasma insulin levels as compared to all other groups
including the HFFO group. We also showed that OA
supplementation prevented HFD-induced up-regulation
of tyrosine phosphatase PTP-1B, one of major negative
regulators of insulin signaling (Koren & Fantus 2007).
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Figure 6

Odontella aurita supplementation prevents the up-regulation of pro-
inflammatory markers in the liver of HFD rats. (A) presents plasma IL-6
levels. (B) is a representative western blot revealed with anti-IL-6 antibody
normalized to B-tubulin and a quantification of band density expressed as
ratio of IL6/B-tubulin. (C, D, E, F and G) present the mRNA expression levels
of IL-6, IL-1B, IBA1, ICAM1 and CD68 measured by qRT-PCR and normalized
to 18s mRNA. All data are presented as means +s.e.m. (n=4-6/group).
aPdenotes significant differences at P<0.05 by ANOVA test.
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In addition, it is well established that Ser307 phosphory-
lation of IRS-1 impairs insulin signaling (Aguire et al.
2000). Indeed, the serine phosphorylation of IRS-1 impairs
the tyrosine phosphorylation of IRS-1 and thus the
alteration of the IR/IRS-1/PI3-kinase/Akt pathway. Here,
we show that HFD increased liver IRS-1 Ser307 phos-
phorylation, and this effect is completely abolished in the
HFOA and HFFO groups. The phosphorylation of IRS-1
on serine residues is also promoted by the increase of JNK1
(a serine kinase) phosphorylation. JNK1 phosphorylation
has been reported in the insulin resistance state in various
cellular models and in vivo (Aguire et al. 2000, Solinas et al.
2006). Here, we show that HFD-induced augmentation of
JNK1 phosphorylation is prevented in the HFOA group.
In addition, p38MAPK phosphorylation induced by HFD
is prevented by OA supplementation as well as the
expression of NF-kB but not significantly. However, this
tendency could also promote the insulin sensitizing
effect of OA. Indeed, p38MAPK phosphorylation contrib-
utes to the onset of insulin resistance (Shen et al. 2006).
Taken together, these data indicate clearly that the
supplementation of HFD with OA promotes liver insulin
responsiveness through the amelioration of insulin
signaling through the inhibition of several negative
regulators of insulin signaling such as PTP-1B and the
phosphorylation of IRS-1 on serine residues. This leads to
increased insulin sensitivity that could explain the
diminution of plasma insulin levels. In addition, we also
demonstrate that the supplementation of HFD with OA
prevented the augmentation of IL-6 pro-inflammatory
cytokine and the up-regulation of TLR4. Indeed, TLR4 is
known to bind lipopolysaccharide (LPS) and resistin,
which both strongly contribute to insulin resistance as
previously reported (Benomar et al. 2013). We have
recently shown that resistin-induced inflammation is
associated with the up-regulation of TLR4 and the
impairment of insulin signaling leading to overall insulin
resistance. Thus, the role of OA in preventing the HFD-
induced up-regulation of liver TLR4 is of great importance
because this will reduce HFD-induced inflammation
restoring then insulin responsiveness. Indeed, we show
here that HFD induces the up-regulation of TLR4 in the
liver, and this up-regulation was completely prevented
when diet was supplemented with OA or FO. In addition,
we show that HFD induced the co-immunoprecipitation
of TLR4 and Myd88/TIRAP. Interestingly, this interaction
is reduced in the HFOA group but not in the HFFO group.
The interaction of TLR4 with TIRAP and Myd88
initiates overall inflammation (Benomar et al. 2013).
These findings are reinforced by the effect of OA
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supplementation on HFD-induced up-regulation of
other liver inflammation markers such as IL-1f, IBA1,
ICAM1 and CD68. We show that HFD supplementation
with OA prevented the expression of IL-1f that is known
as a marker of inflammation and insulin resistance
(Stanton et al. 2011). Furthermore, we also show that OA
supplementation prevented the expression of markers of
hepatic macrophages or liver macrophage infiltration such
as IBA1, ICAM1 and CD68 (Deininger et al. 2002, Xu et al.
2003, Cai et al. 2005, Koller 2007). All of these markers are
up-regulated in HFD rats. Importantly, the supple-
mentation of HFD with FO has a weaker effect as compared
to OA regarding inflammation markers. This difference
could be attributed to the composition of OA that contains
EPA and other components such as anti-oxidants (Moreau
et al. 2006, Haimeur et al. 2012) that are absent in FO. In
conclusion, the originality of our findings is that O. aurita
added as whole microalga without any processing or
purification to HFD is sufficient to overcome HFD-induced
liver insulin resistance and inflammation.

Taken together, we show for the first time that the
supplementation of HFD with OA prevents HFD-induced
insulin resistance by acting through several mechanisms:
normalizing plasma insulin and lipids, preventing the
down-regulation of the insulin receptor, maintaining
insulin receptor tyrosine kinase activity, preventing
HFD-induced up-regulation of negative insulin receptor
regulators, preventing TLR4 signaling increase and pre-
venting the augmentation of pro-inflammatory factors.
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Résultats expérimentaux

Principaux résultats de I'article 1 :

Le but de cette étude a été de comparer l'effet de la supplémentation d’un régime

riche en acides gras saturés (HF) par 12% de lyophilisat de la microalgue Odontella

aurita (HFOA) ou 0.5% d’huile de poisson (HFFO) sur la prévention de la résistance

a l'insuline et I'inflammation au niveau hépatique.

Au niveau des parametres métaboliques, nous avons montré que 8 semaines

de régimes HF augmentent la masse grasse (au niveau du tissu adipeux
viscéral) ainsi que les niveaux plasmatiques de linsuline et des lipides
(triglycérides et cholestérols) alors que I'enrichissement du régime HF avec la
microalgue ou l'huile de poisson prévient ces effets avec une action plus
importante de la microalgue. En effet, les animaux HFOA présentent un poids
corporel plus bas et une masse grasse moins importante que les autres
groupes.

Au niveau de la sensibilité a I'insuline, nous avons montré que 8 semaines de

régime HF alterent la signalisation de I'insuline favorisant ainsi une résistance
a l'insuline caractérisée par une augmentation des mécanismes de régulations
négatifs de la signalisation de linsuline (phosphorylation d’IRS1 sur sérine,
PTP1B) ainsi qu'une diminution de I'expression protéique du récepteur a
I'insuline, associée a une diminution de la sensibilité de ce dernier, due a une
baisse de son activité tyrosine kinase intrinséeque. Cependant, la
supplémentation du régime HF avec la microalgue ou l'huile de poisson
prévient ces effets et améliore la sensibilité a l'insuline. On a aussi remarqué
un effet plus important sur la phosphorylation du récepteur a linsuline en
réponse a l'insuline dans le groupe HFOA.

Au niveau de l'induction de linflammation, nous avons montré que les 8

semaines de régimes HF augmentent I'expression du récepteur TLR4 et son
association avec les protéines adaptatrices TIRAP et MyD88. Le régime HF
active également les MAP kinases JNK et P38 et augmente I'expression de
cytokines pro-inflammatoires (IL6 et IL1B) et de marqueurs d’activation des
macrophages (IBA1, CD68, ICAM1). Ces effets sont totalement prévenus
suite a la supplémentation du régime HF avec la microalgue et partiellement

prévenus avec 'huile de poisson.
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Discussion de l'article 1 :

Le foie joue un réle important dans le maintien de I'équilibre énergétique de
I'organisme. Ainsi, la résistance a I'insuline au niveau hépatique peut donc avoir des
conséquences majeures sur la balance énergétique, la régulation de la glycémie et le
métabolisme lipidique (Meshkani and Adeli, 2009). Il est maintenant bien admis que
I'inflammation chronique associée a I'obésité viscérale constitue un des mécanismes
impliqués dans linstallation de la résistance hépatique a l'insuline (Meshkani and
Adeli, 2009). En effet, les régimes hyperlipidiques riches en acides gras saturés ont
été largement décrits pour leurs effets déléteres sur la sensibilité a I'insuline, par
l'intermédiaire de l'activation des voies pro-inflammatoires (Riccardi et al., 2004;
Storlien et al., 1991). Or, il a été montré que la substitution des acides gras saturés
ou leur supplémentation par des acides gras polyinsaturés oméga-3 prévient
partiellement leurs effets délétéres (Jucker et al., 1999; Storlien et al., 1991). De
plus, les mécanismes moléculaires impliqués dans les effets insulino-sensibilisateurs

des acides gras polyinsaturés oméga-3 ne sont pas encore clairement identifiés.

Au cours de cette étude, nous avons examiné l'effet de la supplémentation du
régime HF, riche en acides gras satures, par la microalgue Odontella aurita, sur la
sensibilité a [linsuline. L'effet de la microalgue a été comparé avec la
supplémentation du régime HF par de I'huile de poisson. Ainsi, comme attendu, nous
avons montré que le régime HF augmente la masse grasse viscérale ainsi que les
niveaux plasmatiques des lipides (triglycérides et cholestérols) et de l'insuline. Nous
montrons que la microalgue et I'huile de poisson préviennent ces effets puisque les
parametres métaboliqgues des animaux HFOA et HFFO sont similaires aux animaux
contrbles. D’'une maniére intéressante, les animaux HFOA présentent un poids
corporel plus bas et une masse grasse viscérale moins importante que les animaux
contrbles et HFFO, malgré une prise énergétigue similaire aux autres groupes
d’animaux. Cela suggere que les mécanismes de régulation du poids corporel et de
la masse grasse sont différents selon la supplémentation du régime HF par la
microalgue ou I'huile de poisson ; ce résultat pourrait s’expliquer par leur différence
de composition. En effet, la microalgue, en plus de I'EPA, est riche en antioxydant,
comme la fucoxanthine, connue pour ses effets anti-obésité, antidiabétique et anti-
inflammatoire (Maeda et al., 2009; Tan and Hou, 2014).
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Afin d’analyser les différents effets de la supplémentation du régime HF par la
microalgue ou I'huile de poisson, nous nous sommes focalisés sur la sensibilité a
'insuline au niveau du foie. Nous avons montré que le régime HF induit une
diminution de I'expression du récepteur a l'insuline et de son activité tyrosine kinase
intrinséque, qui se traduit par une faible phosphorylation du récepteur sur les résidus
tyrosine suite a une stimulation par l'insuline. L’addition de la microalgue au régime
HF prévient la down-régulation du récepteur a linsuline et la déficience de son
activité tyrosine kinase. Cela peut étre expliqué par l'effet de la microalgue sur les
niveaux plasmatiques de l'insuline et les niveaux hépatiques de lipides. En effet, les
animaux HFOA présentent des taux plasmatiques d’insuline plus bas que les autres
groupes, cela peut suggérer que ces animaux ont une meilleure sensibilité a
I'insuline puisgu’ils n'ont besoin que de trés peu d’insuline pour gu’elle induise ses

effets.

Nous avons également montré que la supplémentation du régime HF par la
microalgue Odontella aurita prévient 'augmentation de I'expression de PTP1B, de la
phosphorylation d'IRS1 sur le résidu sérine 307 et de l'activation de la kinase JNK1
responsable de la phosphorylation des IRS sur les résidus sérine. En effet,
'augmentation des niveaux d’expression de PTP1B et la phosphorylation d'IRS1 sur
sérine constituent deux mécanismes de régulation négative de la signalisation de

l'insuline (Aguirre et al., 2002; Koren and Fantus, 2007).

Le récepteur TLR4 joue un réle important dans linstallation de la résistance a
l'insuline par l'intermédiaire de l'activation des voies pro-inflammatoires en réponse a
la résistine et au le LPS (Benomar et al., 2013, 2016; Poltorak et al., 1998). Nous
avons montré que l'expression de TLR4 et son association avec les protéines
adaptatrices (TIRAP et MyD88) est augmentée dans le foie des rats soumis au
régime HF. Ces derniers présentent aussi des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires (IL6 et IL1B8) et de marqueurs d’activation de macrophages plus
importants que les rats soumis a un régime contréle. Cependant la supplémentation
du régime HF par la microalgue prévient totalement ces effets pro-inflammatoires
alors que la supplémentation avec I'huile de poisson a des effets modestes
concernant la normalisation de I'expression de TLR4 et son association avec ses
adaptateurs ainsi que l'expression de IL1B et des marqueurs d’activation des

macrophages. Cette différence d’action anti-inflammatoire entre la microalgue et
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I'huile de poisson met en évidence les effets bénéfiques des antioxydants combinés
aux acides gras polyinsaturés oméga-3 présents chez la microalgue, ce qui lui
confere des propriétés anti-inflammatoires plus importantes que I'huile de poisson,

ne contenant que les acides gras polyinsaturés omeéga-3.

En conclusion, nous avons montré pour la premiere fois que la supplémentation
du régime HF par la microalgue Odontella aurita prévient la résistance a l'insuline

hépatique induite par le régime HF par I'intermédiaire de plusieurs mécanismes :

e La prévention de I'hyperinsulinémie et I'hyperlipidémie

e La prévention de la down-régulation du récepteur a l'insuline et le maintien de
son activité tyrosine kinase

e La prévention des régulations négatives de la signalisation de l'insuline

e La prévention de I'activation de la signalisation de TLR4 et des facteurs pro-

inflammatoires.
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Etude 2 : L’acide palmitique induit I'expression de TLR4 et favorise
la signalisation résitine/TLR4 dans les cellules neuronales humaine
SH-SY5Y

Il est maintenant bien admis que l'inflammation chronique associée a I'obésité
constitue un facteur de risque majeur pour le développement de la résistance a
I'insuline et du diabéte de type 2. En effet, les niveaux de facteurs pro-inflammatoires
sont augmentés chez les patients obeses et diabétiques et leur impact sur la
sensibilité¢ a l'insuline a été largement décrit dans différents tissus et modeles
cellulaires (llievski et al., 2015; Kain et al., 2015; Schenk et al., 2008; Zheng et al.,
2015). Cependant, les mécanismes impliqués dans linstallation de la résistance a
l'insuline ne sont pas encore totalement élucidés. Néanmoins, il a été montré qu'il
existe un lien fort entre I'obésité et le risque de développement de la résistance a
I'insuline (Golay and Ybarra, 2005). Parmi les facteurs impliqués dans ce lien on
trouve les acides gras. En effet, I'obésité est caractérisée par une augmentation des
niveaux d’acides gras libres, plus spécifiquement, I'acide palmitique, I'acide gras
saturé le plus abondant dans la circulation sanguine (Boden, 2008; Kris-Etherton and
Weber, 2005). Ce dernier a été largement décrit pour sa régulation négative de la
signalisation de l'insuline et ses effets lipotoxiques et pro-inflammatoires (Dey et al.,
2007; Hommelberg et al., 2009; Nakamura et al., 2009). En effet, les acides gras
saturés conduisent a l'activation des voies de l'inflammation par I'intermédiaire du
récepteur TLR4, connu pour la médiation des effets pro-inflammatoires du LPS
(Fresno et al., 2011; Milanski et al., 2009; Pal et al., 2012; Radin et al., 2008).

Le récepteur TLR4 joue un rdle majeur dans 'immunité innée, et l'activation de
ses voies de signalisation pro-inflammatoires favorise l'apparition de [Iinsuline
résistance (Tanti et al., 2012). Récemment, nous avons montré que la résistine
induisait une neuroinflammation via sa liaison avec le récepteur TLR4, favorisant
ainsi l'installation de la résistance a linsuline (Benomar et al., 2013). En effet, la
résistine a été étudiée pour ses effets pro-diabétiques et pro-inflammatoires. Chez
les rongeurs, elle est produite par les adipocytes blancs alors que chez 'homme elle
est majoritairement exprimée par les cellules immunitaires (monocytes et
macrophages) (Sanchez-Solana et al., 2012). De plus, ses niveaux d’expression sont
augmentés dans des situations d’obésité et d’'inflammation (Berghoff et al., 2015;
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Dalamaga, 2014). Ainsi, la résistine pourrait étre le facteur faisant le lien
entre linflammation chronique associée a I'obésité et [linstallation de la

résistance a l'insuline.

Il a été montré que I'acide palmitique augmente la sécrétion de la résistine par
les adipocytes 3T3-L1 (Schaeffler et al.,, 2009). De plus, les acides gras saturés
activent la signalisation de TLR4. Cependant, aucune liaison directe des acides gras
saturés sur TLR4 n’a été mise en évidence (Erridge and Samani, 2009; Schaeffler et
al., 2009). Nous avons donc eémis I'hypothese que les effets des acides gras saturés
concernant l'activation de TLR4 seraient en partie dus a une augmentation de

I'expression de la résistine ou de la potentialisation de son action.

Ainsi, l'objectif de cette deuxiéme étude était d’examiner I'impact de Il'acide
palmitique sur la sensibilité a I'insuline dans une lignée cellulaire de neuroblastome
humain (les cellules SH-Y5Y). Nous avons exploré les mécanismes moléculaires
impliqués dans l'action de la résistine via I'activation de TLR4. L'effet de I'acide
palmitique a été comparé avec celui du DHA, un acide gras polyinsaturés oméga-3,
connu pour ses effets anti-inflammatoires et neuro-protecteurs (Chang et al., 2013).
Les cellules SH-SY5Y ont été exposées a différents traitements par la résistine,

I'acide palmitique et le DHA.

Nous avons ensuite étudié 'effet de ces traitements sur la sensibilité a l'insuline

ainsi que l'activation de TLR4 et des facteurs pro-inflammatoires.

Les résultats obtenus font I'objet de l'article 2 : « Palmitic acid enhances TLR4

expression and promotes resistin/TLR4 signaling » soumis pour publication.
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Palmitic acid enhances TLR4 expression and promotes resistin action in human
SH-SY5Y neuroblastoma cell line
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Abstract:

High circulating levels of saturated free fatty
acids such as palmitate promote inflammation
and insulin resistance in peripheral tissues. In
contrast, polyunsaturated fatty acids such
docosahexaenoic acid (DHA) exhibit a
protective action. The deleterious effects of
palmitate have been attributed to its potential
action through Toll-like receptor 4 (TLRA4). In
addition, resistin, an adipokine, has been also
reported to promote inflammation and insulin
resistance via TLR4 signaling. In the brain,
palmitate and resistin trigger
neuroinflammation and insulin resistance.
However, the potential link between palmitate
and resistin regarding TLR4 signaling at the
neuronal level is unknown. Here, using human
SH-SY5Yneuroblastoma cell line we showed
that palmitate pretreatment impaired insulin-
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dependent Akt and Erk phosphorylation
whereas DHA maintained or even increased
insulin action. Palmitate but not DHA induced
TLR4 up-regulation associated with the
augmentation of IL6 and TNFa expression.
We confirmed that resistin bound to TLR4
leading to the activation of Akt and p38 MAP
kinase phosphorylation. Similarly to palmitate,
resistin treatment induced the up-regulation of
IL6 and TNFa,and activated NFxB.
Importantly, palmitate potentiated the resistin
action towards the activation of NFkB; in
contrast DHA inhibited resistin action. In
addition, palmitate but not DHA increased
membrane lipid rafts and TLR4 expression
with increased TLR4 recruitment to membrane
lipid rafts. Palmitate but not DHA also
increased resistin-induced
TLR4/MYDS88/TIRAP  complex formation
necessary for TLR4 signaling. In conclusion,
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palmitate  increased TLR4  expression
promoting resistin signaling through this
receptor and its recruitment to membrane lipid
rafts. These effects were prevented when
neuronal cells were pretreated with DHA.

Introduction:

Inflammation is now considered as a hallmark
for several metabolic diseases including
obesity and type 2 Diabetes (T2D). Indeed,
increased levels of pro-inflammatory factors
are found in subjects with T2D (1).
Furthermore, the impact of pro-inflammatory
factors on insulin responsiveness and signaling
has been largely described in different tissues
and cell models including hepatocytes, muscle
cells and adipocytes (2, 3, 4). However, the
mechanisms underlying the onset of insulin
resistance are still poorly understood.
Nevertheless, raising evidences indicate the
strong relationship between obesity and the
risk of developing insulin resistance (and
T2D). Among the factors involved in this
relationship, the increased levels of free fatty
acids (FFAs) in obese subjects. Indeed, obese
and T2D subjects exhibit a high plasma levels
of non-esterified FFAs especially palmitic
acid, the most abundant saturated fatty acid in
the blood. Palmitic acid has been described as
a negative modulator of insulin signaling by
the inhibition of insulin action in isolated
hepatocytes, myocytes and adipocytes (5, 6, 7).
Furthermore, it has been also reported that the
exposure to palmitic acid induced a
lipotoxicity of pancreatic B cells leading to the
alteration of B cell functions. Accumulated
evidences suggested that FFAs might exert
their lipotoxic effects through Toll-like
receptors (TLRs) especially TLR4 (8). Indeed,
it has been reported that FFA-mediated
inflammation responses are mediated by TLR4
signaling cascade, suggesting that saturated
fatty acids may bind to TLR4 (9). Furthermore,
FFAs are able to activate TLR4 signaling in
monocytes and adipocytes (10). Among other
ligands of TLR4, LPS is the most known to
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promote inflammation through this signaling
pathway (11). Recently, we have reported that
resistin was able to activate neuroinflammation
and to promote insulin resistance through its
binding to TLR4 (12). Resistin is a key
metabolic regulator in obesity and insulin
resistance (and T2D). Resistin has been
suggested as proinflammatory and insulin
resistance promoting factor. It is expressed in
mice white adipose tissue (WAT), whereas in
human its expression in WAT is weak but it is
highly expressed in immune cells (monocytes
and macrophages) (13, 14). Thus, resistin
could be the metabolic link between obesity
and insulin resistance, since resistin levels are
high in inflammatory states such as in obese
subjects promoting then insulin resistance.
Furthermore, it has been also shown that
palmitic acid increased the release of resistin
from differentiated 3T3-L1 adipocytes (10).
Recently, we have shown that central resistin
impaired insulin signaling and increased
inflammatory markers at both hypothalamic
and peripheral levels. These effects were
mediated through newly identified
resistin/TLR4  signaling  pathway  (12).
According to these data, we may hypothesis
that palmitic acid or FFAs effects regarding
inflammation and insulin resistance may be, at

least  partially, indirect through the
augmentation of resistin plasma levels
especially at the neuronal level. Indeed,

palmitic acid and saturated FFAs have been
described as endogenous ligand for TLR4 but
however, until now there is no evidence for a
direct binding of FFAs to TLR4. Here, we
investigated the impact of plamitic acid
neuronal insulin responsiveness and its
potential effects on TLR4 expression and
resistin action.
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Materials and Methods
Cell culture and stimulation

SH-SY5Y  human  neuroblastoma  cells
were grown in  Dulbecco’s  modified
Eagle’s medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal calf serum (FCS), 2 mmol
L-glutamine, 100 U/mL  penicillin  and
100 pg/mL  streptomycin in a 37 °C, 5%
CO2 humidified atmosphere. Serum starved
cells were then incubated for 4 h in the
presence or absence of palmitic acid (200
uM), DHA (20 pM), resistin (200 ng/
mL) or insulin (100 nM) and/or
challenged for 15 min with insulin (100 nM),
to evaluate the impact of fatty acids and
resistin treatment on SH-SY5Y
insulin ~ responsiveness, or with resistin
(200 ng/mL), to analyze the effect of fatty
acid treatment on resistin/TLR4  signaling.
MK-2206 (Akt inhibitor), U0126
(MEK1/2 inhibitor), SP600125 (IJNK
inhibitor), SB202190 (p38 MAPK
inhibitor) were provided by Santa Cruz
Biotechnology and were dissolved in
DMSO for cell culture experiments, the
control cells were treated with DMSO
alone. Cells were exposed to 1 uM
MK-2206, 10 uM U0126, 20 uM SP600125,
50 uM SB202190 for 1 h and then after
washout cells were treated with resistin
(200 ng/mL) for 4 h.

Fatty acids preparation

27.8 mg sodium palmitate was dissolved
in 1mL sterile water to make 100 mM
palmitate stock  solution. DHA  was
suspended in absolute ethanol to make 10
mM DHA stock solution. 10% free fatty
acid low endotoxin  bovine serum
albumin  (FFA-BSA) was prepared in
sterile PBS. Palmitic acid and DHA were
conjugated to FFA-BSA in a 6:1 molar
ratio. The solutions were then filtered
through a 0.2 pum filter and stored at -20 °
C. FFA-BSA/fatty acids complexes were
further diluted in serum free DMEM to
reach the desired final concentrations and
were shaken for 1h at 140 rpm at 40 °C

before use. FFA-BSA alone was used as aPage

control.

Western blot analysis

After treatment, SH-SY5Y cells were
solubilized in lysis buffer containing 20 mM
Tris-HCL (pH 7.5), 137 mM NaCl, 1 mM
MgCI2, 1 mM CaCl2, 1% nonidet P40, 10%
glycerol, protease inhibitors (0.35 mg/ml
PMSF, 2 pg/ml leupeptin and 2 pg/mi
aprotinin) and phosphatase inhibitors (10 mM
sodium fluoride, 1 mM sodium orthovanadate,
20 mM sodium B-glycerophosphate and 10
mM benzamidine). Lysates protein
concentration was determined using the BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Illkirch,
France) and analyzed by Western blot. Briefly,
proteins were subjected to SDS-PAGE and
transferred onto Immobilon-FL membrane
(Life Technologies, Illkirch, France). Blots
were then blocked with 5% Bovine Serum
Albumin fraction V (BSA) (Euromedex,
souffelweyersheim, France) and incubated
with primary antibodies raised against p-AKT,
AKT, p-P38MAPK, P38MAPK, pERKL/2,
ERK1/2, Insulin receptor (IR) B subunit, B-
tubulin (Cell signaling, Danvers, MA, USA),
Toll-like receptor 4 (TLR4), MyD88, TIRAP
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)
and resistin  (Abcam, Cambridge, UK)
overnight at 4 °C. The immunoblots were
washed with PBS, incubated with the
appropriate secondary antibody labeled with
Alexa 488 (Life Technologies, Illkirch,
France) then scanned and quantified using the
Brucker Molecular Imaging System 4000MM
Pro (Billerica, MA, USA).

Immunoprecipitation

Protein lysates were incubated with antibodies
raised against TLR4 overnight at 4 °C. The
immune complexes were precipitated after
incubation with a protein A-agarose (Sigma-
Aldrich, St. Quentin Fallavier, France) for 2 h
at 4 °C and then heated in loading buffer at
100 °C for 5 min. Western blots were
performed as described before and membranes
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were immunoblotted with antibodies raised
against TLR4, MyD88 or TIRAP.

RNA extraction and quantitative real-time
RT-PCR

SH-SH5Y cells were solubilized in TRIzol LS
reagent (Invitrogen, Illkirch, France) and total
RNA was extracted according to the
manufacturer’s recommendations. 1 ug of total
RNA was reverse transcripted (F-572L M-
Mulv) (Finnzymes, lllkirch, France), and the
cDNAs were subjected to real-time PCR using
the Step One apparatus (Applied Biosystems,
llikirch, France), Fast SYBR Green Master
Mix (Applied Biosystems, Illkirch, France)
and adequate primers : GAPDH forward,
ACTCCGACCTTCACCTTCCCC, and
reverse, CTCCCGCTTCGCTCTCTGCT,; IL6
forward, TGCTCCTGGTGTTGCCTGCT, and
reverse, TGAGTGGCTGTCTGTCTG-GGG;
InsR forward,
GAGAAGGTGGTGAACAAGGAGTC, and
reverse, CCGTGAA-GTGTCGCAAGCC;
TLR4 forward,
GACTTGCGGGTTCTACATCA, and reverse,
CA-TAGGGTTCAGGGACAGGT; TNFa
forward, GCTCCAGGCGGTGCCTTGTTC,
and reverse, AGGCTTGTCACTCGGGGTTC.

Small interfering RNA silencing

Negative-control scrambled Silencer Select
small interfering RNA (siRNA), TLR4-
targeting Silencer Select siRNA, and MyD88
targeting  Silencer Select siRNA  were
purchased from Ambion (lllkirch, France) and
used following the manufacturer’s instructions.
Briefly, SH-SH5Y cells were seeded at 1x10°
cells per well in a six-well plate and
transfected with the different Silencer Select
SiRNA to a final concentration of 5 nM using
the Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Illkirch,
France) transfection reagent according to the
manufacturer’s instructions. 48 h after
transfection, serum starved cells were treated
for 4 h with palmitate (200 pM) or FFA-BSA
as a control then challenged with resistin (200
ng/mL) for 15 min. Cells were then solubilized
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and protein lysates were subjected to Western
blot as described before.

Crosslinking experiments

Cross-Linking experiments were performed as
previously described (Benomar et al, 2013).
Briefly, serum starved SH-SH5Y cells were
washed with ice-cold PBS then treated with
resistin (200 ng/mL) or resistin antagonist (200
ng/mL) for 1 h at 4 °C. BS3 crosslinking agent
(Thermo Scientific, Illkirch, France) was then
added directly to the incubation solution to a
final concentration of 2.5 mM and followed by
an additional incubation for 1 h at 4 °C.
Crosslinking reaction was stopped by the
addition of a quenching solution (20 mM Tris-
HCL pH 7.5). Cells were solubilized and
protein lysates were then subjected to
immunoprecipitation using antibodies raised
against TLR4. Western blots were performed
as described before and membranes were
immunoblotted with antibodies raised against
TLR4 or resistin.

Stable transfection and
luciferase assay

reporter gene

NF-kB luciferase reporter gene cells were
generated by stably transfecting SH-SY5Y
cells with the pGL4.32[luc2P/NF-kB-
RE/Hygro] vector (Promega, Charbonniéres
les bains, France) containing five copies of an
NF-kB  response element that drives
transcription of the luciferase reporter gene
luc2P and a mammalian selectable marker for
hygromycin resistance. After hygromycyn
selection (200 pg/mL), surviving cells were
transfected with a control vector containing f-
galactosidase  with a  cytomegalovirus
promoter. 48 h after transfection, serum
starved cells were treated 4h with resistin (200
ng/ml), palmitate (200 uM) or DHA (20 uM)
then luciferase and p-galactosidase activity
were measured using the Mithras LB 940

apparatus  (Berthold technologies, Bad
Wildbad, Germany) and the Dual-Light
Chemiluminescent Reporter Gene Assay

System (Applied Biosystems, llkirch, France)
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according to the manufacturer’s instructions.
Luciferase activity was normalized by p-
galactosidase activity. All transfections were

performed  using  Lipofectamine 2000
(Invitrogen, llkirch, France) transfection
reagent according to the manufacturer’s

instructions.

Isolation of lipid raft using sucrose gradient
centrifugation

Serum starved SH-SY5Y cells were treated
with palmitate (200 pM) or DHA (20 pM) for
4h. Cells were solubilized in MBS buffer
(MES-buffered saline) (25 mM MES pH 6.5,
150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-
100 and an anti-protease cocktail) for 1h at 4
°C then homogenized by sonication for 5 s. 0.5
mL of each lysates were mixed with and equal
volume of 80% sucrose in MBS buffer and
loaded in the bottom of a centrifuge tube.
Samples were then overlaid with 1.5 mL of
30% sucrose and 0.5 mL sucrose both prepared
in MBS buffer and ultracentrifuged in a
TLAZ100.3 rotor (Beckman coulter, Brea, CA,
USA) for 18h at 60000 rpm using maximum
acceleration and no brake conditions. Eight
375 pL fractions were collected from the top
and subjected to trichloroacetic acid (TCA)
precipitation by adding an equal volume of
25% wiv TCA to each gradient fraction. After
30 min incubation on ice, proteins were
pelleted at 4 °C at 16000 g for 20 min then

washed twice with cold acetone and
resuspended in sample buffer (60 mM Tris pH
70, 2% SDS, 25% glycerol, B-

mercaptoethanol and trace of bromophenol
blue). Western blot was performed as
described before.

Immunocytochemistry  and

analysis

microscopy

SH-SY5Y cells were seeded onto Lab-Tek
chamber  Slides (Millipore, Darmstadt,
Germany). Serum starved cells were treated 4
h with palmitate, DHA or FFA-BSA as a
control, then washed with ice-cold PBS and
incubated or not with 1 pg/mL of
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isothiocyanate-conjugated cholera toxin B
subunit (FITC-CTxB) for 15 min at 4 °C. Cells
were washed with PBS then fixed with 4%
paraformaldehyde for 20 min at 4 °C followed
by incubation with 50 mM NH,CI for 20 min
and were blocked/permeabilized with a
solution containing 0.1% Triton X-100, 0.2%
Fish Gelatin, 2% normal donkey serum for 1 h
at room temperature. Fixed cells were then
incubated with 1/300 dilution of rabbit anti-
TLR4 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA) in Blocking/permeabilization solution
overnight at 4 °C. Cells were washed with ice-
cold PBS and incubated with 1/500 dilution in
PBS of Alexa Fluor 488 conjugated donkey
anti-rabbit 1gG (Life Technologies, Illkirch,
France) or DyLight 649 conjugated donkey
anti-rabbit 1gG (Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA) for 1 h at room
temperature. Cells were then washed with PBS
and incubated for 3 min with 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) for DNA staining. After
washing with PBS coverslips were mounted in
Vectashield antifade mounting medium
(Vectorlabs, Burlingame, Ca, USA) and slides
were sealed with nail polish.
Immunofluorescence was examined by
confocal microscopy (Zeiss MRCL1024ES;
Zeiss microscopy, Jena, Germany) for TLR4
recruitment into lipid raft.

Hormones and chemicals

Human resistin and human resistin antagonist
were a generous gift from Protein Laboratories
Rehovot Ltd. (Rehovot, Israel). Human insulin
Actrapid was provided by Novo Nordisk
(Bagsvaerd, Denmark). Sodium palmitate,
DHA and FFA-BSA were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France)
and all cell culture reagents were purchased
from Euromedex (Souffelweyersheim, France).
All other chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).

Data analysis and statistics

Repeated-measures two-way ANOVA
followed by Bonferroni post-hoc test were
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used to test the changes in signaling and gene
expression experiments and P value < 0.05
was considered as statistically significant. The
results are expressed as means + S.E.M.

Results:

- Palmitic acid reduced insulin-dependent
AKt/ERK phosphorylation and increased
TLR4 expression in SH-SY5Y
neuroblastoma cells.

To determine the effect of palmitic acid on
insulin responsiveness, SH-SY5Y cells were
pretreated with palmitic acid, DHA or placebo.
We showed that palmitic acid pretreatment
reduced both insulin-dependent Akt and
Erk1/2 as compared to control. In contrast,
DHA pretreatment increased insulin-dependent
phosphorylation of Akt and Erk1/2 (fig. 1A).
Since, we have recently reported that the
activation of TLR4 signaling impaired insulin
signaling, we investigated the effect of
palmitic acid on TLR4 expression. Palmitic
acid pretreatment increased the expression of
TLR4 at both protein and mRNA levels in SH-
SY5Y neuroblastoma cells, whereas DHA
pretreatment did not affect TLR4 expression
(fig 1B, 1C).

-Palmitic acid increased the expression of
pro-inflammatory markers in SH-SY5Y
neuroblastoma cells.

To compare the effect of palmitic acid and
DHA on proinflammatory factors expression,
cells stably expressing NFkB responsive
element fused to luciferase were pretreated
with placebo, palmitic acid or DHA. Palmitic
acid significantly increased luciferase activity
as compared to placebo and DHA treated cells
(fig 2A). Furthermore, the palmitic acid but not
DHA pretreatment significantly increased both
IL6 and TNFa mRNA expression levels (fig
2B).

-Resistin/TLR4 signaling increased

propinflammatory markers.
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To determine the interaction between TLR4
and resistin, we performed cross-link
experiment using SH-SY5Y neuroblastoma
cells. Using cross-link approach, we showed
that resistin bound to TLR4 (fig 3A). Acute
resistin exposure increased both Akt and p38
MAP kinase phosphorylation (fig 3B and 3C).
To determine the impact of chronic resistin
exposure on neuroinflammation, cells were
incubated in the presence or absence of resistin
during 4 hours. Resistin treatment increased
luciferase activity associated to NFkB
responsive element (fig 3D), and also
increased both IL6 and TNFa expression (fig
3E). To determine the specific signaling
pathways involved in  resistin-induced
neuroinflammation, cells were treated with
resistin in the presence or absence of specific
inhibitors of Akt, Erk, Junk or p38 and then
IL6 and TNFa expression were measured.
Resistin significantly increased both IL6 and
TNFa expression as shown in figure 3E and
3F. The inhibition of Akt completely abolished
resistin-induced up-regulation of IL6 and
TNFa (fig. 3F). In addition, resistin-induced
TNFa expression was also blunted in the
presence of inhibitors targeting Erk, Jnk and
p38 (fig. 3F). We also showed that resistin-
induced IL6 expression was not impaired in
the presence of Erk, Jnk or p38 inhibitors (fig.
3F).

- Palmitic acid but not DHA promoted
resistin action.

To investigate the effect of palmitic acid and
DHA pretreatments on resistin effects, SH-
SY5Y neuroblastoma cells were chronically
treated with palmitic acid or DHA and then
challenged with resistin. Resistin alone
activated Akt and p38 MAP Kkinase
phosphorylation (fig 4A). The pretreatment
with palmitic acid but not DHA re-enforced
the effect of resistin regarding Akt and p38
MAPK phosphorylation (fig 4A and 4B). We
also showed that DHA treatment alone
increased p38MAPK phosphorylation (fig 4B
and 4C). Palmitic acid treatment but not DHA
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amplified resistin effect toward the activation
of luciferase activity driven by NFkB
responsive element (fig 4D). Resistin treatment
also increased both IL6 and TNFa, the
pretreatment with palmitic acid did not further
increase these expressions (fig 4E). However,
DHA treatment completely abolished the effect
of resistin towards IL6 and TNFa expression
(fig 4E).

- Palmitic acid but not DHA increased
TLR4 location within lipid raft.

To investigate whether palmitic acid and DHA
modified TLR4 membrane location and
especially within lipid rafts, we determined the
co-localization of TLR4 and CTXB (a marker
of lipid rafts). We showed that palmitic acid
pretreatment increased lipid rafts and TLR4
with the augmentation of TLR4 co-localization
with CTXB (fig 5). DHA pretreatment did not
induce the co-localization of TLR4 and CTXB
and did not increase TLR4 expression (fig 5).

- Palmitic acid increased resistin-dependent
TLR4/MYDS88/TIRAP complex formation.

In order to determine whether palmitic acid
promoted the activation of resitin/TLR4
signaling, we investigated the impact of
plamitic acid and DHA on the formation of the
signaling complex TLR4/MYDS8S8/TIRAP in
response to resistin. Resistin alone increased
the co-immunoprecipitation of TLR4/TIRAP
and TLR4/MYD88 (fig 6A). Following
palmitic acid pre-treatment, resistin effect was
amplified as evidenced by the augmentation of
TLR4/TIRAP and TLR4/MYD88  co-
immunoprecipitation (fig 6A). DHA pre-
treatment did not increase resistin-dependent
TLRA4/TIRAP/MYD88 co-
immunoprecipitation but rather decreased it
especially concerning TIRAP (fig6A). To
further investigate resistin signaling through
TLR4/MYD88, SH-SY5Y cells lacking TLR4
or MYD88 were generated by SiRNA
methodology. Firstly, we verified that siTLR4
and siMYD88 cells exhibited a strong
reduction of TLR4 and MYD88 expression,
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respectively (fig. 6B). We also showed in
SITLR4 cells that resistin was unable to
activate Akt phosphorylation even following
palmitic acid pre-incubation (fig. 6C). Similar
result was obtained in siMYD88 but however
with a lesser extend as compared to that
obtained in siTLR4 cells (fig. 6C).

Discussion

In most Type2 Diabetes and obese patient’s
plasma FFA levels are elevated (15, 16). It is
also well accepted that saturated FFA impair
insulin  responsiveness especially at the
peripheral level. Indeed, in pancreatic b cells
saturated fatty acids including palmitic acid
inhibit insulin gene expression and b cells
functions (8). In endothelial cells, palmitic acid
was able to inhibit insulin-dependent Akt
phosphorylation and increased ER stress
through the downregulation of
sarco/endoplasmic reticulum calcium ATPase
(SERCA) (17). Furthermore, FFAs have been
also associated to increased inflammation in
various cellular models and in vivo (18, 19, 20,
21, 22). The inflammatory effects of FFAs
have been linked to the activation of TLR4 in
pancreatic b cells (8), immune cells and
adipocytes (10). These studies have suggested
that the FFAs exert their deleterious effects
through TLR4 but so far the direct binding of
FFAs to TLR4 has not been demonstrated.
Furthermore, TLR4 has been reported to be the
binding site for LPS leading to inflammatory
responses (11, 23, 24). Recently, we have
reported that resistin, an adipokine promoting
insulin resistance, was able to induce its effects
through an interaction with TLR4 at the
neuronal level leading to pro-inflammatory
response and insulin resistance (12). It has
been also reported that palmitic acid induced
resistin expression and secretion in 3T3-L1
adipocytes (10). However, the potential impact
of palmitic acid on resistin/TLR4 signaling has
not been studied. In the present study, we
showed that the overexposure to palmitic acid
impaired insulin-dependent Akt
phosphorylation whereas DHA maintained this
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phosphorylation in neuronal cells. Importantly,
we also reported for the first time, to our
knowledge, that palmitic acid but not DHA
induced TLR4 up-regulation in neuronal cells.
Indeed, the palmitic acid-dependent up-
regulation of TLR4 has been previously
reported in peripheral tissues such as muscle
and liver (25, 26). Our results also showed
that the palmitic acid but not DHA increased
the expression of IL6 and TNFa in neuronal
cells. This is in good agreement with numerous
studies reporting the pro-inflammatory action
of palmitic acid and saturated FFA (8, 17, 18,
27). At the neuronal level, our findings
confirm previous studies, which showed that
palmitic acid in the hypothalamus or neuronal
cells impaired insulin signaling through
different signaling pathways involving PKC-d
or ER stress (28, 29). Despite, numerous
studies reporting the deleterious effects of
palmitic acid on insulin signaling especially at
the peripheral level, the underlying
mechanisms of its action at the neuronal level
are not yet totally elucidated. Indeed, it has
been shown that overexposure to FFASs rapidly
increased their incorporation in the brain lipids
suggesting a possible action within neuronal
cells (30, 31). Other studies suggested that
FFAs might act through the activation of TLR4
at the plasma membrane level (8, 10, 25, 26,
32). In the context of inflammation and insulin
resistance, resistin have been described as key
player concerning the onset of insulin
resistance through its central action (12, 33,
34, 35) and have been also reported to act
through TLR4 (12). Here we confirm that
resistin directly bound to TLR4. We also
showed that acute resistin treatment activated
Akt phosphorylation as previously reported at
the hypothalamic level (12, 35). Interestingly,
overexposure to resistin produced similar
effects as palmitic acid regarding the
augmentation of pro-inflammatory factors 1L6
and TNFa. We also showed that resistin-
dependent IL6 and TNFa augmentation was
dependent upon Akt phosphorylation.
Furthermore other signaling pathways such as
ERK, JNK and p38 MAP kinases were
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involved in resistin-dependent TNFa up-
regulation but not that of IL6. This revealed
that resistin differently regulated IL6 and
TNFa expression, the mechanisms involved in
this differential regulation remain unknown.
Interestingly, our present data demonstrate that
palmitic acid pretreatment amplified resistin
action through the activation Akt and p38
MAP kinase phosphorylation. Importantly we
also showed that DHA pretreatment did not
affect resistin action towards Akt and p38
MAP kinase phosphorylation. Furthermore, we
showed that both palmitic acid and resistin
induced the up-regulation of IL6 and TNFa
without cumulative effect. This might indicate
that palmitic acid and resistin used similar
signaling pathways to induce
neuroinflammation that could most likely
involve TLR4. It was also noteworthy to show
that the pre-treatment with DHA completely
abrogated resistin-induced inflammation. Thus,
to further investigate the involvement of
palmitic acid on resistin action and the possible
link to TLR4, we showed that palmitic acid but
not DHA increased TLR4 expression and its
recruitment into plasma membrane lipid rafts.
Indeed, the location of TLR4 within plasma
membrane rafts is considered necessary for its
activation and signaling, and more specifically
for its interaction with other signaling
components such as CD14 and MD2 (24, 36,
37). We then investigated the impact of
palmitic acid pretreatment on resistin-induced
TLR4 interaction with TIRAP and MYD88
known as crucial component of TLR4
signaling (38, 39, 40). We showed that
palmitic acid pretreatment alone did not
increase TLR4/TIRAP/MYDS88 interaction, in
contrast, resistin alone increased this
interaction.  Interestingly, palmitic  acid
pretreatment amplified resistin effect. Thus, we
suggest that palmitic acid induced the up-
regulation of TLR4 amplifying then resistin
action, which could be also facilitated by
TLR4 recruitment to plasma membrane lipid
rafts leading to an efficient TLR4 signaling. To
confirm this finding we showed that the
amplification action of palmitic acid regarding
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resistin-dependent AKT phosphorylation was
strongly inhibited in cells expressing TLR4 or
MYD88  siRNAs.  Importantly, = DHA
pretreatment  reduced  resistin-dependent
TLR4/TIRAP/MYD88 co-
immunoprecipitation, which may constitute
one of the mechanisms by which omega 3 fatty
acids play their protective actions towards
inflammation and insulin resistance.

In conclusion, our results demonstrate that (1)
palmitic acid but not DHA up-regulates TLR4
and impairs insulin-dependent Akt
phosphorylation in neuronal cells; (2) palmitic
acid but not DHA increases neuronal
inflammatory markers; (3) resistin/TLR4
signaling  pathway increased  neuronal
inflammatory markers using an Akt-dependent
mechanism; (4) DHA abrogates resistin-
dependent neuro-inflammation; (5) palmitic
acid promotes resistin action through the
recruitment of TLR4 to plasma membrane
rafts; (6) palmitic acid but not DHA increases
the resistin dependent TLR4/MYD88/TIRAP
complex formation.
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Figure Legends

Figure 1
Palmitate but not DHA, inhibits insulin action and up-regulates TLRA4.

Human SH-Y5Y neuroblastoma cells were pretreated with palmitate, DHA or placebo during 16
hours, then: insulin-dependent Akt and ERK1/2 phosphorylation measured by Western blots using
adequate antibodies (panel A); TLR4 expression was measured by Western blot using anti-TLR4
antibodies and the expression was normalized to B tubilin, and band densities were quantified and
expressed as ratio of TLR4/B-tubilin (panel B); TLR4 mRNA expression was determined by qRT-PCR
normalized to GAPDH (panel C). Western blot and gRT-PCR data were presented as means + SEM
(n=3), * and ** denoted significant differences at p<0.05 and p<0.005, respectively.

Figure 2
Palmitate but not DHA, increased the expression of pro-inflammatory factors.

Panel A: human SH-SY5Y neuroblastoma cells stably tranfected with NF-xB luciferase reporter gene
were treated with palmitate, DHa or placebo, and then relative luciferase activity measured. Panel B:

Human SH-SY5Y nueroblastoma cells were treated with palmitate, DHA or placebo and then IL6 and
TNFa expression was determined using adequate primers, and normalized using GAPDH. Data were
presented as means = SEM (n= 3), * and ** denoted significant differences at p<0.05 and p<0.005,
respectively.

Figure 3
Resistin increased neuroinflammation through its bing to TLRA4.

Panel A: Immunoprecipitation/ Immunoblot (IP/IB) analysis of the direct association of resitin with
TLR4 in protein extracts from SH-SY5Y cells treated with resistin (100 ng/ml) for 16h in the presence
or absence of the cross-linker agent BS3. Panel B and C: SH-SY5Y cells were treated with or without
resistin and then Akt and p38MAPkinase phosphorylation measured by Western blots using adequate
antibodies, the band densities were quantified and expressed as phosphorlated/total proteins. Data
were presented as means + SEM (n= 3), *** denoted significant differences at p<0.0005. Panel D:
human SH-SY5Y neuroblastoma cells stably tranfected with NF-xB luciferase reporter gene were
treated resistin and relative luciferase activity determined. Data were presented as means + SEM (n=
3), * and *** denoted significant differences at p<0.05 and p<0.005, respectively. Panel E: Human
SH-SY5Y nueroblastoma cells were treated with resistin or placebo and then IL6 and
TNFa expression was determined using adequate primers, and normalized using GAPDH. Data were
presented as means + SEM (n= 3), * and *** denoted significant differences at p<0.05 and p<0.001,
respectively. Panel F: Human SH-SY5Y nueroblastoma cells were treated with resistin in the presence
or absence of Akt, Erk, JNK or p38 MAP kinase inhibitors, and then IL6 and TNFa expression was
determined using adequate primers, and normalized using GAPDH. Data were presented as means +
SEM (n= 3). Different lettering indicated a p<0.05.
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Figure 4
Palmitate promoted resistin action.

Human SH-Y5Y cells were pre-treated with palmitate (panel A) or DHA (panel B) and then
stimulated by resistin. Phosphorylated Akt and p38MAPkinase was determined by Western blot using
adequate antibodies. Panel C: cells were treated with DHA or placebo and p38MAP Kkinase
phosphorylation was determined by Western blot using adequate antibodies. Panel D: human SH-
SY5Y neuroblastoma cells stably tranfected with NF-kB luciferase reporter gene were treated resistin,
resistin+palmitate or resistin + DHA, and relative luciferase activity determined. Data were presented
as means £+ SEM (n= 3), ** and *** denoted significant differences at p<0.005 and p<0.001,
respectively. Panel E: Human SH-SY5Y nueroblastoma cells were treated with resistin, resistin +
palmitate or resistin + DHA, and then IL6 and TNF expression was determined using adequate
primers, and normalized using GAPDH. Data were presented as means + SEM (n= 3), * and **
denoted significant differences at p<0.05 and p<0.005, respectively.

Figure 5
Palmitate induced TLR4 recruitment to membrane lipid rafts.

Human SH-SY5Y were treated with palmitate, DHA or placebo and fixed for
immunohistochmestry analysis by confocal microscopy using antibodies directed towards CTXB
(marker of membrane lipid rafts) or TLR4. The arrow in the merge indicated the recruitment of
TLR4 to membrane lipid rafts. Images were captured using a confocal microscope with high-
magnification scan (X40).

Figure 6
Palmitate increased resistin-dependent TLR4/MYD88/TIRAP association.

Panel A: Immunoprecipitation/Immunoblot (IP/IB) analysis of the association of TLR4 with
MyD88 and TIRAP was analyzed in human SH-SY5Y neuroblastoma cells following treatment with
palmitate or DHA and in response to resistin by Western blot using adequate antibodies. Panel B
and C: SH-SY5Y cells were treated with control siRNA or specific sSiRNA duplexes targeting TLR4
or MyD88. Then, the protein lysates were subjected to Western blot analysis. Panel B prented the
Immunoblot analysis of TLR4 and MYD88 contents in control and siTLR4 or siMYD88 treated
cells. Panel C: cells expressing siTLR4 or siMYD88 were treated with palmitate in the presence or
absence of resistin and using Western blot Akt phosphorylation was determined and normalized to
total Akt.
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Principaux résultats de l'article 2 :

Le but de cette étude a été d’analyser l'effet de I'acide palmitique et du DHA sur la

sensibilité a l'insuline ainsi que I'activation des voies d’inflammation, en étudiant

I'action de la résistine et la signalisation du récepteur TLR4, sur un modele cellulaire

neuronale humain (les cellules SH-SY5Y).

Nous avons montré que :

Le traitement des cellules SH-SY5Y pendant 16h avec I'acide palmitique réduit
leur sensibilité a [linsuline, ce qui se traduit par une baisse de la
phosphorylation insulino-dépendante de Akt et de ERK1/2 alors que le
traitement pendant 16h avec le DHA améliore la réponse a l'insuline.

Le traitement des cellules SH-SY5Y pendant 4h avec I'acide palmitique augmente
I'expression du récepteur TLR4 et son association avec les protéines adaptatrices
TIRAP et MyD88 alors que le traitement avec le DHA n’a pas d’effet.

L’'acide palmitique, contrairement au DHA, conduit augmente les niveaux
d’expression de marqueurs pro-inflammatoires (IL6, TNFa et NFkB).

Le traitement des cellules SH-SY5Y pendant 4h avec I'acide palmitique favorise
la translocation du récepteur TLR4 au niveau des radeaux lipidiques. Par contre
le DHA n’a pas d’effet.

La résistine se lie sur le récepteur TLR4 et active les voies de signalisation
augmentant ainsi la phosphorylation d’Akt et P38 MAPK, et I'activation de NFkB.
La résistine augmente aussi les niveaux d’expression des cytokines pro-
inflammatoires IL6 et TNFa.

L'acide palmitique potentialise les effets de la résistine alors que le DHA les
inhibe.
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Discussion de l'article 2 :

Il est actuellement bien admis que les acides gras saturés altérent la réponse a
linsuline (Funaki, 2009). Les niveaux d’acides gras saturés libres dans la circulation
sanguine sont augmentés chez les patients obeses et favorisent I'installation de la
résistance a linsuline et du diabete de type 2 par l'intermédiaire de plusieurs
mécanismes. En effet, il a été montré que les acides gras saturés favorisent
lactivation de [linflammation et stimulent les voies pro-inflammatoires par
lintermédiaire du récepteur TLR4 dans différents tissus et modeéles cellulaires
(Fresno et al., 2011; Milanski et al., 2009; Pal et al., 2012). Dans une étude
précédente, nous avons montré que le récepteur TLR4 liait la résistine au niveau
neuronal favorisant l'induction de l'inflammation et de la résistance a linsuline
(Benomar et al., 2013). Cependant, I'effet des acides gras saturés sur l'activation de
TLR4 semble étre indirect puisqu’aucune interaction directe des acides gras saturés
avec le récepteur TLR4 n’'a été démontrée a ce jour (Erridge and Samani, 2009;
Schaeffler et al., 2009). Récemment, il a été montré que la fétuine-a, une protéine de
transport, pourrait servir de lien entre le récepteur TLR4 et les acides gras saturés,

induisant ainsi leurs effets pro-inflammatoires (Pal et al., 2012).

Au cours de cette étude, nous avons examiné lI'impact de I'acide palmitique, un
acide gras saturé, et du DHA, un acide gras polyinsaturés oméga-3, sur la
signalisation resistin/TLR4 au niveau neuronal. Nous avons montré qu’un traitement
avec l'acide palmitique altere la réponse a l'insuline concernant la phosphorylation de
Akt et de ERK1/2 alors que le DHA l'améliore. Cela est en accord avec d’autres
études qui montrent une diminution de la sensibilité a I'insuline suite a un traitement
par I'acide palmitique au niveau neuronal (Benoit et al., 2009; Mayer and Belsham,
2010; Posey et al., 2009). De plus, nous montrons pour la premiére fois, a notre
connaissance, que l'acide palmitique, mais pas le DHA, augmente I'expression du
récepteur TLR4 au niveau neuronal. En effet, au niveau périphérique (muscle et
foie), il a été observé une augmentation de l'expression de TLR4 suite a des
traitements par I'acide palmitique (Reyna et al., 2008; Sharifnia et al., 2015). De plus,
'acide palmitique, contrairement au DHA, augmente I'expression des cytokines pro-
inflammatoires IL6 et TNFa au niveau neuronal, confirmant les résultats d’autres

études (Gustavo Vazquez-Jimenez et al., 2016; Kwon et al., 2014).
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Au niveau périphérique, l'impact de I'acide palmitique sur la sensibilité a l'insuline
a été largement décrit. Cependant, au niveau neuronal, les mécanismes sous-
tendant son action sur la sensibilité a linsuline ne sont pas encore totalement
élucidés. Il a été montré que l'acide palmitique conduisait a une résistance
hypothalamique a 'insuline par l'intermédiaire de l'activation de la PKC-theta (Benoit
et al., 2009). Dans une autre étude, il a été suggéré que les acides gras saturés
favorisent l'insulino-résistance au niveau hypothalamique a travers I'activation des
voies de signalisation de TLR4 (Milanski et al., 2009). Dans ce contexte, nous avons
précédemment montré qu’'une perfusion intra-cerebroventriculaire de résistine
induisait une neuroinflammation suite a Il'activation de la signalisation de TLR4
favorisant I'installation d’une résistance hypothalamique a l'insuline (Benomar et al.,
2013). Ici, nous montrons que la résistine interagit directement avec TLR4 et induit la
phosphorylation de Akt et P38 MAPK comme précédemment décrit au niveau
hypothalamique (Benomar et al., 2013). La résistine induit également I'expression
des cytokines pro-inflammatoires IL6 et TNFa d’'une maniére dépendante de la
phosphorylation de Akt. Les MAP kinases ERK1/2, JNK et P38 sont aussi impliquées
dans l'activation de I'expression du TNFa par la résistine. Cependant, ils n’ont pas
d’effet sur I'expression de IL6, ce qui suggere que I'expression de ces deux cytokines
est régulée différemment par la résistine, mais les mécanismes sous-jacents ne sont
pas connus.D’'une maniére intéressante, nos résultats montrent également que le
traitement par l'acide palmitique amplifie les effets de la résistine concernant la
phosphorylation de Akt et de P38 alors que le DHA n’a pas d’effet sur I'action de la
résistine. L'acide palmitique et la résistine induisent tous les deux une augmentation
de l'expression des cytokines pro-inflammatoires IL6 et TNFa mais aucun effet
synergique n’est observé. Ce résultat suggere que I'acide palmitique et la résistine
utiliseraient les mémes voies concernant la régulation de I'expression de IL6 et
TNFa, qui impliqueraient I'activation du récepteur TLR4. Cependant, il est important
de signaler que le traitement par le DHA prévient totalement I'inflammation induite

par la résistine concernant I'activation de IL6, de TNFa et de NFkB.

Afin d’examiner I'implication de I'acide palmitique sur I'action de la résistine et
'activation de TLR4, nous avons montré que I'acide palmitique, mais pas le DHA,
induit I'expression membranaire de TLR4 et favorise sa translocation au niveau des

radeaux lipidiques. Ces derniers jouent un réle important dans l'activation de la
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signalisation du récepteur TLR4 et favorisent son interaction membranaire avec
d’autres molécules, comme CD14 et MD2, impliquées dans la reconnaissance de
certains de ses ligands, comme le LPS (Pfeiffer et al., 2001; Triantafilou et al., 2004;
Wong et al., 2009). Nous avons étudié par la suite I'effet des deux acides gras sur
l'association de TLR4 et ses adaptateurs intracellulaire TIRAP et MyD88. Nous
avons montré que les traitements par l'acide palmitique et le DHA n’avaient pas
d’effet sur la formation du complexe TLR4/TIRAP/MyD88. Cependant, le traitement
par la résistine favorise cette association et d'une maniere intéressante, I'acide
palmitique potentialise cet effet. Ces résultats suggerent que I'acide palmitique, en
augmentant I'expression de TLR4, potentialise les effets de la résistine sur la
formation du complexe TLR4/TIRAP/MyD88, qui serait favorisé par le recrutement de
TLR4 au niveau des radeaux lipidiques. Ces effets vont par conséquent amplifier la
signalisation de TLR4, se traduisant par une augmentation de la phosphorylation de
Akt, de P38 et de l'activation de NFkB. En effet, I'inactivation de TLR4 ou de MyD88
abolit totalement 'effet de la résistine sur l'activation de Akt. De plus, le DHA prévient
la formation du complexe TLR4/TIRAP/MyD88, qui peut étre expliqué par la
prévention de la translocation de TLR4 au niveau des radeaux lipidiques comme
suggéré dans des études précédentes et qui peut constituer un des meécanismes

anti-inflammatoire exercé par les acides gras polyinsaturés oméga-3.
En conclusion, nos résultats démontrent qu’au niveau neuronal :

e L’acide palmitiqgue, mais pas le DHA, augmente I'expression de TLR4 et altere la
signalisation de I'insuline.

e L’acide palmitique favorise I'activation de marqueurs d’'inflammation alors que le
DHA n’a pas d’effet.

e La résistine, en se liant & TLR4, active ses voies de signalisation et induit
'expression de marqueurs d’inflammation d’'une maniéere Akt dépendante.

e Le DHA protege contre les effets pro-inflammatoires de la résistine.

e L’acide palmitique favorise la translocation de TLR4 au niveau des radeaux
lipidiques.

e L’acide palmitique, contrairement au DHA, potentialise les effets de la résistine et
favorise la formation du complexe TLR4/TIRAP/MyD88 dépendante de la

résistine.
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Conclusion générale :

Ce travail de these a permis de mettre en évidence les mécanismes préventifs
et insulino-sensibilisateurs des acides gras polyinsaturés oméga-3. En effet,
ces derniers préviennent I'inflammation et la résistance a l'insuline induites par les
acides gras saturés en régulant négativement la voie de signalisation du
récepteur TLR4, empéchant ainsi linstallation de la résistance a linsuline. En
effet, les acides gras saturés sont impligués dans le développement de la
résistance a linsuline en augmentant les niveaux d’expression des cytokines
pro-inflammatoires, qui vont activer plusieurs facteurs impliqués dans la régulation
négative de la signalisation de linsuline. De plus, les acides gras saturés
augmentent les niveaux d’expression du récepteur TLR4 ainsi que son
recrutement au niveau des radeaux lipidiques favorisant ainsi son activation.
En effet, dans une situation d’obésité, les niveaux circulants de certains facteurs
pro-inflammatoires, comme la résistine et le LPS, sont augmentés. Ces derniers
agissent le récepteur TLR4. Ainsi, l'augmentation des niveaux d’acides gras
saturés libres au cours de l'obésité pourrait potentialiser les effets de ces deux
facteurs en augmentant I'expression de TLR4. Cependant, les acides gras
polyinsaturés, inhibent les effets des acides gras saturés en prévenant I'activation
des voies pro-inflammatoires et du récepteur TLR4. Cela peut étre expliqué
en partie par linhibition de la translocation de TLR4 au niveau des radeaux

lipidiques membranaires, empéchant ainsi son activation optimale.

Perspectives :

Etude 1 :

Dans cette étude, nous nous sommes focalisés sur les effets insulino-
sensibilisateurs de la microalgue au niveau du foie. Cependant, il serait intéressant
d’étudier l'effet de la microalgue sur la sensibilité a linsuline dans les autres
tissus impliqués dans la régulation de 'homéostasie énergétique (tissu adipeux,

muscle, hypothalamus).

Nous avons montré aussi que la microalgue avait des effets insulino-
sensibilisateurs plus important que ceux de I'huile de poisson et qui seraient dus
a la composition spéciale de la microalgue. En effet, cette derniére, en plus de
sa haute teneur en EPA, est riche en antioxydants. Il serait ainsi judicieux
d’étudier les effets et les
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mécanismes moléculaires impliqués de ses différents composants sur la sensibilité a

I'insuline et I'inflammation.

Au cours de cette étude, nous avons montré l'effet préventif de la microalgue sur
l'installation de la résistance a l'insuline et I'inflammation induites par le régime riche
en acides gras saturés. Toutefois, il serait intéressant d’étudier I'effet curatif de la
microalgue sur la restauration de la résistance a I'insuline induite par le régime riche

en acides gras saturés.
Etude 2 :

Cette étude a été realisée en utilisant un modele de cellules neuronales humaines,
les cellules SH-SY5Y. Cependant, ces mécanismes doivent étre validés dans
d’autres modeles cellulaires (eg cellules hypothalamiques) ainsi que sur des modeles
animaux (eg souris KO TLR4). Cela permettra aussi d’explorer les voies de
signalisation pro-inflammatoires impliquées ainsi que les mécanismes moléculaires
par les quels les acides gras modulent la sensibilité a l'insuline. Il serait également
intéressant de tester d’autres acides gras afin de vérifier leur implication dans les

mécanismes d’inflammation.
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Etude 3: L’activation de la voie résistine / TLR4 au niveau
central altére la signalisation de l'adiponectine ce qui

favorise lI'installation de la résistance a l'insuline et FGF21

Etude 4: La surexpression du microARN 200a dans
I’lhypothalamus des souris ob/ob est liée a I'altération de la

signalisation de la leptine et de I'insuline

Etude 5: Deéveloppement d’outils informatiques pour la
recherche et la prédiction de cibles des petits ARN

régulateurs

Page 154



Page 1 of 36

Diabetes

Central Resistin/TLR4 impairs adiponectin signaling contributing to insulin and FGF21
resistance.

Yacir Benomar'?, Hamza Aminel’z, Délphine Crépinl’z, Sarah Al Rifai'?, Laure Riffault'?,
Arieh Gertler’, Mohammed Taouis'?

Molecular Neuroendocrinology of Food Intake (NMPA), UMR 9197, University Paris-Sud,
Orsay, France; 2 NMPA, Neurosciences Paris Saclay Institute (NeuroPSI), Department
molecules & circuits, CNRS UMR 9197, Orsay, France ; 3 The Institute of Biochemistry,

Food Science, and Nutrition, The Hebrew University of Jerusalem, Rehovot, Israel.

Running title: Resistin, adiponectin and FGF21 crosstalk.

Corresponding author:

Pr. Mohammed Taouis, PHD

Neuroendocrinolgie Moléculaire de la Prise Alimentaire
NeuroPSI UMR9197, University of Paris-Sud

Phone: +33-1-69-15-70-08

Fax: +33-1-69-15-77-26

e-mail: mohammed.taouis@u-psud.fr

Word count: 3996 words

Number of tables and figures: 8



Diabetes

Abstract

Adiponectin, an insulin-sensitizing hormone, and resistin, known to promote insulin
resistance, constitute a potential link between obesity and type2 diabetes. In addition,
Fibroblast growth factor 21 (FGF21) has similar effects as adiponectin in regulating
glucose/lipid metabolism and insulin sensitivity. However, the interplay between adiponectin,
FGF21 and resistin signaling pathways during the onset of insulin resistance is unknown.
Here, we investigated whether central resistin promotes insulin resistance through the
impairment of adiponectin and FGF21 signaling.

We showed that chronic ICV resistin infusion down-regulated both hypothalamic and hepatic
APPL1, a key protein in adiponectin signaling, associated with decreased Akt/APPLI1
interaction and an increased Akt association with its endogenous inhibitor TRB3. Resistin
treatment also decreased plasma adiponectin levels and reduced both hypothalamic and
peripheral expression of adiponectin receptors. Additionally, we reported that ICV resistin
increased plasma FGF21 levels and down-regulated its receptor components in the
hypothalamus and peripheral tissues promoting FGF21 resistance. Interestingly we also
showed that resistin effects were abolished in TLR4 knock out mice and in neuronal cells
expressing TLR4 siRNAs. Our study reveals a novel mechanism of insulin resistance onset
orchestrated by central resistin/TLR4 pathway that impairs adiponectin signaling and

promotes FGF21 resistance.
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INTRODUCTION

Obesity is closely linked to several metabolic disorders including insulin resistance and type 2
diabetes (T2D) (1-6). However, the mechanisms underlying obesity associated insulin
resistance are not fully understood. Recently, an emerging hypothesis suggests that the
alteration of whole body insulin sensitivity could have a starting point in the brain and
precisely in the hypothalamus (7). Indeed, chronic high-fat feeding promotes hypothalamic
resistance to leptin and insulin through an inflammatory-dependent mechanism leading to
impaired energy homeostasis, obesity and insulin resistance (4,7). Furthermore, compelling
evidences indicate that changes in adipocyte-derived factors in obesity, dramatically affect
insulin sensitivity (4-6). Among these adipokines, resistin is described as causal factor for
obesity-induced insulin resistance and T2D. Indeed, the circulating levels of resistin are
increased in obesity promoting both inflammation and insulin resistance (8,10-12). In
addition, serum resistin has been positively correlated to resistin cerebrospinal fluid (CSF)
levels, and increased CSF resistin concentrations have been associated to type 2 diabetes (13).
Resistin is also expressed in the hypothalamus (14) and central resistin modulates food intake
and glucose/lipid metabolism (15-19). Interestingly, we recently reported that central resistin,
via hypothalamic Toll-like receptor (TLR)4, induces overall inflammation and impairment of
insulin responsiveness in rat, bringing first evidences for the crucial role of hypothalamic
Resistin/TLR4 pathway in the onset of whole body insulin resistance and inflammation (20).
Besides resistin, adiponectin has received a special focus because of its insulin-sensitizing,
and anti-inflammatory properties (21,22,24). In obesity, a decrease in plasma adiponectin is
considered as an important risk factor for insulin resistance (24). Conversely, exogenous
adiponectin alleviates chronic inflammation, glucose intolerance and insulin resistance in
obese and diabetic rodents (24,25,26). Adiponectin exerts its effects through two adiponectin

receptors, AdipoR1 and AdipoR2 (24,27). Adiponectin also activates LKB1 (Liver kinase B1)
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/ AMPK (AMP-activated Protein Kinase) signaling pathways promoting then insulin
sensitivity (23,27). Furthermore, the adaptor protein containing pleckstrin homology domain,
and leucine zipper motif 1 (APPLI1) has been implicated in the insulin-sensitizing effect of
adiponectin (27,28). APPL1 is also involved in the insulin-mediated Akt signaling suggesting
a crosstalk between adiponectin and insulin signaling at the level of Akt pathway (27). Recent
studies reported that adiponectin is crucially involved in hypothalamic control of energy
homeostasis (29,30). Additionally, central adiponectin improves glucose tolerance and
reverses hypothalamic inflammation and insulin resistance in obese mice (31). These data
demonstrate that the insulin-sensitizing properties of adiponectin are at least partially related
to a neuroendocrine mechanism that involves central action of adiponectin.

Fibroblast growth factor 21 (FGF21), a metabolic hormone predominantly produced by liver,
has many functional similarities with adiponectin in regulating glucose/lipid metabolism and
insulin sensitivity (34-37). FGF21 acts through a cell-surface receptor composed of a
canonical FGF receptor (FGFR) associated to a co-receptor S-Klotho (KLB) (36-38).
Pharmacologic FGF21 treatment counteracts obesity and its related metabolic disorders
including dyslipidemia, glucose intolerance and insulin resistance (39). In withe adipose
tissue (WAT), a main target of FGF21 actions, FGF21 stimulates glucoses uptake, modulates
lipolysis and enhances adiponectin expression and secretion (34-37,39,40). FGF21 also acts
directly in the hypothalamus to modulate energy balance, and insulin sensitivity (41,42).
Recent studies reported that serum FGF21 levels are elevated in obese rodents and humans
(43-45). In obese mice, the expression levels of FGFRs were also markedly down-regulated.
This blunts the metabolic effects of FGF21 promoting then an obesity-associated FGF21
resistance state (43,44).

Thus, obesity is associated with adiponectin and FGF21 resistances, leading to the impairment

of insulin sensitivity. However, the mechanisms linking obesity to adiponectin/FGF21
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signaling impairment are not yet elucidated. Based on our previous work demonstrating that
central resistin overexposure induces striking alterations of whole body insulin sensitivity, we
hypothesized that resistin could be the missing link. Therefore, we investigated whether
central resistin promotes insulin resistance through the impairment of adiponectin and FGF21
signaling. We show that chronic ICV resistin infusion down-regulated both hypothalamic and
hepatic APPL1 expression associated with decreased Akt/APPL1 interaction and an increased
Akt association with its inhibitor TRB3. Resistin treatment also reduced AdipoR1/R2
expression in the hypothalamus and peripheral tissues. Interestingly, we report that central
resistin, via TLR4, impairs FGF21 signaling through the downregulation of hypothalamic
expression FGF21 and both hypothalamic and peripheral expression of its receptors

promoting FGF21 resistance.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals

Adult male Wistar rats, C57BL6/J mice (Janvier Labs) and TLR4 knockout mice with the
same genetic background (TAAM-UPS44 CNRS, France) were housed individually in
temperature-controlled environment with a 12-h light 12-h dark cycle and unrestricted access
to water and standard diet (SAFE, France). All experimental procedures were performed
according to the institutional guidelines of laboratory animal care and approved by the
governmental commission of animal research.

Chronic intracerebroventricular (ICV) infusion of resistin

Osmotic mini-pumps (Alzet, models 2002 for rats and 1003D for mice) were implanted under
ketamine (150mg/kg) / xylazine (5mg/kg) anesthesia. Brain infusion cannulas were
stereotaxically placed into the right lateral brain ventricle using the following coordinates: 0.8
mm anterior to bregma, 1.5 mm lateral to the midline and 3.5 mm dorso-ventral for rats, and
0.58 mm anterior to bregma, 1 mm lateral, and 2 mm dorso-ventral for mice. The rats were
then infused with either vehicle or resistin (2pug/12pl/day; pumping rate 0.5ul/h) for 14
days. C57BL6/J and TLR4*® mice were infused for 3 days with either vehicle or resistin
(2pg/6pL/day; pumping rate 0.2 puL/h).

Measurement of blood glucose and plasma hormones levels

Blood glucose levels were measured immediately with a blood monitoring system (Accu-
Chek, Roche). Plasma levels of resistin, insulin, leptin, adiponectin and FGF21 were
quantified with ELISA immunoassays according to the manufacturer’s instructions
(Millipore).

Hormones and chemicals

Human resistin was a generous gift of Protein Laboratories Rehovot Ltd. (Rehovot, Israel).

Cell-culture reagents were from Invitrogen. Insulin, and chemicals were from Sigma-Aldrich.
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Immunobilon-FL transfer membranes were from Millipore. Fluorescent secondary antibodies

were from Life Technologies.

Cell culture and stimulation

SH-SY5Y human neuroblastoma cells, and adult mouse hypothalamic (mHypo) cells were
grown in DMEM, and RPMI supplemented with 10% fetal calf serum, 2mM L-glutamine,
100U/ml penicillin, and 100pg/ml streptomycin in 5% CO, atmosphere at 37°C. Serum-
starved cells were incubated for 16 hours in serum-free DMEM in presence or absence of
resistin (200 ng/ml), insulin (100nM), and insulin (100nM) + adiponectin (250 ng/ml). Cells
were then stimulated for 10 minutes with insulin (100nM), adiponectin (250ng/ml) or FGF21
(100nM) to evaluate the impact of chronic treatments on SH-SYSY cell sensitivity to both
insulin and adiponectin.

Western blot analysis

Protein lysates from mice and rats tissues and SH-SYSY cells were analyzed by western-blot
as previously described (20). Immunoblots were incubated with primary antibodies raised
against p-Akt (serine'”)/Akt, p-ERK1/2/ERK1/2, p-IRS-1 (serine®”’)/IRS-1, p-INK/INK,
APPL1, TRB3, B-tubulin (Cell Signaling Technology); IR, AdipoR1/R2, APPL2, TLR4,
PTP1B (Santa Cruz Biotechnology); overnight at 4°C. The blots were then incubated with the
appropriated secondary antibodies, and quantified using the Carestream Molecular Imaging
System 4000MM Pro.

Immunoprecipitation

Protein lysates of rat tissues were incubated with antibodies against Akt overnight at 4°C.
The immune-complexes were precipitated after incubation with a protein A-/protein G-
sepharose mix for 2h at 4°C, and subjected to SDS-PAGE and immunoblotted with anti-
APPLI1, anti-TRB3 and anti-Akt antibodies.

In vitro FGFR21 stimulation on liver membranes
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The in vitro phosphorylation of FGFR1 receptor has been performed as previously described
(25).

In vitro adiponectin stimulation on liver membranes

In vitro adiponectin-dependent activation of liver AdipoR2 was evaluated by analyzing the
AdipoR2/APPL1 co-immunoprecipitation using crude liver membranes following adiponectin

stimulation.

RNA extraction and quantitative RT-PCR

Total RNA from mice and rats tissues and SH-SYSY cells was isolated using TRIzol reagent.
1ug of RNA was reverse transcribed and the cDNAs were submitted to Quantitative real-time
PCR analysis using SYBR Green QPCR system (APPLIED) with specific primers (Table S1).
A ratio of target mRNA/18S amplification was calculated.

siRNA silencing.

A pool of specific siRNA duplexes targeting human TLR4 and APPL1 genes and control
siRNA were purchased from Ambion. Transfection of siRNAs was performed using
lipofectamine 2000 transfection reagent (invitrogen). Down-regulation of APPL1 and TLR4
protein synthesis was monitored by western-blot.

Data analysis and statistics.

Data are shown as means = SEM. Student’s t-test was applied for comparisons between two
groups, whereas ANOVA test was used to compare three or more sets of data, followed by
Fisher post hoc test (Statview Software program). P<0.05 was considered statistically

significant.
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RESULTS

Adiponectin improves insulin signaling in human neuronal SH-SYS5Y cells and mhypo
cells.

We examined the impact of adiponectin on the insulin-dependent phosphorylation of Akt and
ERK1/2. We showed that acute incubation with insulin or adiponectin significantly increased
both Akt and ERK1/2 phosphorylation in SH-SY5Y and mHypo cells (FigurelA and 1D). A
notable synergistic effect of insulin and adiponectin was observed on Akt phosphorylation but
not ERK1/2 phosphorylation (FigurelA and 1D). Cell overexposure to insulin reduced acute
insulin-dependent Akt and ERK1/2 phosphorylation, though the latter was affected to lesser
degree (FigurelB and D). When cells were overexposed to both insulin and adiponectin the
insulin-dependent Akt and ERK1/2 phosphorylation were completely restored (FigurelC and
D). Next we investigated the mechanisms underlying adiponectin protective effect against
insulin resistance. We showed that adiponectin significantly attenuated the insulin-dependent
down-regulation of insulin receptor (IR) at both mRNA and protein levels (Figure2A).
Additionally, chronic exposure of SH-SYSY cells to insulin significantly increased the
serine®’  phosphorylation of IRS-1 (Figure2B), c-Jun N-terminal kinase (JNK)
phosphorylation (Figure2C) and PTP-1B expression (Figure2D), whereas the concomitant
overexposure of cells to insulin and adiponectin markedly reduced JNK and IRS1%""
phosphorylation, and PTP-1B expression to levels comparable to control cells (Figure2B, C
and D).

APPL1 mediates the insulin-sensitizing effect of adiponectin in SH-SYSY cells.

To assess the potential role of APPL1 in the insulin-sensitizing effect of adiponectin, we
generated APPL1-depleted SH-SYSY cells by siRNA-mediated knockdown (Figure3A). Cells
were pre-treated with insulin or insulin+adiponectin prior to insulin or adiponectin stimulation

in the absence or presence of APPL1siRNA (Figure3B). In control cells, both insulin and
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adiponectin induced Akt phosphorylation (Figure3B). Insulin pretreatment reduced Akt
phosphorylation in response to insulin and adiponectin. However, the insulin- and
adiponectin-dependent phosphorylation of Akt was almost completely restored when cells
were pretreated with both hormones, an effect that was completely abolished in APPLI-
suppressed cells (Figure 3B).

To further evaluate the role of APPL1, we investigated its impact on IR expression and JNK
and IRS-1 serine®®’ phosphorylation. We showed that APPL1 siRNA did not affect IRS1-

serine’”’

and JNK phosphoryaltion, and IR expression (Figure3C). Insulin overexposure
reduced IR expression and increased the phosphorylation of JNK and IRS-1°""7 (Figure3C,).
Insulin pretreatment effects were significantly reduced by simultaneous adiponectin
pretreatment or in cells expressing APPL1-siRNA. (Figure3C).

Resistin negatively regulates adiponectin signaling through the down regulation of
APPL1 and AdipoR1 in SH-SH5Y and mHypo cells.

To test the hypothesis whether the promoting effects of resitin on insulin resistance are
mediated by the alteration of adiponectin action, we investigated the crosstalk between
resistin and adiponectin signaling. For this purpose, the effect of chronic exposure to resistin
on adiponectin signaling was studied in SH-SY5Y and mHypo cells. In non-pretreated cells,
adiponectin increased Akt and ERK1/2 phosphorylations (Figure4A and 4B). Pretreatment
with resistin, abolished adiponectin-dependent phosphorylation of Akt and increased the basal
phosphorylation of ERK1/2. Resistin treatment also downregulated APPL1 and AdipoR1
expression, whereas APPL2 and AdipoR2 expression were not affected (Figure4C and 4D).
Furthermore, we showed that TLR4-knock-down (Figure4D) abrogated the resistin-dependent
downregulation of AdipoR1 and APPL1 (Figure4E and 4F) and restored both insulin- and

adiponectin-dependent Akt phosphorylation (Figure4G and 4H)).

Central resistin infusion promotes the down regulation of APPL-1 and AdipoR1/2 in
rats and mice.
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Next we examined whether resistin could affect APPL1, AdipoR1 and AdipoR2 expression.
We showed that Wistar rats chronically (14days) infused by ICV resistin exhibited lower
hypothalamic expression of APPLI1, AdipoR1 and AdipoR2, whereas APPL2 levels remained
unchanged (Figure5A). The protein levels of APPL-1 were also reduced in the liver but not in
the muscle and WAT of resistin-treated rats (Figure5B). Resistin treatment also reduced
AdipoR1/R2 expression in liver, muscle and WAT (Figure5B).

The effect of ICV resistin infusion for 3 days was also tested in wild type and TLR4-KO
mice. ICV resistin reduced hypothalamic expression of APPL1, AdipoR1/R2 in wild type but
not in TLR4-KO mice (Figure5C and 5E). In both strains APPL2 remained unchanged. In
peripheral tissues APPL1/2 and AdipoR1/2 remained unchanged in resistin-treated mice
(Figure5D).

Central resistin infusion impairs the interaction between Akt and its binding partners
APPL1 and TRB3, and AdipoR2/APPL1 association.

We investigated whether ICV resistin infusion affected Akt/APPL1/TRB3 interplay in the
hypothalamus and liver of rats. In the hypothalamus, we revealed the association of Akt with
both APPL1 and TRB3 under the basal condition (Figure6A). In resistin-treated rats,
Akt/APPL1 association was reduced, while Akt/TRB3 interaction was enhanced (Figure6A).
Furthermore, in control rats, insulin treatment increased Akt/APPL1 co-immunoprecipitation
and reduced Akt/TRB3 interaction (Figure6A). Conversely, in resistin-treated rats, the effect
of insulin was abolished (Figure6A). In the liver, ICV resistin abolished the insulin-
dependent association of Akt with APPL1 and increased Akt/TRB3 co-immunoprecipitation
(Figure 6B). Next we investigated the impact of ICV resistin infusion on adiponectin-
dependent association of AdipoR2 with APPL1 in rat liver membranes. We showed that
resistin treatment reduced the co-immunoprecipitation of AdipoR2 and APPL1 in response to

adiponectin stimulation (Figure 6C).
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Central resistin infusion alters FGF21, FGFRs and KLB expressions in the
hypothalamus and peripheral tissues.

Next, we investigated whether central resistin/TLR4 pathways could contribute to FGF21
resistance. Thus, we assessed in mice and rats the impact of ICV resistin infusion on FGF21,
FGFRs and KLB expression in the hypothalamus and peripheral tissues. We showed that
resistin decreased hypothalamic FGF21 expression in rats and mice. Hypothalamic expression
of FGFRI/KLB was also significantly reduced by resistin treatment (Figure7A and 7B). In
mice, ICV resistin also decreased hypothalamic expression of FGFR2 and FGFR3 (Figure7B).
Similarly, in SH-SYS5Y cells, resistin overexposure reduced the expression levels of FGFRI1,
FGFR2 and KLB (Figure 7K).

In peripheral tissues, ICV resistin infusion increased the expression levels of FGF21 in rat
liver and WAT but not in muscle (Figure7D). In addition, FGFR1 was down regulated in both
WAT and muscle but not in liver (Figure7D). The expression levels of KLB and FGFR4 were
attenuated in the WAT of resistin-treated rats, but not in muscle and liver (Figure7D).
Interestingly, ICV resistin reduced WAT adiponectin expression (Figure7E) and plasma
adiponectin levels (Figure7F). In contrast, the circulating levels of FGF21 and glucose were
increased in resistin-treated rats (Figure7G and 7J). Whereas plasma insulin and resistin levels
were not affected (Figure7H and 71). In mice ICV resistin increased plasma levels of FGF21
without changes in the circulating levels of insulin and resistin, and in peripheral expression
of both FGFRs and KLLB (FigureS1).

Next we examined the role of TLR4 in resistin-dependent regulation of FGF21, FGFRs and
KLB gene expressions. TLR4 repression in SH-SYSY cells abrogated resistin effect on
FGFR2 and KLB expression (Figure7K). In addition, the resistin effect on FGFR1 expression
was attenuated in TLR4-suppressed cells (Figure 7K). The resistin-dependent down-

regulation of FGF21, FGFR1 and KLB was abolished in the hypothalamus of TLR4-KO mice
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(Figure7C). We had also shown that resistin overxposure reduced FGF21-dependent
phosphorylation of FGFR1 and ERKI1/2 in SH-SY5Y (figure7L) and mHypo cells
(figure7M). This was associated with a significant decrease of protein expression of FGFR1
(figure7L and 7M). Additionally, Rat chronic ICV resistin infusion significantly reduced

FGF21-dependent phosphorylation of FGFR1in vitro in liver crude membranes (figure7N).
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DISCUSSION

Resistin is a critical factor in obesity-mediated insulin resistance. The molecular mechanisms
mediating its effects are not fully characterized particularly at the neuronal level. This study
reveals novel mechanisms by which central resistin induces whole body insulin resistance,
through the impairment of adiponectin signaling and by promoting FGF21 resistance. We
show that chronic ICV resistin infusion down-regulated hypothalamic and hepatic APPL1
expression reducing then Akt/APPL1 interaction and favouring Akt association with its
inhibitor TRB3. Resistin treatment also reduced hypothalamic and peripheral expression of
AdipoR1/R2. Importantly, we report that central resistin, via TLR4, promoted FGF21
resistance through the downregulation of FGF21 hypothalamic expression and both
hypothalamic and peripheral expression of its receptor components.

Adiponectin increased insulin sensitivity in peripheral tissues (21,22,24). At the central level
the insulin-sensitizing effect of adiponectin remained poorly documented. To investigate
whether adiponectin regulates neuronal insulin signaling, we examined, in SH-SY5Y and
mHypo cells the impact of adiponectin on Akt and ERK1/2. First, we showed that adiponectin
significantly increased Akt and ERK1/2 phosphorylation. We reported a synergistic effect of
adiponectin and insulin regarding Akt phosphorylation suggesting a crosstalk between these
two hormones. This is in good agreement with recent studies showing that adiponectin and
insulin signaling cascades converge on Akt through the adapter protein APPL1, known to
regulate both insulin- and adiponectin-dependent Akt activation (27). Furthermore, we
showed that the overexposure of cells to insulin impaired Akt and ERK1/2 phosphorylation in
response to insulin. Interestingly, when cells were overexposed to insulin and adiponectin, the
insulin-dependent Akt and ERK1/2 phosphorylation were totally restored. This agreed with
previous studies demonstrating an adiponectin-dependent improvement of both hypothalamic

and peripheral insulin sensitivity (27,31). Importantly, the insulin-sensitizing effects of
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adiponectin were abolished in APPLI1-suppressed SH-SYSY cells bringing the first evidence
for the critical role of APPL1 in neuronal adiponectin/insulin crosstalk and in mediating the
insulin-sensitizing effect of adiponectin. We investigated the mechanisms underlying
adiponectin effect on insulin signaling. Previous studies reported that hyperinsulinemia-
induced downregulation of IR is considered as an important mechanism promoting insulin
resistance (46,47). Consistent with these studies, we showed that insulin overexposure
markedly reduced IR expression in SH-SYSY cells. When cells were overexposed to both
insulin and adiponectin the insulin-dependent downregulation of IR was fully reversed.
Adiponectin pretreatment also abolished the insulin-dependent up-regulation of PTP-1B,
known as a promoter of insulin resistance (48). Interestingly, adiponectin treatment decreased
insulin-dependent phosphorylation of JNK and IRS1-serine®”’ phosphorylation known to
impair insulin signaling (49,50). Our findings demonstrate that in insulin resistance state,
adiponectin improved neuronal insulin responsiveness by restoring insulin receptor
expression, suppressing PTP-1B expression and inhibiting both JNK and IRS-1%7"
phosphorylations.

Obesity is associated with hypoadiponectinemia, considered as an important risk factor for
insulin resistance (24). In contrast, plasma levels of resistin are increased in obese insulin-
resistant rodents and humans (8,10,11). Unequivocal, several evidences causally links resistin
to insulin resistance (8,10,11,19,20). The underlying mechanisms remain poorly characterized
particularly at the neuronal level. Therefore, we assessed whether resistin could indirectly
promote insulin resistance through the impairment of neuronal adiponectin signaling. We
show that resistin overexposure dramatically reduced the adiponectin-dependent
phosphorylation of Akt and ERK1/2 in SH-SY5Y and mHypo cells. This could be attributed
to the resistin-dependent downregulation of AdipoR1. We brought the first evidence for a

resistin-dependent downregulation of APPL1. To assess whether resistin action on
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adiponectin signaling is mediated by TLR4, we investigated the impact of resistin
overexposure on adiponectin signaling in TLR4-depleted SH-SYS5Y and mHypo cells.
Consistent with our recent report demonstrating that resistin, through hypothalamic TLR4,
impaired hypothalamic insulin signaling (20), we showed that silencing TLR4 abrogated the
resistin-dependent downregulation of AdipoR1 and APPLI1, and restored insulin- and
adiponectin-dependent Akt phosphorylation. This reveals a new signaling pathway through
which resistin promotes insulin resistance by inducing a TLR4-dependent impairment of
adiponectin signaling in neurons.

We next validated resistin/adiponectin crosstalk in vivo by evaluating the impact of ICV
resistin infusion on the hypothalamic and peripheral expression of APPLI and adiponectin
receptors. We showed that chronic ICV resistin infusion reduced the expression levels of
AdipoR1/R2 in the hypothalamus, liver, muscle and WAT of rats. Importantly, resistin
treatment induced a marked downregulation of APPL1 in the hypothalamus and liver. We
have also shown that ICV resistin reduced liver adiponectin responsiveness of rats as
evidenced by the impairment of AdipoR1/APPL1 interaction. Similarly, we reported in mice,
that ICV resistin infusion for 3 days reduced the expression levels of AdipoR1/2 and APPL1
in the hypothalamus but not in peripheral tissues. The apparent discrepancy of results between
mice and rats may be explained by genotype disparities as well as by the differences on the
duration of resistin treatment. Furthermore, we demonstrated in TLR4-KO mice, that ICV
resistin infusion did not impair APPL1 and AdipoR1/R2 hypothalamic expression, suggesting
a critical role of TLR4 in mediating resistin effects on adiponectin signaling in vivo. These
results suggest that central resistin/TLR4 could promote adiponectin resistance through the
downregulation of AdipoR1/R2 and APPLI at both hypothalamic and peripheral levels
leading to the impairment of adiponectin signalling and the abrogation of the insulin-

sensitizing effects of adiponectin at least in the liver. Our results bring new mechanistic
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explanation of previous findings highlighting that altered expression of APPLI and
adiponectin receptors in obesity reduced adiponectin sensitivity leading to insulin resistance
and T2D (23,24,27).

APPLI1 is an important player in the insulin-mediated Akt signaling. APPL-1 interacts with
Akt and blocks Akt association with its inhibitor TRB3, promoting then Akt activation (27).
Based on these observations, we investigated whether ICV resistin infusion could impair
AKT/APPL1/TRB3 interplay. Interestingly, co-immunoprecipitation analysis showed that
under basal conditions, ICV resistin reduced APPL1/Akt interaction and enhanced Akt/TRB3
association.  Importantly, the insulin-dependent association of APPL1 with Akt was
abolished, whereas the AKT/TRB3 interaction was enhanced in resistin treated animals.
These findings highlight a novel mechanism of central resistin action toward insulin-
dependent Akt phosphorylation through the blockade of Akt/APPLI1 interaction and the
promotion of Akt/TRB3 association.

Another major finding of the present study is the characterization of the underlying
mechanisms that resistin most-likely induced insulin-resistance through the induction of
FGF21 resistance in the hypothalamus and peripheral tissues. Indeed, FGF21 has several
beneficial effects on insulin sensitivity and glucose/lipid metabolism (33-37). Subsequent
studies reported that serum FGF21 levels are elevated in obese rodents and humans (43-45).
Additionally, the expression levels of FGF21 receptors were down-regulated in the liver and
WAT of obese mice leading to metabolic defects of FGF21 suggesting an obesity-associated
FGF21 resistance (43,44). However, the mechanisms whereby obesity induces FGF21
resistance remained unknown. Consistent with these observations, we investigated the impact
of chronic ICV resistin on the expression levels of FGF21 and its receptor components in the
hypothalamus and peripheral tissues. Importantly, we found that ICV resistin infusion

significantly decreased the expression levels of FGF21, FGFR1 and KLB in the hypothalamus
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of mice and rats. Similarly, resistin-treated SH-SY5Y and mHypo cells showed a marked
diminution of FGFR1 and KLB expressions associated with a significant inhibition of FGFR1
phosphorylation suggesting a direct effect of resistin on the modulation of FGFR expression
and activity at the neuronal level. Recently, it has been shown that FGF21 acts directly in the
hypothalamus to modulate energy balance, and insulin sensitivity (41,42). Additionally, mice
lacking KLB gene are refractory to the insulin-sensitizing effects of FGF21 (42). In line with
these reports, we showed that ICV resistin infusion reduced the expression of FGF21 and its
receptor components FGFR1 and KLB in the hypothalamus of rats and mice that could
contribute to the defect of hypothalamic FGF21 signaling. In peripheral tissues, ICV resistin
increases FGF21 expression in the liver and WAT of rats, accompanied by increased
circulating levels of FGF21. This was associated with a marked downregulation of FGFR1
expression in both muscle and WAT, and decreased KLB expression in WAT.

Next we examined the role of TLR4 in resistin-dependent regulation of FGF21 and FGFRs
gene expressions. Interestingly, we found that the repression of TLR4 in SH-SYS5Y cells
almost completely abrogates resistin effects. Importantly, the resistin-dependent
downregulation of FGF21, FGFR1 and KLB in the hypothalamus was abolished in TLR4-KO
mice, suggesting a critical role of TLR4 in mediating resistin effects on FGF21 signaling
cascade in vivo. Recently, it has been reported that FGF21 upregulates WAT adiponectin
expression and secretion and that FGF21 critically depends on adiponectin to exert its insulin-
sensitizing effect (40). Here, we showed that central resistin markedly decreased WAT
adiponectin expression, thereby reducing serum adiponectin levels. This could contribute to
the impairment of the insulin-sensitizing effects of adiponectin in resistin-treated rats.

Thus, we demonstrated that chronic ICV resistin treatment increased blood glucose and

FGF21 levels, and decreased that of adiponectin. Insulin and resistin plasma levels remained
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unchanged. Furthermore, resistin ICV treatment impaired adiponectin action and increased

FGF21 plasma levels promoting then hyperglycemia.

In summary, our study bring new insights concerning the mechanisms involved in resistin-
dependent insulin resistance and provide a novel mechanism by which central resistin/TLR4
pathway promotes whole body insulin resistance, through the impairment of adiponectin

signaling and by promoting FGF21 resistance (Figure8).
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Figure legends:

Figurel. Adiponectin improves insulin-dependent phosphorylation of Akt and ERK1/2
in human neuronal cells SH-SYSY.

(A and D) SH-SYS5Y and mHypocells were serum-starved overnight and treated for 10
minutes with or without insulin (100 nmol/L), adiponectin (250ng/ml) and
insulintadiponectin. Phosphorylation of Akt and ERK1/2 were detected by western blot
analysis with the specific antibodies indicated. Proteins on the blots were quantified by
densitometry. Bar graphs represent the ratios of P-Akt/Akt or P-ERK1/2 / ERK1/2. Serum-
starved SH-SYS5Y and mHypo cells were pretreated for 16 hours without (W/O preT) or with
insulin (100 nmol/L, Ins preT) (B and D), or insulin (100 nmol/L) + adiponectin (250 ng/ml)
(Ins/Adp preT) (C and D) and then stimulated with insulin (100 nmol/L) for 10 minutes.
Phosphorylated Akt and ERK1/2 and their protein levels in cell lysates were detected by
western blot analysis with specific antibodies as indicated. Proteins on the blots were
quantified by densitometry.  Bar graphs represent the ratios of P-Akt/Akt or P-
ERK1/2/ERK1/2. All data are expressed as means = SEM (n=3-6 /group). *P <0.05, **P <
0.01, ***P < 0.001 compared with control.

Figure 2. Adiponectin improves insulin signaling in SH-SYSY cells through the
upregulation of IR, downregulation of PTP1B and inhibition of JNK activation and IRS-
1°*" phosphorylation.

SH-SYSY cells were serum-starved overnight and treated for 16 hours with or without (W/O
preT) insulin (Ins preT, 100 nmol/L), or insulin (100 nmol/L) + adiponectin (250 ng/ml)
(Ins/Adpn preT). Expression levels of IR were evaluated by western blot (A) and SYBR
Green real-time RT-PCR (B). The phosphorylation of IRS-1%"%" (C), JNK (D) and the
protein expression of PTP1B (E) were detected by western blot analysis using specific
antibodies as indicated. Proteins on the blots were quantified by densitometry. All data are
expressed as means = SEM (n=3-6 /group). p values were calculated using the Student’s t test
(**p <0.01, ***p <0.001).

Figure 3. APPL1 mediates the insulin-sensitizing effect of adiponectin in human
neuronal cells SH-SYSY.

SH-SYSY cells were treated with control siRNA or specific siRNA duplexes targeting
APPL1. The protein lysates were then subjected to Western blot analysis. (A) Immunoblot
analysis of APPL1 content in control and small interfering APPL1-treated cells. The results
are expressed as the ratio of APPLI/B-tubulin. (B) Immunoblot analysis of the
phosphorylation of AKT by insulin (100 nmol/L for 10 min) and adiponectin (250 ng/ml for
10 min) in control and APPL1-supressed SH-SYSY, treated for 16 hours with or without
insulin (100nmol/L, Ins preT) or insulin (100nmol/L) + adiponectin (250ng/ml) (Ins/Adpn
preT). C: Immunoblot analysis of the protein expression of IR and the phosphorylation of
JNK,and IRS-1°% in control and APPL1-supressed SH-SYS5Y cells treated for 16 hours with
or without (W/O preT) insulin (100nmol/L, Ins preT) or insulin (100nmol/L) + adiponectin
(250ng/ml) (Ins/Adpn preT). Bar gra(}ahs represent the ratios of IR/B-tubulin, P-JNK (P-
JNK54/46)/ total INK and p-IRS-15"%"/ total IRS-1. All results are means + SEM (n = 3—
6/group). ***P < 0.001 compared with control cells. a,b,c denote significant differences by
ANOVA and Fisher post hoc test at P < 0.05.
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Figure 4. Resistin negatively regulates adiponectin signaling through the down
regulation of both APPL1 and AdipoR1 in SH-SHSY and mHypo cells.

SH-SY5Y and mHypo cells were serum-starved overnight and treated for 16 hours with or
without (W/O preT) resistin (200 ng/ml). (A and B) Control and resistin treated cells were
stimulated for 10 min with or without adiponectin (250 ng/ml). Phosphorylation of Akt and
ERK1/2 were detected by western blot analysis with the specific antibodies indicated.
Proteins on the blots were quantified by densitometry. Bar graphs represent the ratios of P-
Akt/Akt or P-ERK1/2 / ERK1/2. (C and E) Immunoblot analysis of the protein expression of
APPL1, APPL2, AdipoR1 and AdipoR2 in control and resistin treated cells. Results are
expressed as ratio of APPL1/B-tubulin, APPL2/B-tubulin, AdipoR1/B-actin and AdipoR2/(-
actin. (D) mRNA levels of APPL1, APPL2, AdipoR1 and AdipoR2 in control and resistin
treated SH-SYS5Y (200 ng/mL, for 16h). Results were normalized to 18S RNA. SH-SYS5Y
cells were treated with control siRNA or specific siRNA duplexes targeting TLR4 and then
stimulated for 16 hours with or without resistin (200 ng/ml, Res preT). Expression levels of
AdipoR1, AdipoR2, APPL1 and TLR4 were evaluated by western blot (F) and SYBR Green
real-time RT-PCR (G) in control and TLR4 suppressed SH-SYS5Y cells. Phosphorylation of
Akt and ERK1/2 in response to acute (10 minutes) stimulation with insulin or adiponectin
were detected by western blot analysis in control and resistin treated SH-SYSY (H) and
mHypo (I) cells using specific antibodies as indicated. All results are means = SEM (n = 3—
6/group). **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with control cells without any pretreatment
(W/O preT).

Figure 5. Central resistin infusion promotes the down regulation of APPL-1 and
AdipoR1/2 in rats and mice.

Male Wistar rats received an ICV of vehicle or resistin (2ug/12 pL/day; pumping rate 0.5
pL/h) during a period of 2 weeks. At the end of the infusion period, the expression levels of
APPL1, APPL2 AdipoR1 and AdipoR2 were evaluated by western blot and SYBR Green
real-time RT-PCR in the hypothalamus (A) and peripheral insulin-sensitive tissues (B). (C-E)
Male WT C57BL/6J mice or TLR4 knockout mice with the same genetic background were
ICV injected with vehicle or resistin (2ug/6 pl/day; pumping rate 0.25 plL/h) during a period
of 3 days. At the end of the infusion period, mRNA expression of APPL1, APPL2, AdipoR1
and AdipoR2 were evaluated by SYBR Green real-time RT-PCR in the hypothalamus (C) and
peripheral insulin-sensitive tissues (D) of WT mice and in the hypothalamus of TLR KO mice
(E). All data are expressed as means = SEM (n=3-6 /group). p values were calculated using
the Student’s t test. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with vehicle.

Figure 6. Central resistin infusion impairs the interaction between Akt and its binding
partners APPL1 and TRB3, and AdipoR2/APPL1 association. Male Wistar rats were
treated intracerebroventricularly with or without resistin (2ug/12 pl/day; pumping rate 0.5
uL/h) for 14 days. At the end of the infusion period, vehicle and resistin-treated rats received
IP human insulin (1 U/kg of body weight) or saline bolus 30 min before euthanasia. Protein
lysates from hypothalamus and liver were subjected to immunoprecipitation/immunoblot
(IP/IB) analysis to detect the interaction between Akt, APPL1 and TRB3 in the hypothalamus
(A) and liver (B) using specific antibodies as indicated. (C) Is a representative immunoblot of
APPL1 and AdipoR2 co-immunoprecipitation in rat liver crude membranes.
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Figure 7. Effect of chronic resistin treatment on FGF21, FGFRs, BKlotho and
adiponectin expressions.

Male Wistar rats received an ICV of vehicle or resistin (2ug/12 pl/day; pumping rate 0.5
pL/h) during a period of 2 weeks. Male WT C57BL/6J mice or TLR4 knockout mice with the
same genetic background were ICV injected with vehicle or resistin (2ug/6 pL/day; pumping
rate 0.25 pL/h) during a period of 3 days. Serum-deprived SH-SY5Y and mHypo cells were
treated for 16 hours with or without resistin ( 200 ng/ml). At the end of the treatment period,
relative mRNA expression levels of FGF21, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FGFR4 and BKlotho
were evaluated by SYBR Green real-time RT-PCR in the hypothalamus of rats (A), wild type
mice (B) and TLR4 KO mice (C) and in peripheral insulin-sensitive tissues of rats (D).
mRNA levels of adiponectin in WAT (E) and plasma levels of adiponectin (F) and FGF21
(G), insulin (H), resistin (I) and glucose (J) in vehicle and resistin treated rats. mRNA
expression of FGF21, FGFRs and BKlotho in control and TLR4-suppressed SH-SY5Y cells
(K). Representative immunoblot analysis of FGF21-dependent phosphorylation of FGFR1
and ERK1/2 in SH-SHS5Y (L) and mHypo (M) cells treated with or without resistin for 16h.
(N) FGFR1 phosphorylation on liver crude membranes from vehicle and resistin treated rats .
All data are expressed as means £ SEM (n=3-6 /group). *P <0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005
compared with vehicle-treated animals or control SH-SY5Ycells.

Figure 8. Schematic illustration of resistin/TLR4-dependent impairment of adiponectin
and FGF21 signaling in the hypothalamus and peripheral insulin-sensitive tissues.
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Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 5.
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Figure 6.
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Figure 8.
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Gene Forward primer (5'—3') Reverse primer (5'—3’)
hAdipoR1 humain| TTCTTCCTCATGGCTGTGATGT AAGAAGCGCTCAGGAATTCG
hAdipoR2 humain] ATAGGGCAGATAGGCTGGTTGA GGATCCGGGCAGCATACA
hAppl1 humain| GACATCAAGCGGGAGAAGTG GCCAGTCCAACAGAATCACA
hAppI2 humain| AAAGGAGAATGAGAAGGTGAAGA |TGAAGGGAGGAGAGGTGC
hg-actin humain] ATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAG |AGGAAGGAAGGCTGGAAGAGTG
hFGF21 humain| TTCTGTGCTGGCTGGTCTTC TGGGCTTCTGTCTGCTGCTGG
hFGR1 humain] CATCACGGCTCTCCTCCAG CGGTTGGGTTTGTCCTTGTC
hFGR2 humain| TCTTCACTTTAGGGGGCTCG TCCATTCTGTGTCCTTCCTTCA
hFGFR3 humain] GAGATGACGAAGACGGGGAG CAGGAGATGGAGGGAGTGG
hFGFR4 humain] CGCTCTCCTTCCCAGTCC CCAGCCAAAGTCAGCAATC
hpKlotho humain| CACATTTCCGCCCACATCAG GCAAACCATCCAAGCACAGA
hIR humain| GAGAAGGTGGTGAACAAGGAGTC |CCGTGAAGTGTCGCAAGCC
hTLR4 humain] CTGCGTGGAGGTGGTTC TGGTTGAGAAGGGGAGGTTG
r18S rat TCCCCGAGAAGTTTCAGCACATCC |CTTCCCATCCTTCACGTCCTTCTG
rAdipoR1 rat GCTGGCCTTTATGCTGCTCG TCTAGGCCGTAACGGAATTC
rAdipoR2 rat CCACAACCTTGCTTCATCTA GATACTGAGGGGTGGCAAAC
rAppl1 rat TCACTCCTTCCCCATCTTTCC GTTCGTGCTGTTGGTGGTC
rAppl2 rat TGTTCATCGTTCGGTTTTTGGG ACTTGTCGCATCGCTTCATA
rg-actin rat CTATCGGCAATGAGCGGTTCC TGTGTTGGCATAGAGGTCTTTACG
rFGF21 rat TGTGGGTCTGTCTCCTGC TGGGCTTCGGTGTCCTG
rFGFR1 rat TGGCACCTGAGGCATTGTT AAGAGCACCCCAAAGACCAC
rFGFR2 rat ACCAACTGCACCAATGAACTGT TTAAACGTGGGCCTCTGTGA
rFGFR3 rat TGCCTGCTGACCCCAAGT CCTGTCCAAAGCAGCCTTCT
rFGFR4 rat CCGGCCAGACCAAACC TCAGGTCTGCCAAATCCTTGT
rpKlotho rat GACGAGGGCTGTTTTATGTGG TAATGAGCGGAGGACTTGGG
rIR rat TGCCACCAATCCTTCCGTTCC TCCTCCGCCTGCCTCTCC
rTLR4 rat CTGGGGAGGCACATCTTCT TTTTCCATCCAACAGGGCTT
rAdiponectin |rat TGGAGAGAAGGGAGAGAAAGG TGAGCGATACACATAAGCGG
m18s mouse |GTGGGCCTGCGGCTTAAT GCCAGAGTCTCGTTCGTTATC
mAdipoR1 mouse |GCTGGCCTTTATGCTGCTCG TCTAGGCCGTAACGGAATTC
mAdipoR2 mouse |CCACAACCTTGCTTCATCTA GATACTGAGGGGTGGCAAAC
mAppl1 mouse | AGCAACACACCTGACTTCG CCCCCAAAGGAAAACGCTG
mAppl2 mouse |GGAGAACGAGAAGGCGAAGA ACTGAAGGGATGAGAGGTGC
mg-actin mouse |TGAGAGGGAAATCGTGCGTGAC GCTCGTTGCCAATAGTGATGACC
mFGF21 mouse |TACCAAGCATACCCCATCCC TGTCCTTGGTCGTCATCTGTGT
mFGFR1 mouse |TGTTTGACCGGATCTACACACA CTCCCACAAGAGCACTCCAA
mFGFR2 mouse |TCGCATTGGAGGCTATAAGG CGGGACCACACTTTCCATAA
mFGFR3 mouse |GCATCCTCACTGTGACATCAAC CCTGGCGAAGTACTGCTCAAA
mFGFR4 mouse |CGCCAGCCTGTCACTATACAAA CCAGAGGACCTCGACTCCAA
mpKlotho mouse |CTCTGTGCTTGGATGGTTCG CCTCACCTCCTCCTTCTCTG
mTLR4 mouse |CTGGGGAGGCACATCTTCTGG TGCCGTTTCTTGTTCTTCCTCTGCT

Table S1. List of PCR primers used in this study.
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Early in life, leptin plays a crucial role in hypothalamic neural organization. Leptin, most likely, controls
neural gene expression conferring then specific phenotype regarding energy homeostasis. MicroRNAs are
new regulators for several physiological functions, including the regulation of metabolism. However, the
impact of leptin on hypothalamic microRNA patterns remains unknown. Here, we demonstrate that
miR-200a, miR-200b and miR-429 are up-regulated in the hypothalamus of genetically obese and leptin
deficient obf/ob mice. Leptin treatment down-regulates these miRNAs in ob/ob hypothalamus. The

f;[ei{ ‘;‘g{gﬁs hypothalamic silencing of miR-200a increased the expression level of leptin receptor and insulin receptor
Insulin-resistance substrate 2, reduced body weight gain, and restored liver insulin responsiveness. In addition, the overex-
Obesity pression of pre-miR-200a in a human neuroblastoma cell line impaired insulin and leptin signaling. These
Neurons findings link the alteration of leptin and insulin signaling to the up-regulation of hypothalamic miR-200a
Signaling which could be a new target for treatment of obesity.

Liver © 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Leptin is a cytokine mainly synthesized and secreted by adipo-
cytes (Zhang et al., 1994; Frederich et al., 1995). Plasma leptin lev-
els are correlated with Body Mass Index, and leptin is involved in
many biological functions including the central control of energy
homeostasis (Huang and Li, 2000). However, leptin has different ef-
fects depending upon the developmental stage. Early in life, this
pleiotropic adipocyte-derived cytokine acts as an essential neuro-
trophic factor along the development of the hypothalamic circuits
regulating metabolic homeostasis (Bouret et al., 2004a,b). Later in
life, leptin through its binding to specific OBRB receptors (long iso-
form of leptin receptor) especially abundant in the arcuate nucleus
triggers the concerted signaling pathways within complex neural
networks modulating the metabolism through the control of sati-
ety and energy expenditure (Pinto et al., 2004). In the new-born,
leptin production and effects are independently regulated of body
fat size. A leptin surge occurs in the developing rodent during the
second week of life which is not related to the regulation of food
intake (Devaskar et al., 1997; Ahima et al., 1998). At this stage,

* Corresponding author. Address: Laboratoire de Neuroendocrinologie Molécu-
laire de la Prise Alimentaire (CNPS), UMR 8195 CNRS Université Paris Sud IBAIC, Bat.
447, Orsay cedex F-91405, France. Tel.: +33 1 69 15 70 08; fax: +33 1 69 15 70 74.

E-mail address: mohammed.taouis@u-psud.fr (M. Taouis).

0303-7207/$ - see front matter © 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.mce.2013.12.016

leptin regulates metabolic rate and hypothalamic neuropeptides
expression but not food intake (Mistry et al.,, 1999; Ahima and
Hileman, 2000; Proulx et al., 2002). This has been attributed to
the fact that hypothalamic neural network maturation begins in
rodent after birth at D6 and is not fully achieved until the end of
the second postnatal week (Bouret et al., 2004a,b). During this per-
iod, neuronal projections from the ARC are developing to reach and
connect to the other major sites of food intake regulation particu-
larly the paraventricular and dorsomedial nuclei as well as the lat-
eral hypothalamic area. In addition, leptin exerts a direct
neurotrophic action to induce hypothalamic maturation in ARC ex-
plants of newborn mice (Bouret et al., 2004a). In ob/ob mice, lack-
ing leptin gene expression, the hypothalamic neural organization
and circuitry are impaired; and interestingly the neuronal develop-
ment and the metabolic phenotype can be rescued by supplemen-
tation with leptin (Bouret et al., 2004b; Bouret and Simerly, 2004).
These effects are most likely attributed to changes in gene expres-
sion involved in neural development and plasticity. Furthermore,
we have previously shown that leptin blockade early in life predis-
pose to obesity at the adulthood (Attig et al., 2008). Thus, leptin
deficiency or dysfunctions early in life could lead to profound
changes in gene expression including coding (mRNA) and small
non-coding (microRNA) RNA expression patterns in hypothalamic
nuclei. Recently, microRNAs have emerged as powerful regulators
of gene expression at the post-transcriptional level (Bartel, 2004).
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Bioinformatics’ tools using pair-base analyses estimate that one
miRNA can recognize several hundreds of predicted targets and
one mRNA could be targeted by several miRNAs (Krek et al.,
2005). MicroRNAs are implicated in development (Fiore et al.,
2008) and different pathologies such as cancer, cardiovascular dis-
eases, psychological disorders, and others (Wienholds and Plasterk,
2005; Krutzfeldt and Stoffel, 2006; Poy et al., 2007; Lu et al., 2005).
Furthermore, compelling evidence has demonstrated the regula-
tory role of miRNAs in energy metabolism and liver functions
(Poy et al., 2004). MiRNAs are also implicated in neuronal develop-
ment, dendritic spine formation, synaptic plasticity (Schratt et al.,
2006) as well as in the regulation of signaling pathways (Inui
et al., 2010). Furthermore, the deletion of ribonuclease III Dicer1,
endoribonuclease crucial for miRNAs maturation, in POMC neurons
led POMC neuron death and to obesity (Greenman et al., 2013; Sch-
neeberger et al., 2012). We have also showed that microRNAs are
differently distributed in hypothalamic nuclei such as ARC and
PVN (Amar et al., 2012). However, the impact of leptin on hypotha-
lamic miRNAs expression pattern and the consequences on energy
homeostasis regulation are still unknown.

Since, each miRNA is able to control several genes, the changes
in the expression profile of miRNAs in a specific brain region espe-
cially in the hypothalamus may significantly affect its functionality
or/and organization altering then energy homeostasis control.
Furthermore, the effect of leptin on miRNA but also the effect of
hypothalamic miRNAs on leptin/insulin responsiveness is un-
known. Therefore, in the present study, we aim to determine the
role of leptin in regulating hypothalamic miRNA expression pat-
tern using leptin-deficient ob/ob mice and attempt to recover ob/
ob mice metabolic dysfunctions by specifically repressing the over-
expressed miRNA. Here, we report the hypothalamic overexpres-
sion of miR-200-a in ob/ob mice and importantly, its blockade
restores both leptin and insulin signaling in the hypothalamus
but also in the liver.

2. Experimental procedures
2.1. Animal models

Male adult (9 week-old) obese Lep°/°® C57BL/6 mice (ob/ob)
(n=5), normal control C57BL/6 mice (ob/+) (n=5), diabetic
C57BL/Ks]J@Rj-db (db-db) (n=5) and normal control C57BL/
KsJ@Rj-db (db/+) (n=5) were housed in temperature-controlled
environment with a 12 h light/dark cycle and free access to water
and a standard chow diet. Experiments were performed according
to European legal requirements (Decree 86/609/EEC). The hypo-
thalamus and liver were rapidly isolated and immediately im-
mersed in liquid nitrogen and stored at —80°C until used for
subsequent analysis.

2.2. miRNA isolation and TagMan miRNA arrays

Total RNA (with microRNA) was extracted from hypothalamic
using a mirVana miRNA isolation kit (Applied Biosystems) accord-
ing to the manufacturer’s instruction. TagMan miRNA Arrays were
performed on RNAs pool from ob/ob and normal control ob/+ mice.
RNA quantity and purity were determined using a NanoDrop-1000
spectrophotometer. cDNA was synthesized using Multiplex RT Ro-
dent Primer Pool A and B (Applied Biosystems). Resulting cDNA
was then loaded onto two arrays cards (A and B) for each sample.
The card set was run on the ABI 7900HT real time PCR system
which measured expression levels of 524 different mouse miRNAs.
All miRNAs with Cycle threshold (Ct) values greater than 35 were
considered to be nonspecific (undetectable) (Schmittgen et al.,
2008) and excluded from analysis. Using this filtering analysis,

Table 1

MiRNAs differentially expressed in Lep®°® C57BL/6 (ob/ob) and control C57BL/6
mice (ob/+). Fold change of differentially expressed miRNAs indicates expression
levels in ob/+ compared to ob/ob mice (RQ-relative quantification). Underlined
miRNAs have been validated by qRT-PCR.

miR name Up-regulated miRs miR name Down-regulated miRs
ob/+ ob/ob ob/+ ob/ob

miR-345-3p 1 9.30 miR-503 1 -1.42

miR-200a 1 7.41 miR-542-3p 1 -1.72

miR-200b 1 3.19 miR-127" 1 -1.84

miR-322° 1 3.06 miR-501-5p ! -2.48

miR-448 1 2.70

miR-429 1 2.63

miR-182 1 253

miR-27a’ 1 236

miR-184 1 217

miR-296-3p 1 2.10

miR-449a 1 1.98

miR-16 1 1.98

Let-7i 1 1.81

miR-295 1 1.79

miR-451 1 1.79

miR-450a-5p 1 1.77

miR-764-5p 1 1.75

miR-23b 1 1.74

miR-200c 1 1.73

miR-204 1 1.71

miR-701 1 1.71

miR-20b 1 1.70

miR-345-5p 1 1.69

miR-148b 1 1.69

miR-496 1 1.67

miR-15b 1 1.65

miR-300" 1 1.62

miR-877 1 1.61

miR-409-5p 1 1.61

miR-380-5p 1 1.59

miR-218 1 1.59

miR-124" 1 1.55

miR-192 1 1.55

miR-195 1 1.54

miR-133a 1 1.53

miR-34c 1 1.52

miR-34b-3p 1 1.52

196 miRNAs were removed. SnoRNA-135, snoRNA-202 and snoR-
NA-429 used as the endogenous control and all TagMan miRNA Ar-
rays data was subsequently normalized to these miRNAs. The
multiple comparisons were used to examine the significance of
miRNAs regulated in each experimental condition compared with
that of the untouched control group. Results were normalized as
previously described by Mestdagh et al. (2009) and D’Haene
et al. (2012).

2.3. Intracerebroventricular infusion of ant-miR-200a

The mini-osmotic pumps (Alzet, model 1002), were implanted
under ketamine (150 mg/kg, Virbac, France) anesthesia with xyla-
zine (5 mg/kg, Rompun, Bayer Puteaux, France). The brain infusion
cannula was implanted to the right lateral ventricle by the aim of a
stereotaxic frame using the following coordinates: 0.58 mm ante-
rior to bregma, 1 mm lateral, and 2 mm dorso-ventral. The cannula
was fixed to the skull with stainless steel screws and dental ce-
ment. The osmotic pumps were housed in a subcutaneous pocket
in the mid-scapular area of the animal’s back. Mice received either
saline (0.9%) or anti-miR-200a phosphorotiate (Qiagen, France)
(2.6 png/day or 2 nmol/day) for 14 days. This dose was chosen
according to Lu et al. (2011) and to Lennox and Behlke (2010).
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Body weight and food intake were daily measure and especially
between days 10 and 14 of the infusion.

Leptin treatment

Ob/+ and ob/ob mice received 5 mg/kg/day of rat recombinant
leptin (Shpilman et al., 2011) through ip injection as previously
described (Halaas et al., 1995) during 11 days.

2.4. Glucose tolerance test

Following ICV infusion of control or anti-miR-200a, overnight
fasted mice received intraperitoneally 1.5 g glucose/kg of body
weight and then glycemia was determined through the tail vein
in a time course manner.

2.5. Reverse transcription and real-time PCR for microRNA

The expression of miRNAs was measured by quantitative
reverse transcription PCR using TagMan MicroRNA Assays. The
TagMan MicroRNA Assays was performed on five ob/ob mice and
five ob/+ mice. The PCR primer pairs for miR-345-3p, miR-200aq,

miR-200b, miR-322*, miR-448 and miR-429 were obtained commer-
cially from Applied Biosystems. In brief, complementary DNA was
synthesized from total RNA by using the gene-specific primers
according to the protocol of TagMan MicroRNA Assays (Applied
Biosystems). Reverse transcriptase reactions contained 25 ng of
RNA samples, 50 nM stem and loop RT primer (TagMan Micro
RNA Assays; Applied Biosystems) and reagents from a TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Real-
time PCR was performed by using a PCR primer (TagMan MicroR-
NA Assays; Applied Biosystems) and reagents of TagMan Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) in a StepOne apparatus
(Software Version 2.1, Applied Biosystems). The 20 pL PCR reaction
mixture included 2 p RT product, 10 pL buffer TagMan Universal
Master Mix (Applied Biosystems), and 1 pL PCR primer (TagMan
MicroRNA Assays; Applied Biosystems). These reaction mixtures
were incubated at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of
95 °C for 15 s, 60 °C for 60 s. The expression levels of miR-345-3p,
miR-200a, miR-200b, miR-322*, miR-448 and miR-429 in each sam-
ple were measured in terms of threshold cycle (Ct) value and nor-
malized to U87 or U6, which was used as an internal control. The
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Fig. 1. miR-200a, miR-200b and miR-429 expression in the hypothalamus of ob/ob and db/db mice. Real-time RT-PCR analysis of differentially expressed miRNAs identified by
TLDA was assessed in the hypothalamus of ob/ob and d/db mice. Triplicate assays were carried out for each RNA sample (n = 5), and the absolute expression of each miRNA
was normalized to U87 (panel A) or U6 (panel B) in ob/ob mice. The relative amount of each miRNA was normalized to U87 in db/db mice (panel C). The error bars show the
SEM and * indicates significant differences between ob/ob or db/db and WT groups with p < 0.05.
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relative quantitative was determined using the 2(-2A method.
The results were as absolute expression levels. For db/db, results
were normalized to U87 and expressed as RQ (since the same re-
sult was obtained when expressed as absolute expression level).

2.6. Reverse transcription and real-time PCR

Hypothalamus and differentiated human neuroblastoma cell
line (SH-SY5Y) were homogenized in TRIzol® LS reagent (Invitrogen,
France) with the homogenizer Precellys 24/Cryolys®. RNAs were
extracted with phenol/chloroform, precipitated with isopropanol
and stored at —80°C. RNAs (1 pug) were reverse transcribed
(F-572L M-Mulv, Finnzymes, France) and amplified by real-time
PCR (Step-One, Applied Biosystems, Foster City, California, USA)
using adequate primers. For insulin receptor (IR sens GCCGCT-
CCTATGCTCTGGTATC and IR antisens GAGTGATGGTGAGGTTGTGTTTG),
human Fog2 human (sens AAGAAAGCAAAAGGAGCCGACCAG and
antisens (AGCACACCCATTTGAGGAAGCC), mouse Fog2 (sens-
CCTCCTCAAATGGGTGTGCCGT and antisens CATCTTCGTGCTGGG-
TATTCTGGG), NPY (sens TTTCCAAGTTTCCACCCTCATC and antisens
AGTGGTGGCATGCATTGGT) and POMC (sens GGCTTGCAAACTC-
GACCTCT and antisens TGACCCATGACGTACTTCCG).

We have used the Fast SyberGreen Master Mix, whereas for
ObRb, irs-2 and p-actin we have used Tagman probes and primers
designed by Applied Biosystems. Relative cDNA quantities were
calculated from cycle thresholds (Ct) and normalized with the
housekeeping gene B-actin using the 2—Ct method (Poy et al.,
2007).

2.7. Luciferase assay

The 3’-untranslated regions of mouse irs-2 and ObRb including
the potential target site for miR-200a were ligated into the pmirGlo
vector (Promega). The 3’-untranslated region of irs-2 was
obtained by the annealing of sense (5'-AAAC TAGCGGCCGCCAG-
TTATTAAACAGTGTTTTCTITIT T-3') and antisense (5-CTAGA
AAAAAGAAAACACTGTTTAATAACTG GCGGCCGC TA GTTT-3') oligo-
nucleotides; The 3’-untranslated region of ObRb was obtained by
the annealing of sense (5-AAACTA GCGGCCGC ACACTATTTGCC
CTTCAGTATTT T-3') and antisense (5-CTAGA AAATACTGAAGGGC
AAATAGTGT GCGGCCGC TA GTTT-3’) oligonucleotides; that in-
clude Pmel and Xbal restriction sites, in addition to an internal
Not1 site necessary for the control of the ligation to pmir Glo vec-
tor. As, negative control similar oligonucleotides were used with a
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mismatch into the miR-200a target site. The pmirGlo-irs-2 3'UTR,
pmirGlo-irs-2 3'UTR mismatch, pmirGlo-ObRb3’-UTR, pmirGlo-
ObRb3’UTR mismatch (or scrambled) and control vector containing
B-galactosidase with cytomegalovirus promoter were then trans-
fected into CHO (Chinese Hamster Ovary) cells with or without
pre-miR-200a. Luciferase activity was measured 48 h after transfec-
tion using the Dual-Light Chemiluminescent Reporter Gene Assay
System (Applied Biosystems, France) following the manufacturer’s
instructions. Luciferase activity was read using Mithras LB 940
(Berthold Technologies).

2.8. In vitro insulin stimulation on liver membranes

500 pg of liver from ob/ob, ob/+ and ob/ob treated with anti-
miR200a were homogenized in 1 mL of buffer A (0.32 M sucrose,
2 mM HEPES pH 7.4, protease and phosphatase inhibitor cocktail)
with Precellys 24/Cryolys® (2 x 20 s). Homogenates were then di-
luted at 10% w/v in buffer A and centrifugated 5 min at 1000g at
4 °C. Supernatants were kept and pellets were re-suspended in
1 mL of buffer A and centrifuged 5 min at 1000g at 4 °C. The two
supernatants were mixed and centrifuged 20 min at 1000g at
4 °C. Pellets were then re-suspended in 1 mL of lysis buffer B
(2 mM HEPES pH 7.4, 50 uM Ca?", protease and phosphatase inhib-
itor cocktail (see above)), lysed in ice during 30 min and centri-
fuged 20 min at 20,000g at 4 °C. Pellets were suspended in buffer
C (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM MgCl,, 2 mM EGTA, protease
and phosphatase inhibitor cocktail) and stored at —80 °C. Protein
concentrations of the resulting lysates were determined using a
protein assay kit (BCA™ Protein Assay Kit, Thermo Scientific,
France).

2.9. Overexpression of miR-200a in SH-SY5Y cells

The human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) was obtained
from Dr.B. Dufy (UMR 5543, CNRS, and University of Bordeaux,
France). Cells were differentiated for 15 days with retinoic acid as
previously described (Benomar et al., 2005). Serum-starved cells
were transfected with pre-miR-200a Cells were transiently
transfected with pre-mi-RNA 200a (chemically modified double-
stranded RNAs that mimic endogenous miR-200a, Life Technolo-
gies) or Pre-miR Negative Control (a random sequence miRNA mi-
mic molecule that has been extensively tested in human cell lines
and tissues and validated to not produce identifiable effects
on known miRNA function) using Lipofectamine RNAiMax
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Fig. 2. Leptin regulates hypothalamic miR-200a, miR-200b and miR-429 expression levels. Ob/ob and WT mice received during 11 days 5 mg/kg of leptin and then
hypothalamic miR-200a, miR-200b and miR-429 expression levels were determined by quantitative RT-PCR normalized to U87. Triplicate assays were carried out for each RNA
sample (n=>5). The error bars show the SEM and * indicates significant differences between ob/ob mice treated with saline and those treated with leptin, * indicates

significant differences between WT and ob/ob mice treated with saline with p < 0.05.
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Fig. 3. miR-200 targets IRS-2 and leptin receptor. The sequence alignment of 3'UTR IRS-2 (panel A) and 3'UTR leptin receptor (panel B) was performed using ClustralWw
software and the predicted duplexes with miR-200a were extracted from PICTAR and TargetScan databases as well as the free energies of the predicted duplexes. (Panel C)
Target site of 3'UTR region of IRS-2 or mismatched target site were cloned into pmirGlo dual luciferase vector was transfected into CHO (Chinese Hamster Ovary) cells and
luciferase activity determined following the overexpression or not of pre-miR-200a. Triplicate independent assays were carried (n =3). The error bars show the SEM.
* Indicates significant differences (p < 0.05) between cells expressing 3'UTR IRS2 construct and cells expressing 3'UTR IRS-2 construct in the presence of miR-200a.

(Invitrogen). Following transfection, cells were starved overnight
and then total RNA extracted as described previously. Using qRT-
PCR, miR-200a and ObRb expressions were measured as described
above. For insulin signaling analysis starved cells were incubated
in the presence or absence of insulin (10 nM) for 10 min and
then solubilized proteins were subjected to Western blot using
adequate antibodies to reveal phosphorylated AKT and then
normalized to total AKT.

2.10. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using ANOVA to detect
significant intergroup differences. Data are presented as mean-
s +SEM, and p <0.05 was considered statistically significant. For
glucose tolerance test ANOVA test has been performed and
p < 0.05 was considered statistically significant. For statistical anal-

ysis performed in SH-SY5Y cells when comparing non-transfected
cells to cells transfected with per-miR-200a t-test analysis was
performed.

3. Results

3.1. Distinctive miRNA expression patterns in the hypothalamus of
ob/ob mice

To investigate the potential impact of leptin on hypothalamic
microRNA expression pattern, we have performed a large-scale
expression analysis using Tagman Low Density Arrays (TLDA)
methodology to analyze 524 rodent mature miRNAs on the hypo-
thalamus of five ob/ob mice and five C57BL/6 (ob/+) mice (served
as controls), respectively (supplemental Table 1). As shown in
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Table 1, the relative expression of only 11 out of 524 miRNAs were
significantly (p < 0.05) modified in the hypothalamus with a fold
change of at least 2 when comparing ob/ob to C57BL/6 mice. In
particular we found ten miRNAs that are over-expressed in the
hypothalamus of ob/ob mice as compared to ob/+ mice (miR-345-
3p, miR-200a, miR-200b, miR-322*, miR-448, miR-429, miR-182,
miR-27a*, miR-184, miR-296-3p) and only one miRNA was down-
regulated-expressed in ob/ob mice.

We have selected 7 miRNAs for RT-PCR validation with a fold
change of at least 2.6. Real time PCR confirmed the over-expression
of miR-200a, miR-200b and miR-429 in ob/ob mice as compared to
ob/+ mice and expressed as absolute expression normalized to
U87 and U6, respectively (Fig. 1A and B), whereas miR-322*, miR-
345-3p, miR-448 and miR-501-5p were not confirmed.

3.2. miR-200a is over-expressed in db/db mice

As we have shown that the lack of circulating leptin is associ-
ated with significant over-expression of miR-200a, miR-200b and
miR-429 and with slight but no significant over-expression of
miR-448 in the hypothalamus, we investigated whether the alter-
ation of leptin signaling is also associated with changes of these
miRNAs. Thus, we determined by qRT-PCR the expression of miR-
200a, miR-200b, miR-429 and miR-448 in the hypothalamus of db/
db mice, a model that exhibits a non-functional leptin receptor
leading to impaired leptin signaling. As shown in Fig. 1C, miR-
200a was significantly over-expressed in db/db mice as compared
to db/+ mice, whereas the expression levels of miR-200b, miR-429
and miR-448 were not significantly increased.

3.3. Impact of leptin on miR-200a, miR-200b and miR-429 expression

Since miR-200a, miR-200b and miR-429 are up-regulated in ob/
ob mice as compared to ob/+, we hypothesized that leptin may
be involved in the regulation of miR-200a, miR-200b and miR-429
hypothalamic expression. Thus, ob/ob and ob/+ mice received
5 mg/kg/day of leptin during 11 days and body weight was mea-
sured and the hypothalamic expression of miR-200a, miR-200b
and miR-429 was determined by qRT-PCR. As expected, leptin
treatment reduced body weight gain in ob/ob and ob/+ mice by
18.2% and 20.2%, respectively. Importantly, leptin treatment signif-
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icantly reduced hypothalamic expression of miR-200a (Fig. 2A),
miR-200b (Fig. 2B) and miR-429 (Fig. 2C) in ob/ob mice but not in
ob/+mice.

3.4. Irs-2 and ObRDb are targets of miR-200a

Based on three computer-aided algorithms, including Target-
Scan, miRanda, and PicTar, irs-2 and ObRb genes are among poten-
tial targets of miR-200. Fig. 3 shows the conserved regions on
3'UTR of irs-2 (panel A) and ObRb (panel B) that are potential tar-
gets of miR-200 with also the structure of predicted duplex and
the free energies. To verify the direct effect of miR-200a on irs-2
and ObRb expression, the conserved 3'UTR region of irs-2 and obrb
miR-200a target sites have been inserted in 3’ region of the firefly
luciferase gene. We show that luciferase activity is significantly
inhibited when pre-miR-200a was over-expressed in CHO cells
(Fig. 3C), whereas mismatched miR-200a target did not affect lucif-
erase activity.

Since the miR-200a seems the most affected by the alteration of
leptin and leptin signaling as mirrored by its up-regulation in ob/ob
and db/db mice, we attempted to reduce its expression in ob/ob
mice using anti-miR-200a. We have infused ob/ob mice through
ICV route in the lateral ventricle by anti-miR-200a for two weeks,
and then we measured the expression levels of hypothalamic irs-2,
obrb and fog2. Firstly, we verified that this anti-miR200a treatment
significantly reduced the hypothalamic expression of miR-200a in
ob/ob mice (Fig. 4A). Interestingly, this treatment has restored the
expression levels of irs-2 (Fig. 4B) and obrb (Fig. 4C). In addition,
this treatment up-regulated fog2 (Fig. 4D), which is a confirmed
target for miR-200a involved in the modulation of PI3-kinase sig-
naling as previously described (Hyun et al., 2009), to an expression
level similar to that found in ob/+ mice.

To determine the direct impact of miR-200a on leptin sensitiv-
ity, we studied the effect of pre-miR-200a over-expression on obrb
expression and signaling in human neuroblastoma cells SH-SY5Y.
Firstly, we checked that the overexpression led a significant in-
crease in miR-200a expression (p < 0.005, Fig. 5A). The transfection
of pre-miR-200a led to a significant (p < 0.05) down-regulation of
obrb at both mRNA (Fig. 5B) and protein levels (Fig. 5C and D). Fur-
thermore, miR-200a over-expression strongly impaired both STAT-
3 and Erk 1/2 phosphorylation in response to leptin (Fig. 5E-G).
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Fig. 4. Anti-miR-200a ICV treatment restored hypothalamic obrb, irs2 and fog2 expression levels. Using mini-osmotic pumps and intra-cerebroventricular infusion ob/ob and
WT mice received either saline (0.9%) or ICV infusion of anti-miR-200a phosphorotiate (2.6 pg/day) of ob/ob for 14 days. Following this treatment, we determined
hypothalamic miR-200a (A), irs-2 (B), obrb (C), and fog2 (D) expression levels by quantitative RT-PCR normalized to B-actin. Triplicate assays were carried out for each RNA
sample (n = 5). The error bars show the SEM. When letters are different, this indicates with p < 0.05, and in panel A # indicates p < 0.05 when comparing ob/ob to ob/ob treated

with anti-miR-200a.
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Fig. 5. The overexpression of pre-miR-200a impairs leptin signaling in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Neuroblastoma cell line SH-SY5Y was transfected with
negative control or pre-miR-200a. (Panel A) Following transfection, qRT-PCR was performed and, miR-200a expression levels determined. Triplicate independent assays were
carried out (n = 3). The error bars show the SEM. * Indicates significant differences between control and pre-miR-200a transfected cells with p < 0.005. (Panel B) Following
transfection, qRT-PCR was performed and, ObRb expression levels determined. Triplicate independent assays were carried out (n = 3). The error bars show the SEM. * Indicates
significant differences between control and pre-miR-200a transfected cells with p < 0.05. (Panel C) Following transfection, the protein expression of ObRb was determined by
Western blot using adequate antibodies and revealed using CareStream apparatus, Western blot was normalized to B tubulin. Band quantification was carried out using
CareStream software (Panel D). Triplicate independent assays were carried out (n = 3). The error bars show the SEM. * Indicates significant differences between control and
pre-miR-200a transfected cells with p < 0.05. (Panel E) Cells overexpressing or not pre-miR-200a were incubated in the presence or absence of leptin and then STAT-3 and ERK
1/2 phosphorylation determined by Western blot. The blots were normalized using respectively total STAT-3 or total ERK 1/2 antibodies. Band quantification was carried out
using CareStream software (Panel F and G). Triplicate independent assays were carried out (n = 3). The error bars show the SEM. * Indicates significant differences between
control and pre-miR-200a transfected cells with p < 0.05.

3.5. Anti-miR-200a ICV infusion increases hypothalamic expression of food intake (Fig. 7B). Fasted glycaemia of the three studied groups
insulin receptor, POMC and NPY in ob/ob mice was not significantly modified (ob/+: 0.99 +.004 g/L; ob/ob:
1.03+0.05g/L and ob/ob antimiR-200a: 1.07 £0.1 g/L). Fasted

To determine whether the blockade of miR-200a ameliorates insulinemia was also measured and indicated that control mice

energy homeostasis markers such as insulin receptor or neuropep- (1.7 £ 0.86 ng/mL) exhibited significantly (p < 0.05) lower insuline-
tides involved in the control of food intake such as POMC and NPY, mia as compared to ob/ob mice (39.5 £ 5.8 ng/mL) and ob/ob anti-
we measure their expression in ob/ob mice ICV infused by anti- miR-200a mice (28.5 + 2 ng/mL). Anti-miR200a treatment tented

miR-200a. We show that anti-miR-200a restored hypothalamic to reduce insulinemia but not significantly. In addition, the oral
insulin receptor expression (Fig. 6A). In addition, this treatment glucose tolerance test showed a slight but significant improvement

significantly increased pomc (Fig. 6B) and npy (Fig. 6C) expression of glucose tolerance of ob/ob mice receiving anti-miR-200a specif-
but with different amplitudes, about 22-fold increase for pomc and ically 120 min following glucose challenge (Fig. 7C). However,
only around 3-fold for npy (Fig. 6B and C). when results were expressed as area under the curve ob/ob mice

receiving anti-miR-200a exhibit no significant difference compared
to ob/ob mice receiving the placebo (data not shown).
3.6. Anti-miR-200a ICV infusion reduces body weight gain and

ameliorates glucose tolerance of ob/ob mice 3.7. Impact of hypothalamic miR-200a blockade on liver insulin-
sensitivity
Following anti-miR-200a ICV infusion, we showed that body
weight gain measured from day 10 to day 13 of the infusion was To determine the impact of miR-200a blockade on overall insu-
significantly reduced in ob/ob mice receiving anti-miR-200a as lin sensitivity we focused on liver insulin sensitivity. Anti-miR-

compared to ob/ob mice (Fig. 7A), without significant changes in 200a ICV infusion significantly increased IRS-2 (Fig. 8A) and IR
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Fig. 6. Anti-miR-200a ICV treatment restored hypothalamic insulin receptor, pomc and npy expression levels. Using mini-osmotic pumps and intra-cerebroventricular infusion
ob/ob and WT mice received either saline (0.9%) or ICV infusion of anti-miR-200a phosphorotiate (2.6 ng/day) of ob/ob for 14 days. Following this treatment, hypothalamic
insulin receptor (A), pomc (B) and npy (C) expression levels were determined by quantitative RT-PCR normalized to B-actin. Triplicate assays were carried out for each RNA
sample (n =5). The error bars show the SEM. When letters are different, this indicates with p < 0.05.
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Fig. 7. Anti-miR-200a ICV treatment reduces body weight gain and ameliorates glucose tolerance. Using mini-osmotic pumps and intra-cerebroventricular infusion ob/ob
and WT mice received either saline (0.9%) or ICV infusion of anti-miR-200a phosphorotiate (2.6 png/day) of ob/ob for 14 days. Following this treatment, body weight gain
(panel A) and food intake (panel B) were determined between days 10 and 14 of the infusion. The error bars show the SEM, different letters indicate significant differences
between ob/ob and ob/ob + anti-miR-200a with p < 0.05. (Panel C) For the oral glucose tolerance test, starved ob/+, ob/ob and ob/ob anti-miR-200a mice received by IP 2 g of
glucose/kg and blood glucose levels determined according to the described time-course. The error bars show the SEM, according to ANOVA test * indicates that glycaemia of
WT is lower as compared to ob/ob and ob/ob + anti-miR-200a; # indicates that glycemia of ob/ob is higher than ob/ob + anti-miR200a with p < 0.05.
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Fig. 8. Anti-miR-200a ICV treatment restored liver IRS2 and IR expression and repressed PTP-1B expression. Using mini-osmotic pumps and intra-cerebroventricular infusion
ob/ob and WT mice received either saline (0.9%) or ICV infusion of anti-miR-200a phosphorotiate (2.6 ng/day) of ob/ob for 14 days. Following this treatment, liver IRS-2, IR
and PTP-1B protein expression levels were determined by Western blot using adequate antibodies and normalized to B tubulin. The error bars show the SEM. Indicates
significant differences between ob/ob mice treated with saline or anti-miR-200a, and different letters indicate significant differences with p < 0.05.

(Fig. 8B) expression in ob/ob liver compared to ob/ob mice infused
with placebo. Furthermore, this treatment significantly reduced
the protein expression of PTP-1B, a negative modulator of insulin
signaling (Fig. 8C). To further investigate liver insulin responsive-
ness, crude liver membranes from ob/ob, ob/+ and ob/ob mice trea-
ted with anti-miR-200a were stimulated by insulin and then
analyzed by Western-blot using either anti-phosphotyrosine
(4G10) or anti-insulin receptor antibodies. Insulin clearly induced
the tyrosine phosphorylation of IR in ob/+ but not in ob/ob
(Fig. 9A). Importantly, anti-miR-200a ICV infusion restored the
insulin-dependent insulin receptor phosphorylation in ob/ob mice
(Fig. 9A). To investigate the impact of miR-200a on downstream
insulin signaling, human neuroblastoma cell line was used. We
showed that the overexpression of pre-miR-200a significantly de-
creased the insulin-dependent Akt phosphorylation (Fig. 9B). In
addition, the over-expression of pre-miR-200a induced the
down-regulation of IR expression in SH-SY5Y cells (Fig. 9C).

4. Discussion

The alteration of energy homeostasis has been attributed to the
defect of leptin gene expression in ob/ob mice, since leptin treat-
ment restored the normal body weight with the normalization of
several metabolic and endocrine parameters (Halaas et al., 1995;
Pelleymounter et al., 1995). Numerous studies using transcriptom-
ic or proteomic approaches have compared gene expression pat-
terns of ob/ob mice versus wild type mice. These studies have
revealed several leptin-dependent genes mainly in the adipose tis-
sue (Zhang et al., 2008, 2011). In the present paper we aimed to
determine whether the expression pattern of microRNAs is modi-
fied in the hypothalamus of ob/ob mice. MicroRNAs are now con-
sidered as powerful regulators of mRNA translation. Since one
miRNA is able to control the translation of several mRNAs, miRNAs
are thus able to canalize gene expression leading to phenotypic
variability ensuring stability of phenotypes. Here, hypothalamic
ob/ob miRNAs expression pattern is clearly modified compared to
ob/+ mice as determined by TLDA approach. Among these modified

miRNAs, miR-200a, miR-200b and miR-429 that belong to the same
genomic cluster were up-regulated in ob/ob mice and this was con-
firmed by qRT-PCR. The bioinformatic prediction analysis indicates
that these miRNAs target preferentially genes involved in carbohy-
drate metabolism and cell glucose homeostasis such as IRS-2,
G6PC, ENOLASE-2, and PTEN (Alisi et al., 2011; Li et al., 2009;
Cheung et al, 2008). Furthermore, according to mirBase,
miR-200a targets leptin receptor gene. Interestingly, miR-200a,
miR-200b and miR-429 have been reported to be up-regulated in
the liver of rats fed high caloric diet (Alisi et al.,, 2011; Li et al,,
2009; Cheung et al.,, 2008). In the present paper, we also show
the up-regulation of miR-200a in the hypothalamus of diabetic
db/db mice that exhibit non-functional leptin receptor, indicating
that the expression of miR-200a is linked to the defect of leptin
expression and/or action. Importantly, chronic leptin treatment
down-regulated miR-200a, miR-200b and miR-429 in ob/ob
hypothalamus, thus, directly linking the expression levels of these
miRNAs to the leptin status of mice. Furthermore, the overexpres-
sion of miR-200a in human neuroblastoma cell line led to the
down-regulation of long isoform leptin receptor. These findings
support the hypothesis that leptin controls the expression of hypo-
thalamic miRNAs and consequently actively participates in the
gene expression pattern contributing then to a specific phenotype
regarding energy homeostasis. This hypothesis may constitute a
plausible mechanism explaining, at least partially, the important
role of leptin in early life for the hypothalamic neural circuitry
organization and inter-nuclei neuronal connections. We have then
focused on miR-200a, because this miRNA is up-regulated in the
hypothalamus of ob/ob and db/db mice linking this miRNA to leptin
expression and signaling. To further establish the direct link be-
tween miR-200a and leptin efficiency, we showed that the down-
regulation of miR-200a in the hypothalamus using anti-miR-200a
increased leptin receptor, insulin receptor and IRS-2 expression
levels. The impact of miR-200a is further demonstrated by the di-
rect inhibition of luciferase activity of pmirGlo-3'UTR-IRS-2 when
miR-200a is overexpressed. According to TargetScan software,
ObRb is a potential target of miR-200 and according to our data evi-
denced by luciferase test. However, insulin receptor is not and this
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suggests that insulin receptor may be indirectly controlled by miR-
200. These findings suggest that miR-200a could play a key role in
the onset of hypothalamic leptin and insulin resistance through,
most likely, the alteration of the common IRS-2 signaling pathway.
Indeed, IRS-2 is distributed in brain areas involved in energy
homeostasis and autonomic function (Pardini et al., 2006). In IRS-
2 KO mice, disrupted control of hypothalamic neuropeptide levels
and UCP mRNA expression promoted the development of obesity
(Masaki et al., 2004). This is corroborated by our finding where
we have shown that hypothalamic miR-200a blockade led to the
restoration of IRS-2 expression associated with reduced body
weight gain without changing food intake which suggests in-
creased energy expenditure. This is most likely attributed to the
potential connection between IRS-2 and UCP expression as previ-
ously reported (Masaki et al., 2004). However, the specific deletion
of neuronal IRS-2 led to mild impact on glucose homeostasis
(Choudhury et al., 2005) which is in good agreement with our find-
ing where anti-miR-200a infusion led also to mild effect of glucose
tolerance. Importantly, ICV infusion of anti-miR-200a in ob/ob mice
also restored liver insulin sensitivity as evidenced by significant
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increase of insulin-dependent insulin receptor phosphorylation.
The insulin sensitizing effect of miR-200a blockade could be attrib-
uted to the down-regulation of PTP-1B. Furthermore, in human
neuroblastoma cell line, the overexpression of miR-200a clearly
impaired insulin-dependent Akt phosphorylation, corroborating
the insulin sensitizing effect of anti-miR-200a treatment. In addi-
tion, the overexpression of miR-200a also impaired leptin signaling
in this cell line as evidenced by the down-regulation of leptin
receptor leading to the alteration of leptin-dependent phosphory-
lation of both STAT-3 and Erk 1/2. Thus, miR-200a promotes the
resistance towards both insulin and leptin at the neuronal level.
These findings are in good agreement with our recent study
describing the hypothalamic up-regulation of miR-200a in high
fat fed rats that exhibit leptin resistance and insulin signaling
impairment (Benoit et al., 2013). We have also shown that
miR-200a blockade restored the expression of fog2, which has been
described as a target of miR-200a and involved in insulin signaling
through its interaction with PI-3 kinase (Hyun et al., 2009).
Insulin and leptin regulates at the hypothalamic level the
expression of both npy and pomc (Belgardt et al., 2009). Here, we
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Fig. 9. Anti-miR-200a ICV treatment restored liver and human neuroblastoma insulin responsiveness. (Panel A) Crude liver membranes were prepared from WT, ob/ob and
ob/ob treated with anti-miR-200a mice. Liver membranes were treated with NaCl or insulin (1 pm) and then subjected to Western-blot revealed using anti-phosphotyrosine
antibodies (4G10) or anti-insulin receptor. Insulin receptor phosphorylation was normalized to total insulin receptor and quantified using Carestream software. The results
are expressed as mean + SEM and * indicates significant differences (p < 0.05) between control and insulin-stimulated membranes. (Panel B) Neuroblastoma cell line SH-SY5Y
was transfected with negative control or pre-miR-200a. Following transfection, starved cells were incubated in the absence or presence of insulin (10 nM). Then, cell lysates
were subjected to Western blot using anti-phosphoAkt normalized to total Akt. The error bars show the SEM. # Indicates significant differences between control and pre-miR-
200a transfected cells with p < 0.05. (Panel C) The expression of IR was measured using pRT-PCR in SH-SY5Y cells following pre-miR-200a overexpression. Results are
normalized to b actin and compared to cells transfected with negative control. The error bars show the SEM. * Indicates significant differences between control and pre-miR-

200a transfected cells with p < 0.05.
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show that the expression of pomc is low in ob/ob mice and the
blockade of hypothalamic miR-200a increased its expression by
more than 15-folds. This increase is most likely attributed to the
recovery of both insulin and leptin signaling in the hypothalamus.
Interestingly, the expression of npy is also increased following
miR200a blockade but with a lesser amplitude (3-folds), which
may at least partly explain the unmodified food intake in ob/ob
mice receiving anti-miR-200a treatment.

Taken together our findings reveal that miR-200a, miR-200b and
miR-429 expression is leptin-dependent, and that ObRb, ir and irs-2
expression is targeted by miR-200 at the hypothalamic level. More
interestingly, the infusion of anti-miR-200a restored the normal
hypothalamic expression level of ObRb, IR and IRS-2, and liver
insulin responsiveness in ob/ob mice. Thus, blocking these specific
miRNAs and specifically miR-200a may, at least partially, overcome
the leptin- and insulin-resistant phenotype, constituting then a po-
tential new strategy to restore hypothalamic leptin/insulin sensi-
tivity and subsequently delaying the onset of pre-obese state.

In conclusion, we suggest that the impairment of leptin produc-
tion and/or signaling deeply impaired the miRNA expression pat-
tern at the hypothalamic level. These findings reveal miR-200a as
the most sensitive miRNA to the alteration of leptin production
and signaling.
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Most bacterial regulatory RNAs exert their function
through base-pairing with target RNAs. Computational
prediction of targets is a busy research field that offers
biologists a variety of web sites and software. However, it is
difficult for a non-expert to evaluate how reliable those
programs are. Here, we provide a simple benchmark for
bacterial sRNA target prediction based on trusted E. coli
sRNA/target pairs. We use this benchmark to assess the most
recent RNA target predictors as well as earlier programs for
RNA-RNA hybrid prediction. Moreover, we consider how the
definition of mMRNA boundaries can impact overall
predictions. Recent algorithms that exploit both conservation
of targets and accessibility information offer improved
accuracy over previous software. However, even with the best
predictors, the number of true biological targets with low
scores and non-targets with high scores remains puzzling.

Introduction

Identification of regulatory small RNAs (sRNAs) in bacterial
species is rapidly advancing owing to recent improvement of bio-
informatics and sequencing technologies.' Bacterial sSRNAs act
usually through sequence-specific binding to target mRNAs,
leading to altered stability or translational repression/activation
of their targets.” In the order of 100 to 200 sRNAs are present in
a typical bacterial genome and each sSRNA may regulate a dozen
or more targets, making the sSRNA/mRNA interaction network a
significant part of the overall gene regulation network. Biological
functions controlled by sRNAs are diverse, related to stress
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responses as well as carbon and amino acid metabolism, virulence
and cellular development.”

As sRNA collections build up, the main bottleneck in under-
standing bacterial SRNA function has now shifted to the question
of target prediction. Experimental validation of specific sSRNA/
mRNA pairs using reporter gene assays or compensatory muta-
tions of binding sites is labor intensive,” and high throughput iz
vitro screens are subject to high rates of false positives.” On the
other hand, computational target prediction is challenging since
sRNAs and their target often form imperfect and relatively short
RNA-RNA hybrids that are not easily distinguishable from many
other hybrids formed by random pairs of transcripts. Yet, compu-
tational methods have recently benefited from new algorithms
and the introduction of RNA accessibility and conservation
information that improved their performances.®®

Here, we evaluate computational target prediction methods
using a collection of trusted, experimentally validated sRNA/
mRNA pairs in E. coli. We designed a benchmark system so that
wet lab scientists can easily interpret it for practical purposes. We
also evaluated program speeds and abilities to locate the actual
duplex region in each sRNA/mRNA pair.

Results

Target predictors

Programs for the identification of RNA-RNA interactions can
be grouped in 3 main categories that we term “alignment-like,”
“inter-RNA” and “independent fold.” The “alignment-like” cate-
gory includes programs such as Guugle’ and Rlsearch'® that can
quickly scan large sequence files for reverse complements of a
given RNA sequence. While Guugle looks only for stretches of
Watson-Crick or G:U matches, Rlsearch implements a Turner-
like energy model'" and allows gaps in the base paired segments.
The “inter-RNA” category includes predictors that use a nearest
neighbor thermodynamic model restricted to interactions
between sSRNA and mRNA, neglecting intramolecular base-pairs.
Representative programs in this class are Pairfold,'>'? RNAco-
fold,"* TargetRNA,"> RNAplex,® RNAhybrid,'®!” and RNAdu-
plex.'® These programs identify intermolecular contacts and
compute a binding free energy for the interaction. RNAcofold
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and Pairfold achieve this by considering the joint structure pre-
dicted after concatenating the 2 RNA sequences. The
“independent fold” approach analyzes the secondary structure
folding landscape of each RNA independently and models the
total binding energy as a sum of 2 contributions. RNAup'? and
IntaRNA are the major programs in this class. Finally, a recent
generation of programs including CopraRNA***' and Tar-
getRNA2** combine the benefits of the “inter-RNA” class of
programs to the use of conservation information. While Tar-
getRNA2 requires conservation of the sSRNA region involved in
target binding, based on observations by Peer and Margalit,”
CopraRNA uses the conservation of the interaction itself.

Another, more practical, categorization of RNA target identi-
fication software has on one hand actual target predictors, i.e.
programs that identify and score the most favorable local interac-
tion (CopraRNA, IntaRNA, RNAplex, RNAup, TargetRNA2)
and on the other hand programs that model the full hybrid
formed between the small RNA and the longer RNA (RNAhy-
brid, RNAduplex, RNAcofold, Pairfold). While the latter cate-
gory can be suitable to microRNA/mRNA binding analysis,
where the 21 nt RNA can be bound almost entirely to its target,
results are more difficult to interpret when dealing with bacterial
sRNAs that are generally over 100 nt long and are bound to the
target over a small fraction of their size.

The pros and cons of sSRNA target prediction algorithms have
been reviewed.”* The goal we set here is to evaluate the ability of
programs to differentiate a bona fide SRNA/mRNA regulatory
pair from a random duplex that may form between any tran-
scripts in a cell. To this aim, we need to rank RNA-RNA
duplexes and thus to rely on scores or free energy values provided
by the programs. This requirement excludes programs whose
energy model is too simplistic, such as Guugle or Rlsearch.
Although Rlsearch does computes free energy values, the authors
recommend the program to be used for fast screening of potential
pairs, but not to evaluate specific interactions.

We included in our comparison programs from the major cate-
gories above, including the most recent bacterial sSRNA target pre-
dictors CopraRNA, TargetRNA (in its last implementation
TargetRNA2”%) and IntaRNA, programs for local hybrid prediction
that can deal with both bacterial sSRNAs and miRNAs (RNAup,
RNAplex also known as its web server implementation RNApreda-
tor””), and programs predicting full RNA-RNA hybrids, including
Pairfold, RNAcofold, RNAhybrid and RNAduplex.

We ran IntaRNA, RNAplex, RNAup, RNAhybrid, RNAdu-
plex, RNAcofold and Pairfold using Unix command line versions
and CopraRNA and TargetRNA?2 from their respective web serv-
ers (see Suppl. Methods).

Benchmark sets and search domains

Escherichia coli is the organism with the highest number of
experimentally validated sRNA/target pairs. We compiled a list
of 102 “trusted” sRNA/target pairs involving 22 different sSRNAs
(Table S1), each one bing supported by at least one published
experimental evidence from the list described in Methods. This
includes E. coli pairs from the datasets of Peer and Margalit™

and Wright et al.,*° plus a few additions from the literature.?®%”
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Bacterial small RNAs are known to interact preferentially with
mRNA 5 regions with few exceptions to this rule (e.g., see
ref.”®?%). Within our data set, all pairs, except one, are found to
occur in the mRNA region located —150/+100 nucleotides (nt)
around the start codon (Fig. S1). A common practice that con-
sists in restricting sSRNA target searches to the —200/4-100
region (e.g., see ref.?%) around the start codon of all mRNAs is
thus justified at least for enteric bacteria. Indeed, restricting the
search space to the 5 region efficiently reduces false positive
occurrences and computing time. However, bacterial mRNAs
often have short 5 UTRs that do not extend much upstream of
the Shine-Dalgarno sequence. Therefore, since the long 200 nt
upstream region may be a source of false positives, this artifact
can be avoided when exact transcription starts are known. Such
information requires massive, strand-specific sequencing of tran-
scripts and is still rarely available. However, this situation is
quickly changing and, for certain bacteria including E. coli, accu-
rate UTR information is already available.®® Thus, we asked
whether a precise delineation of UTRs could improve target
identification. When possible, we performed predictions on 2
target data sets: one made of arbitrary —200 / 4100 nt regions
around each start codon (hereafter named “default UTRs”) and
one made of regions predicted from publicly available strand-spe-
cific RNA-seq data (hereafter named “real UTRs”). Note that we
also included in our analysis 5’ regions of open reading frames
located in polycistronic genes, as these regions are also subject to
regulation as exemplified by the 7anXYZ operon mRNA targeted
at 2 locations by the sSRNA SgrS,>" or the Staphylococcus aureus
opp3 operon mRNA containing at least 2 RsaE-binding sites.*”
Details of the 5 UTR definition procedures are provided in
Methods and Suppl. Methods.

Rank-based prediction performance

Our first performance measure aimed at addressing the fol-
lowing question: how many putative targets for a given sRNA
should be experimentally tested (for instance using a reporter
assay) before finding the first true target? Programs were run
using the best options suggested by authors. RNA accessibility
information, which is known to improve target prediction signifi-
cantly, was selected when possible.'”*? Programs from websites
(i.e., CopraRNA, TargetRNA2) were run using preselected
mRNA target sequences that correspond to “default UTRs” as
defined above. These servers cannot take arbitrary lists of target
sequences as input. Therefore tests with “real UTR” targets were
limited to programs ran from the command line. Parameter
details are presented in Suppl. Methods.

Putative targets were ranked by scores or free energy values
provided by each program. The median rank is the median posi-
tion of the highest ranking validated target among predicted tar-
gets for all sSRNAs in the dataset (Fig. 1A-B). Median ranks
range from 4 (CopraRNA) to 1340 (RNAcofold). Expectedly,
programs designed for evaluating local interactions (CopraRNA,
intaRNA, RNAplex, RNAup, TargetRNA2) perform far better
than programs computing complete hybrids. In this latter cate-
gory, RNAhybrid, RNAduplex, perform significantly better due
to their free energy scores restricted to intermolecular base-pairs.
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Figure 1. Two representations of target predictor performances. (A) Rank distribution of trusted targets (lower=better). For each program, the distribu-
tion shows the ranks of the best ranking target of each sRNA (22 sRNAs). Horizontal lines and numbers indicate median ranks, red dots indicate mean
ranks. (B) ROC-like curves. For each program, the curve shows the number of trusted pairs predicted by the program (Y axis) among the X best ranking

The least performing programs RNAcofold and Pairfold are both
“concatenation” algorithms that are not intended to evaluate the
binding energy of the complex and therefore cannot perform any
better than a random ranking.

Our test probably underestimates the performance of pro-
grams since some of the pairs ranking before the first confirmed
target are also possibly true targets. Nevertheless, some sSRNA/tar-
get pairs rank very poorly, even by the best performing predictors
(Fig. 1A), which questions their presence in our benchmark set.
Indeed, some sRNA/target pairs are part of the trusted pair list
because target expression is affected by the amount of the corre-
sponding sSRNA. However, this effect may occur indirectly in the
absence of any contact between the 2 RNAs. To test whether
putative indirect pairs may have impacted our benchmark, we
considered only pairs for which we had direct evidence of sSRNA/
target interaction (82 pairs, see Table S1 and Methods). There
was no improvement of prediction accuracy over the full data set
(Fig. S2A), suggesting the presence of indirect pairs in our dataset
is not a reason for the low ranking of some actual targets. Further
inspection of poorly ranked trusted sSRNA/target pairs shows that
the same pairs tend to be missed by all predictors. Typical mis-
predictions involve pairs with target sites located 5’ of upstream

Table 1. Area under ROC-like curve (AUC) for target prediction with 9
programs, using default UTR or “real” RNA-seq-derived UTRs

Program AUC default UTR AUC real UTR AUC gain (%)
CopraRNA 46.41 na’ na’
IntaRNA 27.02 28.83 6.3
RNAplex 20.81 21.88 49
RNAup 22.75 27.59 17.5
TargetRNA2 18.52 na’ na’
RNAhybrid 414 438 55
RNAduplex 3.86 3.55 —8.7
RNAcofold 0.57 142 59.9
Pairfold 0.25 1.22 79.5

genes such as in RyhB/fir mRNA** and hybrid structures formed
by double kissing complexes such as in OxyS/fhlA mRNA.*

We tested the effect of using the “real” UTR sequences (RNA-
seq-based UTRs) of mRNAs instead of arbitrary upstream
regions (—200 nt before AUG codon) on prediction perfor-
mance (Table 1). Using “real” UTRs improved results moder-
ately (AUC gains of 4.9% to 17.5%) albeit not significantly for
most predictors. We observed a significant AUC improvement
(Wilcoxon P = 0.03) only for concatenation methods RNAco-
fold and Pairfold, however this should be put into perspective as
these methods had a very small AUC to start with. Yet, we may
hypothesize that more accurate mRNA boundaries can improve
free energy estimations of the hybrid in some cases.

The best prediction accuracy overall was obtained using
CopraRNA, suggesting an advantage to a method using both
RNA accessibility and conservation information, in line with the
authors own estimation.”® Although CopraRNA performed best
overall, it should be noted that its use is limited compared to other
programs since it requires an homolog set for each SRNA of inter-
est and targets are evaluated only in a predefined list of genomes.

Assessing other predictor qualities

While the above comparison used the ranks of the best scoring
targets of each sSRNA, we found interesting to analyze ranks of all
trusted targets combined. When all 102 trusted targets are con-
sidered, median ranks for all programs increase mathematically
(Fig. S3). However, considering that our test set contains only 4-
5 targets per SRNA, these new median ranks ranging from 50 to

Table 2. Recall of experimentally demonstrated base pairs (%)

IntaRNA/CopraRNA” 76.7
RNAplex 73.6
TargetRNA2 55.9
RNAup 789

*Programs CopraRNA and TargetRNA2 can be run only using default UTRs.

www.tandfonline.com

*IntaRNA and CopraRNA predict the same hybrid region.
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Table 3. Average run time for matching 1 sRNA to all 4317 E. coli mRNAs

TargetRNA2 (web site) 1 min
RNAplex (incl. accessibility calculation) 1 min
RNAhybrid 2 min
RNAcofold 23 min
RNAup 55 min
IntaRNA 66 min
RNAduplex 75 min
CopraRNA (website) 105 min
Pairfold 120 min

600 for the best predictors are a good indication of how predicted
target sets remain populated mostly by unconfirmed targets.

We also tested how accurately each program was able to deter-
mine the correct hybrid regions assuming a correct sRNA/
mRNA pair was detected. Since experimental validations of
sRNA/target pairs do not always specify the duplex structure, we
focused on the set of 55 pairs supported by compensatory muta-
tions (see Methods). We excluded from this test all programs
that predict a hybrid structure involving the full sSRNA. Table 2
shows the fraction of compensatory mutations that are indeed
found within the predicted hybrid regions. Interestingly, this
ratio is far from perfect (56% to 79%) even though we only con-
sidered correct RNA/target pairs.

Finally, we compared the speed of the different programs
(Table 3). Program Texte vary by 2 orders of magnitude, the fast-
est programs are able to match a sSRNA to the complete set of E.
coli mRNAs in about one minute while some require one to
2 hours to complete the same task. The best performing predic-
tors are generally the slowest, with the exception of RNAplex,
which achieves both high prediction accuracy and fast running
time.

Conclusion

RNA target prediction programs have improved continuously
over the past 10 years owing to algorithmic innovation, as well as
the exploitation of structural and evolutionary constraints. We
confirm here that CopraRNA, a predictor that uses both RNA
accessibility and evolutionary conservation of the interaction out-
performs other programs in terms of ranking actual sRNA/
mRNA pairs. However, conservation data is not often available
and programs that predict sSRNA targets based on sequence alone
are still much needed. IntaRNA, RNAplex and RNAup are the
best predictors in this class. The presence of RNAplex in this
shortlist is surprising as this program is up to 100 times faster
than competitors owing to a simplified structural model. Further-
more, our tests do not show significant accuracy gains from using
RNA-seq derived UTRs instead of fixed-length 5’ regions, sup-
porting the common practice for defining mRNA target regions.

In spite of software improvements, this study is also a
reminder that the list of highest scoring mRNAs for a given
E. coli SRNA remains populated by a majority of unconfirmed
targets. One possible explanation for this could be that many

512 RNA Biology

true targets have not been validated yet, which is unlikely in this
well-studied bacterium. Alternatively, iz vivo sRNA-mRNA
interaction can be positively affected by RNA-chaperon pro-
teins (e.g. Hfq), which may significantly confuse computed
targets ranks. Another reason that may explain the relatively
poor ranking of many true targets is related to the way pro-
grams score an RNA-RNA pair. Predictors score targets based
on binding free energy values (as well as conservation for
CopraRNA and targetRNA2). However, a high binding
energy does not necessarily imply an efficient processing of the
mRNA target by the Hfq—sRNA complex. The situation in
bacteria could be similar to that of miRNA-target pairs in
eukaryotes, where, due to miRNA turnover®® lower stability of
the microRNA/target duplex may favor transient interactions
and therefore an efficient down-regulation of multiple tar-
gets.”” The large accuracy gain of CopraRNA obtained by
introducing phylogenetic conservation in its scoring system
illustrates again that there is much more than thermodynamics
in understanding sSRNA-based regulation.

Methods

Definition of UTR regions: «default» UTR regions were auto-
matically extracted from MG1655 E. coli K12 genome, selecting
the —200/4-100 fragments around each start codon (4317
regions). «Real» UTR regions were extracted based on RNA-seq-
derived transcriptional start site (TSS).*° For each TSS, the
region from the TSS to 100 nt past the start codon was extracted.
Further details are provided in Suppl. methods.

Experimentally validated pairs (Table S1) were classified as
described based on supporting experimental evidence™: (a)
sRNA affecting the level of a protein or a translational fusion; (b)
sRNA gene affecting the level of a targeted mRNA; (c) sRNA
and mRNA forming a stable duplex in vitro; (d) sSRNA mutation
affecting a regulation; (¢) sSRNA mutations affecting a regulation
rescued by compensatory mutations; (f) 7z vitro chemical/enzy-
matic probing of the sRNA/target duplex; (g) sRNA/target
duplex cleaved by RNase III; (h) sSRNA preventing or allowing
ribosome binding demonstrated by toe-printing assay. We con-
sidered that the criteria ¢) to h) demonstrated direct or near-
direct interactions for 82 sSRNA/mRNA duplexes

Performance measures (Fig. 1 and S2) were obtained by run-
ning target predictors with each sRNA against the complete set
of E. coli mRNAs (using “default” or “real” UTRs). Ranks of
trusted targets (Fig. 1A and S2A) were computed based on the
best ranking target of each sSRNA. For the “random” distribution,
we performed for each sSRNA a set of N random draws between
one and the total number of E. coli mRNAs, where N is the num-
ber of known targets for this sSRNA, and kept the lowest ranking
value. Receiver operating characteristic (ROC)-like curves
(Fig. 1B and S2B) were obtained by counting the number of
true targets found among the best X candidates (shown on X
axis). Program versions, options and command lines are provided
in Suppl. methods. Accessibility information was computed prior
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to RNAplex runs using }U\IAplfold.14 CopraRNA  requires
homologous sRNA sequences from other species and we used

those provided by the CopraRNA server whenever possible. For
IstR, RseX, RydC we provided our own sets (see Suppl. Files).
Recall of experimentally validated base pairs: 55 sRNA/target

pairs have experimental support in the form of compensatory
mutations. For each pair, we measured the ratio of experimen-

tally validated bps that were included in the predicted hybrid
region. This ratio was then averaged over all 55 sRNA/target
pairs to produce percentages in Table 2. As TargetRNA2 could

predict only 49 of the 55 experimentally supported pairs, the

average value was corrected accordingly.
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