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RESUMES






Effets protecteurs de la néoglucogenése intestinale dans le développement de
I’obésité et de ses complications

Face a ’augmentation de la prévalence de I’obésité et de ses pathologies associées, la recherche de
nouvelles cibles thérapeutiques représente un enjeu majeur de santé¢ publique. Dans ce contexte, le
laboratoire a mis en évidence une nouvelle fonction, la néoglucogenese intestinale (NGI), qui contrdle
positivement 1’homéostasie énergétique et glucidique via I’induction du «signal glucose portal». Le
laboratoire a notamment mis en évidence que 1’induction de la NGI joue un réle clé dans les effets
bénéfiques des régimes riches en fibres ou en protéines, ou encore de la chirurgie de I’obésité de type
bypass. Parmi les bénéfices métaboliques dépendants de la NGI on retrouve : la satiété, la diminution
du poids et de la masse grasse, I’amélioration du controle glycémique et de la sensibilité a I’insuline,
notamment au niveau du foie.

Dans la continuité des travaux du laboratoire, le but de cette thése est de mettre en évidence le role
de la NGI, en tant que telle, sans manipulations nutritionnelles pour 1’induire, dans la protection
contre 1’obésité et ses complications, dont le diabete et la stéatose hépatique. Plus précisément, un
intérét tout particulier a été port¢ a I’étude du métabolisme du foie et du tissu adipeux, qui sont
profondément altérés au cours de I’obésité. Cette étude repose sur la comparaison entre deux modeles
murins d’invalidation (souris 1.G6pc™) et de surexpression (souris 1.G6pc® ™) de la glucose-6-
phosphatase, I’enzyme clé de la néoglucogenese, spécifiquement dans I’intestin.

En accord avec notre hypothése, 1’induction de la NGI protége les souris du développement de
I’obésité, de la stéatose hépatique et retarde 1’apparition des dérégulations du métabolisme glucidique
induits par un contexte nutritionnel délétere tel que le régime HF-HS (high-fat/high-sucrose). Ces
effets sont associés a une stimulation de la dépense énergétique, probablement consécutive a
I’augmentation de I’activité locomotrice et de la thermogenése du tissu adipeux, sans modification de
la prise alimentaire. En miroir de ces données, 1’absence de la NGI (en régime standard) augmente
I’adiposité et favorise 1’installation de désordres métaboliques dans le foie et le tissu adipeux. Plus
précisément, 1’absence de NGI entraine une augmentation du contenu en lipides du foie et une
diminution de I’expression des marqueurs de thermogenese du tissu adipeux.

Cette ¢tude confirme que la NGI est une fonction métabolique clé¢ dans le maintien de la balance
énergétique, et peut ainsi étre envisagée comme une cible thérapeutique dans la prévention de
I’obésité et de ses complications.

Mots clés : Néoglucogenese intestinale, obésité, communication intestin-cerveau, balance

énergétique, foie, tissu adipeux, stéatose hépatique.






Intestinal gluconeogenesis prevents obesity development and associated
complications

In view of the increasing prevalence of obesity and its associated pathologies, the research on new
therapeutic targets represents a major public health challenge. In this context, the laboratory has
highlighted a new function, intestinal gluconeogenesis (IGN), which positively controls energy and
carbohydrate homeostasis via the induction of the «portal glucose signal». In particular, the laboratory
has shown that the induction of IGN plays a key role in the beneficial effects induced by fiber- or
protein-enriched diets, or bypass surgery. IGN-dependent metabolic benefits include: satiety, body
weight and fat mass reduction, improvement glycaemic control and insulin sensitivity, particularly in
the liver.

In line with the laboratory's work, the aim of this thesis consists in highlighting the role of IGN, per
se, without nutritional manipulations, in the protection against obesity and its associated
complications, including diabetes and hepatic steatosis. Specifically, a particular interest has been
given to the study of the liver and adipose tissue metabolism, which are profoundly altered during
obesity. This study is based on the comparison between two mouse models of invalidation (I.G6pc™"
mice) and overexpression (I.G6pc® " * mice) of the glucose-6-phosphatase, the key enzyme for
gluconeogenesis, specifically in the intestine.

In agreement with our hypothesis, IGN induction protects mice from the development of obesity and
hepatic steatosis and delays the onset of glucose metabolism deregulation induced by a deleterious
nutritional context such as a HF-HS diet (high-fat/high-sucrose). These effects are associated with a
stimulation of energy expenditure, probably as a result of an increase in locomotor activity and
thermogenesis in the adipose tissue, without changes in food intake. On the contrary, the absence of
IGN (in a standard diet) increases adiposity and promotes metabolic disorders in the liver and adipose
tissue. More specifically, the absence of IGN leads to an increase in liver lipid content and a decrease
in the expression of thermogenesis markers in the adipose tissue.

This study confirms that IGN has a key role in the maintenance of energy balance and could therefore
be considered a therapeutic target in the prevention of obesity and its complications.

Key words : Intestinal gluconeogenesis, obesity, gut-brain communication, energy balance, liver,

adipose tissue, hepatic steatosis.
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A. Controle de la prise alimentaire

Le contrdle de la prise alimentaire résulte d’un ensemble complexe de mécanismes
impliquant a la fois des signaux centraux et périphériques. Cela nécessite une étroite
communication entre les régions centrales (dont 1’hypothalamus et le tronc cérébral) et
périphériques. Parmi les signaux périphériques impliqués dans la régulation de la prise

alimentaire, on retrouve les hormones intestinales et pancréatiques ou encore les adipokines.

I. Controle central de la prise alimentaire

1. Une position idéale de communication

Les centres nerveux impliqués dans la régulation de la prise alimentaire sont
principalement localisés dans I’hypothalamus et le tronc cérébral, qui de ce fait représentent les
sites majeurs d’intégration des signaux périphériques et centraux permettant de garantir le
maintien de 1’homéostasie énergétique de 1’organisme. Leur localisation a proximité des
organes circumventriculaires et des ventricules cérébraux permet a I’hypothalamus (éminence
médiane et troisiéme ventricule) et au tronc cérébral (area postrema et quatrieme ventricule)
de recevoir des informations hormonales ou nutritionnelles provenant de la périphérie (Figure
1). A ces endroits, I’absence de barriere hémato-encéphalique et 1’accés facilité au liquide
céphalorachidien permettent la détection de nombreuses hormones (dont ’insuline, la leptine
ou encore la ghréline) et des nutriments circulants afin d’initier une réponse nerveuse adaptée

pour la régulation de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique (1,2).

L hypothalamus et le tronc cérébral communiquent entre eux, mais aussi avec d’autres
régions cérébrales et indirectement avec la périphérie. Le tronc cérébral est une région de

convergence des afférences nerveuses périphériques, mais aussi des afférences centrales.

2. L’hypothalamus

L’hypothalamus est une région cérébrale clé dans la régulation de 1’homéostasie
énergétique capable d’initier une réponse biologique adaptée grace a ses capacités a intégrer les
signaux nerveux, hormonaux et métaboliques provenant de la périphérie et d’autres régions

cérébrales (dont le noyau du tractus solitaire (NTS) par exemple).

a. Le noyau arqué
Le noyau arqué, de par sa localisation entre la base du 3°™ ventricule et I’éminence

médiane, exerce une fonction clé dans I’intégration des signaux hormonaux et nutritionnels
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Figure 1 : Représentation schématique des régions circumventriculaires de I’hypothalamus et du tronc
cérébral chez le rat.

Schéma d’une coupe sagittale de cerveau de rat et de coupes coronales au niveau de I’hypothalamus et du tronc
cérébral.

Abréviations: AP (area postrema), ARC (noyau arqué), BR (bulbe rachidien), DMN (noyau dorsomédian),
DMV (noyau dorsal moteur du nerf vague), EM (éminence médiane), M (mésencéphale), ME (moelle
épiniére), NTS (noyau du tractus solitaire), P (pont), PBN (noyau parabrachial), PVN (noyau

paraventriculaire), 3V et 4V (3¢me et 4éme ventricule), VMN (noyau ventromédian).

Adapté de Fry et al., 2007.



provenant de la périphérie. En effet, les neurones du noyau arqué expriment un certain nombre
de récepteurs aux hormones et des systemes de détection aux nutriments a leur surface, leur
permettant d’initier des réponses orexigénes et anorexigenes afin de garantir le maintien de
I’homéostasie énergétique (3—5). De plus, I’activité des neurones du noyau arqué peut-étre
¢galement contrdlée par des afférences nerveuses provenant d’autres régions cérébrales, parmi

lesquelles on peut noter les autres noyaux hypothalamiques ou encore le NTS.

Le noyau arqué est composé de plusieurs populations de neurones impliqués dans le
controle de la prise alimentaire et du métabolisme, dont les neurones NPY/AgRP et
POMC/CART qui sont classiquement nommés neurones de « premier ordre » (Figure 2 et 3)
(6-8). Les neurones exprimant le précurseur POMC (proopiomelanocortine) et le CART
(Cocaine and amphetamine related transcript) sont impliqués dans les circuits anorexigenes
alors que les neurones sécrétant le NPY (Neuropeptide Y) et ’AgRP (Agouti related peptide)
sont associés aux réponses orexigénes (6,9,10). Les projections de ces neurones vers les
neurones dits de « second ordre » localisés dans les noyaux dorsomédian (DMN), ventromédian
(VMN), paraventriculaire (PVN), et latéraux (LH) ou encore dans le noyau arqué lui-méme,
permettent une régulation fine de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique (Figures
2 et 3) (11,12). Par ailleurs, I’activit¢ des neurones de ces noyaux hypothalamiques est
¢galement régulée par des facteurs circulant tels que le glucose, les hormones ou encore les

acides gras (13—15).

Le systéme mélanocortinergique est un acteur clé dans la régulation hypothalamique de
la prise alimentaire. Ce systetme implique la liaison de la MSH (melanocyte stimulating
hormones) qui est un produit de clivage du précurseur POMC, aux récepteurs
mélanocortinergiques (MC3R et MC4R) mais aussi 1’action antagoniste du neuropeptide AgRP
(Figure 3). Les récepteurs MC3/4R sont couplés aux protéines G et sont largement exprimés
dans I’hypothalamus et d’autres aires cérébrales (dont le NTS) (4,5). La fixation sur ces
récepteurs implique 1’activation de différentes voies de signalisation intracellulaire, mettant en
jeu ’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), I’inositol triphosphate ou les MAPK
(Mitogen-activated protein kinases) (16,17). L’ AgRP exerce une partie de ses effets orexigenes
en induisant I’endocytose des récepteurs MC3/4R au niveau des neurones de « second ordre »
(Figure 3) (18,19). Dans le noyau arqué, les neurones antagonistes POMC et AgRP expriment
les récepteurs MC3R, ce qui leur conférent la capacité de contrdler leur activité respective (20—

22).
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Figure 2 : Représentation schématique des principales interactions entre les noyaux hypothalamiques

impliqués dans la régulation de la prise alimentaire .

Le contrdle de la prise alimentaire fait intervenir des neurones de « premier ordre » situés dans le noyau arqué
(ARC) et des neurones de « second ordre » situés dans les autres noyaux hypothalamiques tels que le noyau
paraventriculaire (PVN), dorsomédian (DMN), vendromédian (VMN) et I’hypothalamus latéral (LH). Les
communications entre ces noyaux mettent en jeu le systéme mélanocortinergique (POMC/MSH, AgRP et les
récepteurs MC3/4R) et d’autres neuropeptides (NPY, MCH, Orexines, CART, CRH, TRH).

Abréviations: AgRP (Agouti-related protein), CART (Cocaine and amphetamine regulated transcript), CRH
(corticotropin-releasing hormone), GABA (acide y-aminobutyrique), MCH (melanin concentrating hormone),
MSH (Melanocyte stimulating hormone), NPY (Neuropeptide Y), POMC (pro-opiomélanocortine), TRH

(thyrotropin-releasing hormone), 3V (3¢me ventricule).



Néanmoins, la régulation de la prise alimentaire ne repose pas uniquement sur le
systeme mélanocortinergique. En effet, les neurones POMC expriment également le CART
(23-26). Les récepteurs et la voie de signalisation de ce neuropeptide sont encore mal connus,
mais plusieurs études suggerent que ces récepteurs seraient couplés aux protéines G (27-30).
I a été montré que I'injection de CART dans le noyau arqué chez des souris déficientes pour
CART n’a pas d’effet sur la prise alimentaire, mais augmente la dépense énergétique, et
notamment la thermogenese du tissu adipeux brun (TAB) (31-33). Des études sont encore
nécessaires afin de comprendre les effets des neurones CART et leurs mécanismes d’action

dans la régulation de la prise alimentaire.

Le plus puissant neuropeptide orexigene, sécrété par les neurones du noyau arqué, est le
NPY, dont les effets sont médiés par des projections de « second ordre » vers le PVN, le DMN,
le VMN et le LH (Figures 2 et 3) (34,35). De plus, lorsqu’il est libéré localement dans le noyau
arqué, le NPY est capable d’inhiber 1’activité des neurones antagonistes qui expriment POMC
(Figure 3) (36). La majorité des neurones NPY de I’hypothalamus sont localisés dans le noyau
arqué et 95 % d’entre eux co-expriment le neurotransmetteur AgRP (20,37). Il existe 5
récepteurs au NPY (Y1 a Y5), néanmoins les effets orexigénes passent principalement par les

récepteurs Y1 et Y5 (38).

Le noyau arqué est classiquement décrit comme étant principalement composé des deux
catégories de neurones POMC/CART et NPY/AgRP ; néanmoins des études ont montré
I’existence d’autres populations neuronales. En effet, le neurotransmetteur inhibiteur GABA
(acide y-aminobutyrique) est exprimé par les neurones NPY/AgRP et POMC/CART, mais
¢galement par une troisiéme population neuronale encore mal connue (36,39-41). Le GABA
sécrété par les neurones POMC et NPY exerce des effets orexigenes en modulant I’activité des
neurones POMC mais également en modulant I’activité neuronale d’autres noyaux situés dans
I’hypothalamus (dont le PVN) ou en dehors (dont le noyau parabrachial (PBN)) (Figure 3)
(37,42—48). D’autre part, une population de neurones glutamatergiques converge également
vers le PVN et est ainsi impliquée dans le controle a court terme de la prise alimentaire (Figure
3) (49,50). Dans le noyau arqué, les neurones POMC et glutamatergiques sont deux populations
neuronales distinctes, mais qui interagissent ensemble afin de diminuer rapidement la prise
alimentaire (49,50). En effet, afin d’obtenir une régulation rapide de la prise alimentaire,
I’activation des récepteurs MC4R par la MSH libérée par les neurones POMC (régulation a
long terme de la prise alimentaire) doit &tre associée a la stimulation des synapses

glutamatergiques (régulation a court terme de la prise alimentaire) (49,50).
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Figure 3 : Représentation schématique des projections des neurones de premier ordre du noyau arqué
vers des neurones de second ordre et les principaux neurotransmetteurs impliqués

Les neurones de premier ordre du noyau arqué exercent des contrdles réciproques. Le GABA (acide v-
aminobutyrique), le NPY (neuropeptide Y) et I’AgRP (agouti-related protein) exercent un contrdle négatif sur
les neurones de second ordre. Les effets inhibiteurs du GABA et du NPY passent par une hyperpolarisation du
neurone ou par l’activation des récepteurs Y1/Y5, respectivement. L’AgRP inhibe 1’action de la MSH
(melanocyte stimulating hormone) en provocant I’internalisation de ses récepteurs MC3/4R . La MSH et le
glutamate activent le neurone de second ordre a long et court terme, respectivement.

Abréviations: CART (Cocaine and amphetamine regulated transcript), POMC (pro-opiomélanocortine).

Adapté de Andermann and Lowell, 2017.



b. Le noyau paraventriculaire
Le noyau paraventriculaire (PVN) est capable de réguler la prise alimentaire en détectant
et en intégrant de nombreux signaux provenant des neurones POMC et NPY, GABA et
glutamatergiques du noyau arqué et en communiquant avec le tronc cérébral et I’hypophyse
(Figure 2) (13,46). Il est composé de neurones qui sécrétent des neurotransmetteurs
anorexigenes, comme la CRH (corticotropin-releasing hormone) et la TRH (thyrotropin-

releasing hormone).

Les neurones qui sécrétent le CRH interviennent a la fois dans la régulation de la prise
alimentaire et de ’axe HPA (Hypothalamic pituitary adrenal axis) dont I’hyperstimulation
induite par la CRH est impliquée dans les anorexies nerveuses et les troubles affectifs (51-56).
En ce qui concerne la régulation de la prise alimentaire, les neurones a CRH sont a la fois
capable d’inhiber I’activité des neurones NYP/AgRP et I’expression de NPY (57,58). Ainsi, la
diminution de CRH au cours du jeline permet 1’activation des circuits orexigénes impliquant
NPY. Bien que les effets du CRH ne dépendent pas du systeme mélanocortinergique, il existe
une interaction directe entre ces deux systémes. En effet, le systéme mélanocortinergique, via
les récepteurs MC4R, est capable de réguler a la fois I’axe HPA et la production de CRH (54).
Les effets du CRH sur la prise alimentaire et la dépense énergétique dépendent de sa fixation
sur deux récepteurs couplés aux protéines G entrainant une augmentation de I’AMPc (CRH-R1
et CRH-R2). Plus précisément, les effets du CRH sur la régulation de I’axe HPA semblent étre
médiés par les récepteurs CTH-R1 alors que ceux sur la prise alimentaire impliquent
principalement les récepteurs CRH-R2 (59). De plus, I’augmentation de la dépense énergétique,
et notamment de la thermogenése par la CRH est dépendante de 1’augmentation du tonus

sympathique (54,60).

La TRH est un acteur important a la fois dans la régulation de la prise alimentaire et de
I’axe  HPT (hypothalamus-pituitary-thyroid). Son administration au niveau central et
périphérique entraine une diminution de la prise alimentaire (pour revue (61)). De plus, la TRH
joue un role important dans la régulation de la sécrétion de TSH (Thyroid stimulating hormone)
par I’hypophyse (61,62). La TSH ainsi produite est capable de réguler la production et la
libération de Triiodothyronine (T3) et de thyroxine (T4) par la thyroide qui vont également
intervenir dans la régulation de la prise alimentaire (61). La libération de ce neuropeptide est
notamment régulée par les projections des neurones POMC et AgRP du noyau arqué sur les
neurones TRH du PVN. En effet, la MSH induit la libération de la TRH, tandis que ’AgRP

inhibe son expression (63,64). De plus, I’expression de la TRH dans ce noyau hypothalamique
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est également régulée par les hormones produites par le tissu adipeux (dont la leptine) (65-67).
Les effets de la TRH impliquent la voie de I’inositol triphosphate et sont médiés par deux types
de récepteurs (TRH-R1 et TRH-R2) couplés aux protéines G et répartis spécifiquement dans le
cerveau. En effet, les récepteurs TRH-R1 sont principalement retrouvés dans I’hypothalamus
et le tronc cérébral, et semblent étre impliqués dans les fonctions végétatives et autonomes ;
tandis que les récepteurs TRH-R2 largement distribués dans le cerveau (dont le cortex et la
formation réticulée) sont associés aux processus de cognition. Le contrdle de la prise
alimentaire par la TRH fait intervenir des projections sur des neurones histaminergiques du
noyau tuberculomammillaire (noyau hypothalamique impliqué dans le controle de fonctions
cognitives telles que la mémoire ou le sommeil), qui eux méme se projettent sur le PVN et le

VMN (68,69).

c. Le noyau vendromédian
Le noyau vendromédian (VMN) est décrit comme le centre de satiété principal et regoit
des projections neuronales provenant principalement des neurones NPY/AgRP et
POMC/CART dunoyau arqué (70) (Figure 2). L’ activité de ces neurones est également régulée
par la glycémie, les hormones sécrétées par le tissus adipeux (dont la leptine) ou encore les
acides gras circulants (13-15). Les neurones du VMN, libérent des neurotransmetteurs
anorexigenes, dont le BDNF (Brain-derived neurotrophic factor) et le SF-1 (steroidogenic

factor-1) (71-73).

Les neurones du VMN émettent des projections vers d’autres noyaux hypothalamiques
(dont le DMN, le PVN, et le LH), afin de réguler, entre autre, la fréquence et la taille des repas
(15). Néanmoins, ces neurones se projettent aussi sur le NTS localisé dans le tronc cérébral et
les aires corticales impliquées dans les mécanismes de récompense afin de réguler la prise

alimentaire, la dépense énergétique, ou encore la pression artérielle (15,74-76).

d. Noyau dorsomédian
Le noyau dorsomédian (DMN) est composé de différentes populations de neurones
libérant divers neurotransmetteurs, tels que I’acétylcholine, le GABA, la prolactine, le NPY, et
la TRH (77-81). L activité des neurones du DMN peut étre régulée par les afférences nerveuses,
les hormones (dont la leptine) ou encore les nutriments (77,79,81-83). Grace aux
prolongements qu’ils envoient vers d’autres noyaux hypothalamiques (dont le noyau arqué, le
PVN et le LH) et vers le tronc cérébral, les neurones du DMN participent a la régulation de la

prise alimentaire et de la dépense énergétique (81,82).
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Chez la souris, ’activation des neurones cholinergiques du DMN est associée a une
augmentation de la prise alimentaire. En effet, ces neurones vont activer les neurones GABA
du noyau arqué (récepteurs muscariniques) qui vont ensuite inhiber les neurones anorexigenes

POMC (82).

e. L’hypothalamus latéral

L’ hypothalamus latéral (LH) joue un role important dans la régulation du métabolisme
et de la prise alimentaire avec la notion de récompense (84). Le LH recgoit des projections
inhibitrices et excitatrices provenant de différentes aires corticales et sous-corticales, dont les
afférences des autres noyaux hypothalamiques (noyau arqué, VMN, PVN), de I’hippocampe,
de I’amygdale et du noyau accumbens (85-90). Les deux principaux neurotransmetteurs
impliqués sont la MCH (melanin concentrating hormone) et les orexines ; néanmoins des
populations neuronales expriment aussi le glutamate, le GABA, la neurotensine, et la galanine

(Figure 2) (84,91).

La MCH est un neuropeptide orexigéne qui joue un rdle important dans le contrdle du
stress, des comportements motivés (prise alimentaire ou de boisson par exemple) et de la
balance énergétique (92). Bien qu’il existe deux récepteurs au MCH (MCH-R1 et MCH-R2),
le récepteur MCH-R2 est principalement impliqué dans I’augmentation de la prise alimentaire
et la diminution de la dépense énergétique. Les effets de la MCH sur le contréle de
I’homéostasie énergétique ne passent pas par des modifications importantes de la prise
alimentaire mais plutét par une modulation de la dépense énergétique et de D’activité
locomotrice (91). Les interconnections entre les neurones MCH du LH et les neurones NPY du
noyau arqué permettent un contréle appropri¢ de la prise alimentaire par la détection des

métabolites circulants (hormones et nutriments) et des variations de la glycémie (91,93,94).

L’orexine est présente sous deux formes (orexines A et B) qui sont exprimées par les
neurones des zones dorsolatérale et latérale de 1’hypothalamus (95). Outre leur role dans
I’initiation de la prise alimentaire, les orexines sont impliquées dans de nombreuses fonctions,
dont la régulation des rythmes circadiens, les circuits de récompense, la cognition, I’activité
motrice et la réponse au stress (96). Dans le cadre de la régulation de la prise alimentaire,
I’activité des neurones a orexines est controlée a la fois par les afférences nerveuses provenant
du noyau arqué et du VMN, et par les signaux métaboliques (dont le glucose, la ghréline, ou
encore la leptine) (pour revue (97)). Les effets des orexines sont médiés par deux types de

récepteurs couplés aux protéines G (OX1-R et OX2-R) exprimés largement dans le systéme
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nerveux central. Grace a 1’activation de ces récepteurs, les orexines peuvent directement activer
les neurones de I’aire tegmentale ventrale, du noyau accumbens (ensemble de neurones de la
zone corticale du prosencéphale impliqués dans les circuits de la récompense), et réguler le

tonus sympathique (pour revue (97)).

Les projections des neurones GABA du LH vers I’aire tegmentale ventrale sont
impliquées dans la régulation de la prise alimentaire par des systemes de récompense (98,99).
Les neurones GABA qui expriment également la galanine se projettent localement sur les
neurones du LH, et sur des neurones du locus coeruleus, sans faire intervenir I’aire tegmentale
ventrale pour moduler le systeme de la récompense (100-103). La neurotensine est un peptide
anorexigene présent dans de nombreuses régions cérébrales (dont le LH) et périphériques. Il se
fixe sur trois récepteurs couplés aux protéines G (NtsR1-3) mais le récepteur NtsR1 apparait
comme le principal médiateur des effets sur la prise alimentaire (104—106). Par ailleurs, une
sous population de neurones qui expriment a la fois la galanine, la neurotensine, et le récepteur
a la leptine, est également impliquée dans les effets anorexigenes de la leptine en impliquant le

systémes de récompense (100,107,108).

Il existe un grand nombre de connections entre le LH et les autres zones du cerveau,
telles que le PBN latéral. En effet, les neurones du PBN latéral forment des synapses
glutamatergiques excitatrices avec les neurones a orexines du LH (109,110). Plusieurs études
ont aussi mises en €vidence I’existence de projection neuronales (GABA et glutamate) du LH
vers le PBN (111-114). L’ensemble de ces connections sont impliquées dans la réponse a un

golt agréable chez la souris (115).

3. Le tronc cérébral

De par sa localisation, le tronc cérébral est impliqué dans la réception, 1’intégration et
I’émission de signaux nerveux. Le tronc cérébral, qui comprend le bulbe rachidien, le pont et
le mésencéphale, est impliqué dans la régulation de ’homéostasie énergétique de la prise
alimentaire. Parmi les différents noyaux du tronc cérébral impliqués dans la régulation de

I’homéostasie énergétique, le NTS et le PBN ont un rdle prépondérant.

a. Le noyau du tractus solitaire
Le noyau du tractus solitaire est situé dans la partie bulbaire du tronc cérébral. Plus
précisément, le NTS est un composant important du complexe vagal dorsal (CVD) qui

comprend également [ 'area prostrema (région sans barriére hémato-encéphalique et a
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proximité du 4°™ ventricule) et le noyau moteur dorsal du nerf vague (DMV) (qui contrdle

I’activité nerveuse parasympathique périphérique).

Le NTS est un point important d’intégration des signaux centraux ou périphériques pour
la régulation de la prise alimentaire (116-118). Il recgoit, entre autre, des afférences
hypothalamiques ainsi que des afférences viscérales provenant du nerf vague et d’autres nerfs
craniaux. En effet, c’est le premier relais des fibres vagales afférentes qui véhiculent les signaux
de satiété en provenance du systeéme gastro-intestinal, comme par exemple la distension
gastrique ou la glycémie portale (Figure 4) (119,120). De plus, I’expression des récepteurs a la
CRH et a la MSH (MC3/4R) permet au NTS de participer a la régulation de la prise alimentaire
par lintermédiaire du systeme mélanocortinergique (17,116,121-123). Néanmoins, la
réception d’informations par le NTS ne se limite pas a la voie nerveuse, en effet sa proximité
avec [’area postrema et sa capacité a intégrer les signaux périphériques circulants en détectant
les nutriments et les différentes hormones [dont la leptine, la ghréline et le GLP-1 (glucagon-

like peptide-1)], lui permettent d’initier une réponse adaptée (Figure 4) (124-131).

Afin de controler la prise alimentaire, les neurones du NTS envoient des projections
dans plusieurs régions du cerveau dont I’hypothalamus, les noyaux du systéme de récompense
mésolimbique (dont 1’aire tegmentale ventral et le PBN) ou encore d’autres noyaux du tronc
cérébral (dont le DMV) (Figure 4) (132—134). Pour exemple, les neurones du NTS se projettent

sur le PVN afin d’activer les neurones anorexigénes a CRH et a TRH (135).

Les neurones du NTS peuvent produire et libérer différents peptides et/ou
neurotransmetteurs, tels que: les catécholamines, le GLP-1, POMC, le NPY, et la
cholécystokinine (CCK) (131,133,136,137). La diminution de la prise alimentaire induite par
I’activation des neurones a catécholamines et a GLP-1 du NTS implique des projections directes
sur des structure du systeme de récompense, dont 1’aire tegmentale ventrale et le noyau
accumbens (132,138-143). Néanmoins, les neurones a GLP-1 du NTS semblent étre impliqués
dans la régulation de la prise alimentaire seulement en condition de stress particulier, comme
lors d’un jeline prolongé ou apres une pré-charge de régime liquide qui mime un repas copieux

(144).

Dans le NTS, le précurseur POMC, les catécholamines et le GLP-1 sont exprimés dans
la méme région mais par des neurones différents (116). Le réle du précurseur POMC dans
I’hypothalamus ou le tronc cérébral n’est pas exactement identique. En effet, les neurones

POMC hypothalamiques, de par leur localisation proche du 3°™ ventricule seraient associés a
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Figure 4 : Représentation schématique des principales connexions entre les tissus périphériques, le tronc
cérébral, les systémes de récompense et les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la
prise alimentaire.

Les tissus périphériques, dont le tissu adipeux, le pancréas et le tractus gastro intestinal, communiquent avec
I’hypothalamus et le noyau du tractus solitaire (NTS) grace a des signaux nerveux et hormonaux (dont
I’insuline) afin de réguler la prise alimentaire. Le NTS regoit des afférences hypothalamiques et envoie des
projections vers 1’hypothalamus, ’aire tegmentale ventrale (VTA), le noyau accumbens (Nac), le noyau
parabrachial (PBN) et le noyau moteur dorsal du nerf vague (DMV). Le PBN recoit également des afférences
des neurones du noyau arqué (ARC) et de 1’area postrema (AP).

Abréviations: DMN (noyau dorsomédian); VMN (noyau ventromédian), PVN (noyau paraventriculaire),

Adapté de Rui, 2013.



la régulation a long terme de I’alimentation, entre autre par les hormones sécrétées par le tissu
adipeux (dont la leptine) tandis que ceux localisés dans le tronc cérébral seraient associés a des
signaux de régulation a court terme (diminution de la taille et de la fréquence des repas)
(36,118,145-147). La stimulation vagale par impulsion électrique ou par la CCK, provoque
I’activation des neurones POMC du NTS (148,149). De plus, I’activation des récepteurs MC4R
de ces neurones est requise pour les effets anorexigenes de la CCK. Ainsi, bien que les neurones
a POMC soient minoritaires dans le NTS, ils jouent un réle important dans la régulation de la

prise alimentaire.

b. Le noyau parabrachial
Le noyau parabrachial est situé¢ dans la partie pontique du tronc cérébral (Figure 1). De
par la diversité des neurones qui le compose, le PBN est impliqué dans la régulation de multiples
fonctions telles que la prise alimentaire, le malaise viscéral, ou encore la douleur (pour revue
(150)). Les neurones du PBN sont activés a la suite d’un repas, de stimulations désagréables,
nocives et menagantes (pincement, exposition a la chaleur ou au froid, douleur viscérale) ou

encore lors d’une aversion gustative (pour revues (150,151)).

L’activité des neurones du PBN est modulée par I’activation des différents récepteurs
exprimés a leur surface (dont les récepteurs a la CRH, a la leptine, au NPY, a ’ocytocine, a la
CCK, a la galanine ou encore les MC4R) (150,152). L’activation de ces neurones conduit a la
libération de différents neuropeptides, dont le majoritaire est le CGRP (Calcitonin gene-related
peptide) (150). L’action de ce peptide, découvert dans le PBN en 1983, implique sa fixation
sur des récepteurs membranaires couplés aux protéines G et I’activation de I’adénylate cyclase
intracellulaire (153—155). Les neurones du PBN, et plus particulierement les neurones a CGRP,
participent a la régulation de la prise alimentaire. En effet, la photo-activation de cette
population neuronale chez des souris a jeun inhibe la prise alimentaire lors d’une réalimentation

(156).

Des études visant a identifier les afférences du PBN qui interviennent dans la régulation
de la prise alimentaire ont mis en évidence les roles importants de I’hypothalamus et du NTS
(Figure 4). En effet, I’activité des neurones CGRP du PBN est modulée, en partie, par les
afférences des neurones du noyau arqué (157). Ainsi, I’activation des neurones AgRP du noyau
arqué inhibe I’activité des neurones a CGRP du PBN et provoque une augmentation de la prise
alimentaire. Par ailleurs, deux populations de neurones glutamatergiques du NTS qui expriment

indépendamment la CCK et la dopamine B-hydroxylase se projettent sur les neurones a CGRP
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du PBN (158). L’excitation optogénétique de ces neurones provoque 1’activation des neurones
a CGRP du PBN et ainsi induit une diminution de la prise alimentaire via des mécanismes de
satiété et de rassasiement (159—-161). De facon intéressante, 1’inactivation des neurones a CGRP
diminue les effets de la CKK et du GLP-1 sur la satiété suggérant I’implication des neurones a
CGRP dans la réponse anorexigeéne de la CCK et du GLP1 (160). De plus, les neurones 8 CGRP
du PBN sont des médiateurs importants des signaux de détresse gastro-intestinaux et sont
nécessaires dans les processus d’aversion conditionnée normale (156,162). La modulation des
activités gustatives et des phénomenes d’aversion conditionnée font intervenir des connexions
entre le PBN et ’lamygdale, le lieu de convergence des signaux sensoriels associés au malaise
viscéral et au gott (150,163—168). D’autre part, des neurones a orexines, GABAergiques et
glutamatergiques du LH se projettent sur le PBN, et pourraient jouer un role important dans la
régulation de la prise alimentaire et les mécanismes d’aversion gustative

(112,156,162,168,169).

Des études sont encore nécessaires pour déterminer comment les neurones a CGRP du
PBN modulent a la fois la satiété et I’aversion, mais deux hypothéeses ont été formulées (160).
La premiere suggere 1’existence d’une seule population de neurones 8 CGRP, mais d’une force
de stimulation différente selon les situations (en terme de durée et de population neuronale
recrutée). Dans ce cas, une situation aversive impliquerait une durée et une population recrutée
plus grande. La seconde hypothése implique I’existence de deux populations de neurones a
CGREP différentes. En effet, le repas augmenterait I’activité d’un groupe de neurones localisé
dans la zone dorsale du PBN latéral externe visant a diminuer la prise alimentaire, alors qu’une
aversion conditionnée induirait 1’activité des groupes neuronaux situés dans les parties ventrale
et dorsale du PBN latéral externe (156). Néanmoins, il n’est pas exclu que ces deux hypotheses
soient avérées. En effet, pour exemple, dans le NTS, différents sous types neuronaux sont

activés de fagon différente en fonction de la taille du repas (170).

En plus du CGRP, les neurones du PBN expriment différents neurotransmetteurs
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, comme la CRH, la MSH ou encore les
orexines (pour revue (168)). Ces différents neurotransmetteurs ont notamment été mis en

¢vidence dans les projections des neurones sensibles au gotit du PBN vers le LH (168).

En conclusion, le PBN, et plus particulicrement les neurones a CGRP, grace a ses
nombreuses connections, notamment avec I’hypothalamus, le NTS et I’amygdale, est un acteur

important dans la régulation de la prise alimentaire (Figure 4).

-33-






II. Controle périphérique de la prise alimentaire
Le contrdle périphérique de la prise alimentaire implique des régulations a court et a
long terme. Alors que la régulation a court terme implique principalement des signaux qui
proviennent de l'appareil digestif, le contréle a long terme implique majoritairement des

hormones produites par le tissu adipeux et le pancréas.

1. Régulations hormonales a court terme de la prise

alimentaire
Le tractus gastro-intestinal est un ensemble d’organes endocrines qui produisent et
libérent de nombreuses hormones et peptides biologiquement actifs (171). Ils sont pour la
plupart impliqués dans la régulation de la prise alimentaire (Figure 5). En dehors de cette
régulation humorale, la prise alimentaire est également contrdlée par la distension gastrique,

qui exerce un effet satiétogene (pour revue (172).

a. La cholécystokinine

La cholécystokinine est la premiere hormone intestinale capable de moduler la prise
alimentaire a avoir été mise en évidence (173). Il existe plusieurs isoformes bioactives qui
résultent de différentes hydrolyses de la pré-procholécystokinine par des pro-hormones
convertases (174,175). Au niveau périphérique, ces peptides sont principalement sécrétés par
les cellules entéro-endocrines I en réponse aux lipides et aux protéines contenus dans le bol
alimentaire (Figure 5) (176,177). Les isoformes CCK33 et CCK22 sont prédominantes dans
I’intestin et les isoformes CCK8 et CCK-58 sont les seules a avoir été retrouvées dans le

systéme nerveux central (178,179).

La CCK contrdle la digestion en régulant les sécrétions du pancréas exocrine et de la
vésicule biliaire, mais aussi en controlant la mobilité gastrique et intestinale (180,181). Cette
hormone secrétée par le duodénum joue également un role important dans la régulation de la
prise alimentaire en modulant la taille du repas ou encore I’intervalle entre les repas selon
I’isoforme mise en jeu (182,183). En effet, la CCKS58 réduit la taille du repas en induisant a la

fois le rassasiement et la satiété, et la CCK8 seulement en induisant le rassasiement (184).

Les effets de la CCK sont médiés par des récepteurs membranaires couplés a des
protéines G qui sont largement exprimés dans les cellules du tractus gastro-intestinal, les
cellules acineuses du pancréas, la vésicule biliaire, ou encore le cerveau (notamment au niveau

du tronc cérébral et de I’hypothalamus) (176,185-188). L action de la CCK est médiée par deux
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Figure 5 : Lieux de synthése et d’action des principales hormones gastro-intestinales impliquées dans la
régulation de la prise alimentaire.

La Cholécystokinine (CCK) produite dans le duodénum active principalement des récepteurs présents sur les
afférences du nerf vague qui induit I’activation des neurones du NTS impliqués dans la réduction de la prise
alimentaire. De plus, la CCK provoque également 1’activation des neurones hypothalamiques impliqués dans
le controle de la prise alimentaire. Le glucagon-like peptide-1 (GLP-1) produit dans I’iléon et le c6lon diminue
la prise alimentaire via l’activation des neurones hypothalamiques. Le peptide tyrosine tyrosine (PYY) produit
dans I’iléon et le colon diminue la prise alimentaire via 1’activation du nerf vague, mais aussi des neurones
hypothalamiques et du tronc cérébral. La ghréline est un peptide orexigéne sécrété principalement par

I’estomac qui contréle la prise alimentaire par I’intermédiaire des afférences vagales et/ou des neurones
hypothalamiques.




types de récepteurs (CCK-1R et CCK-2R) qui présentent des spécificités tissulaires (188,189).
L’expression des récepteurs CCK-1R est largement retrouvée en périphérie au niveau du tractus
gastro-intestinal, du foie et du pancréas, mais ¢galement dans différentes régions centrales (dont
I’hypothalamus et /’area postrema), ainsi qu’au niveau des afférences du nerf vague qui se
projettent sur le NTS (179,190). En revanche, le récepteur CCK-2R (aussi appelé récepteur a la
gastrine) est prédominant dans le systeéme nerveux central (179,190). Les effets anorexigenes
de la CCK passent principalement par sa fixation sur les récepteurs CCK-1R présents sur les
afférences du nerf vague qui induit I’activation des neurones du NTS impliqués dans la
réduction de la prise alimentaire (Figure 5) (148,191-195). Plus précisément, dans le NTS, les
neurones a POMC et le systéme mélanocortinergique sont les principaux médiateurs des effets
de la CCK sur la régulation de la prise alimentaire (116,148). Néanmoins, 1’administration
périphérique de la CCK provoque également ’activation des neurones de certains noyaux
hypothalamiques (dont le PVN), suggérant également leur implication dans le contrdle de la

prise alimentaire par la CCK (Figure 5) (196).

b. Le glucagon-like-peptide 1
Le glucagon-like-peptide 1 est une hormone synthétisée et libérée par le tractus gastro-
intestinal lors de la prise d’un repas (Figure 5) (197). Dans I’intestin, le GLP-1 est obtenu par
clivage enzymatique du géne codant pour le pro-glucagon par la convertase 1. Le GLP-1 est un
membre de la famille des incrétines, ¢’est-a-dire qu’il est capable de moduler les sécrétions
pancréatiques et par conséquent 1’homéostasie glucidique (198). C’est un polypeptide
anorexigene de 30 acides aminés, libéré par les cellules L de 1’iléon et du clon (199,200). Les

taux circulants de GLP-1 augmentent aprés un repas et chutent au cours du jeline.

Les récepteurs au GLP1 (GLP1-R) appartiennent a la famille des récepteurs couplés aux
protéines G (201). Ils sont largement exprimés dans le cerveau (noyau arqué, PVN, et NTS),
les fibres vagales afférentes, le tractus gastro-intestinal et le pancréas (199,202). Des études
basées sur 1I’administration centrale et périphérique d’agonistes du GLP-1 (Liraglutide) ont
permis de mieux comprendre les mécanismes d’action du GLP-1. Lors d’une administration
périphérique, I’agoniste du GLP-1 est retrouvé dans tous les organes circumventriculaires et ses
effets anorexigénes requierent la présence des récepteurs centraux au GLP-1, notamment au
niveau des neurones POMC/CART du noyau arqué (203,204). Ces effets sont renforcés
indirectement par la fixation du GLP1 sur les neurones GABA du noyau arqué ce qui entraine

I’inhibition de I’activité des neurones orexigenes NPY/AgRP (203).
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En dehors de son role dans la diminution de la prise alimentaire, le GLP-1 induit la
synthése de I’insuline et sa libération en réponse au glucose, inhibe la sécrétion de glucagon et

retarde la vidange gastrique (200,205,206).

c. Le peptide tyrosine tyrosine
Le peptide tyrosine tyrosine (PYY) est un polypeptide composé de 36 acides aminés
membre de la famille des polypeptides pancréatiques (qui comprend également le polypeptide
pancréatique et le NPY) (207). 1l existe deux formes de PYY, le PYY (1-36) et le PYY (3-36)
qui sont sécrétées par les cellules L intestinales de 1’iléon et du colonen quantité
proportionnelle au contenu énergétique du repas (Figure 5) (208-210). Le PYY (3-36) est
obtenu apres le clivage d’un résidu tyrosine-proline de I’extrémité N-terminale du PYY (1-36)

par la dipeptidyl-peptidase IV et représente la forme circulante majoritaire (211).

I1 existe plusieurs récepteurs au PYY (Y1, Y2, Y4, Y5, et Y6) couplés aux protéines G
mais le récepteur Y2 est celui avec lequel le PYY (3-36) posséde la plus grande affinité. Des
¢tudes ont montré que le PY'Y (3-36) est capable de pénétrer la barriére hématoencéphalique et
d’activer le nerf vague (212,213). De plus, I’expression du récepteur Y2 a été mise en évidence
dans les régions centrales qui controlent la prise alimentaire (208,209,214). De ce fait,
I’injection périphérique de PY'Y (3-36) induit I’expression du marqueur d’activation neuronale
c-Fos dans le noyau arqué, le NTS et /'area postrema et réduit la prise alimentaire en
augmentant les délais entre les repas (pour revue (215,216)). L’activation du récepteur Y2 dans
I’hypothalamus, notamment au niveau du noyau arqué, entraine une diminution de la prise

alimentaire en activant les neurones POMC et en inhibant les neurones NPY (212,214,215,217).

En plus de son role central dans la régulation de la prise alimentaire, le PYY retarde la

vidange gastrique et est impliqué dans 1’augmentation de la dépense énergétique (218,219).

d. La Ghréline
La ghréline est un peptide orexigene qui est sécrété principalement par 1’estomac, et en
moindre mesure par I’intestin, le pancréas, les reins, I’hypothalamus et ’hypophyse (Figure 5)
(220,221). La ghréline intervient dans la régulation de nombreuses fonctions, dont la prise
alimentaire, le maintien du poids corporel et de la masse grasse, ou encore le métabolisme
glucidique (222). Sa sécrétion est induite par la diminution de la glycémie au cours du jeline et

est diminuée par son €lévation apres la prise d’un repas (222).
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La ghréline est présente sous deux formes, une forme désacétylée, et une forme acétylée
par la ghrelin O-acyltransferase qui serait la forme biologiquement active. Néanmoins, des
¢tudes suggerent que la forme désacétylée exercerait les mémes fonctions que la forme acétylée
(notamment sur le métabolisme glucidique) (223-225) . En effet, le récepteur de la ghréline
GHS-R1a (Growth hormon secretagogue receptor 1a), couplé aux protéines G, fixe a la fois la
forme acétylée et désacétylée de la ghréline. Le GHS-R1b est une forme tronquée du récepteur
GHS-R1a qui, selon les cas, peut potentialiser ou diminuer 1’efficacité de la signalisation de
GHS-R1a (223,226,227). En effet, une faible quantit¢ de GHS-R1b favorise le trafic de GHS-
Rla vers la membrane plasmique, tandis qu’une élévation de la quantit¢é de GHS-R1b exerce

un effet allostérique négatif sur la signalisation GHS-R1a (227).

Les GHS-R1a sont fortement exprimés par les afférences du nerf vague et les neurones
hypothalamiques impliqués dans la régulation de I’homéostasie énergétique, mais également
par des cellules périphériques dont celles du tractus gastro-intestinal ou ils sont impliqués dans
le contrdle de la motilité intestinale et de ’homéostasie glucidique et lipidique (228-231). De
fagon intéressante, leur expression a ¢galement été détectée dans les astrocytes du noyau arqué,
suggérant qu’en plus de leur réle de soutien des neurones, ces structures joueraient ¢galement
un role essentiel dans la régulation de 1'homéostasie énergétique (232—234). Par ailleurs, les
voies d’action de la ghréline dans le controle de la prise alimentaire n’ont pas encore été
clairement identifiées et pourraient impliquer les afférences vagales ou les neurones

AgRP/NPY du noyau arqué séparément, ou les deux conjointement (235,236).

Enfin, outre son role dans la régulation a court terme de la prise alimentaire, la ghréline
diminue ['utilisation des graisses au niveau du tissu adipeux blanc en activant la lipogenése et
en inhibant la lipolyse, ce qui lui confere un role important dans le contrdle du poids a long

terme (237-240).

2. Régulations hormonales a long terme de la prise alimentaire

Les hormones libérées dans le sang par les organes ou tissus périphériques permettent
de renseigner le cerveau, notamment 1’hypothalamus et le NTS, de 1’état métabolique de
I’organisme afin qu’il initie des signaux permettant de réguler la prise alimentaire et la dépense

énergétique et ainsi maintenir I’équilibre de la balance énergétique.

a. L’insuline
L’insuline est une hormone formée par deux chaines peptidiques (de 21 et 30 acides

aminés) liées par des ponts disulfures, et sécrétée par les cellules B des 1lots pancréatiques.
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L’insuline est une hormone clé qui informe de 1’état métabolique de I’organisme. Pour exemple,
sa concentration plasmatique augmente en réponse a I’augmentation de la glycémie a la suite

d’un repas.

Dans les cellules B-pancréatiques, le géne de 1’insuline code pour la préproinsuline, un
précurseur qui interagit par avec des particules de reconnaissance du signal par I’intermédiaire
de sa séquence peptidique signal N-terminale hydrophobe (241). Cette interaction entraine une
série de réactions qui ont pour but de faciliter I’adressage de la préproinsuline dans le réticulum
endoplasmique (RE) ou elle est clivée en proinsuline sous 1’action de peptidases, puis modifiée
par des protéines chaperonnes (242-244). Ensuite, la proinsuline est transportée du RE vers
I’appareil de Golgi, ou elle est insérée dans des vésicules de sécrétion immatures dans lesquelles
elle est clivée en insuline et en peptide-C. Ces derniers sont stockés dans des vésicules de
sécrétion matures avec I’amyline et d’autres produits de sécrétion des cellules P (245,246). La
sécrétion d’insuline est régulée par la concentration de glucose sanguin qui est détectée par le
transporteur de glucose 2 (GLUT2) (247). Le mécanisme de sécrétion de cette hormone lorsque
la glycémie s’¢léve fait schématiquement intervenir une augmentation de l’utilisation de
glucose par la cellule B-pancréatique, une production accrue d’ATP et une diminution du
rapport ADP/ATP conduisant a la fermeture de canaux K" ATP-dépendants. Cela entraine une
dépolarisation cellulaire qui permet ’ouverture de canaux Ca?" dépendant du voltage.
L’augmentation du calcium intracellulaire et d’autres seconds messagers (AMPc), stimulent la

libération d’insuline.

L’insuline exerce de nombreuses fonctions parmi lesquelles on retrouve la régulation de
la prise alimentaire, du stockage d’énergie (hormone hypoglycémiante), mais également de la
croissance. En effet, I’insuline joue un réle important a la fois au niveau central et périphérique
dans la régulation a court et long terme de I’homéostasie glucidique et énergétique (248,249).
L’administration intra-cerebro-ventriculaire (ICV dans le 3°™ ventricule) ou intranasale
d’insuline ou d’insulino-mimétiques conduit & une importante diminution de la prise

alimentaire et de la dépense d’énergie, a la fois chez I’homme et le rongeur (250-253).

La fixation de I’insuline sur son récepteur (IR) de la famille des récepteurs a tyrosine
kinase entraine son activation par auto-phosphorylation sur 3 tyrosines (254,255). Dans cet état,
le récepteur recrute et phosphoryle les protéines impliquées dans plusieurs voies de
signalisation, dont les deux principales sont les voies IRS/PI3K/Akt-PKB et IRS/MAPK
(Figure 6). Ainsi, les protéines IRS- 1 et 2 (insulin receptor substrate) phosphorylées sur des
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Figure 6 : Voie de signalisation de ’insuline

La fixation de I’insuline sur son récepteur provoque I’activation de trois voies de signalisations : IRS/PI3K/Akt-
PKB, IRS/MAPK, CAP/c-Cbl.

Le récepteur de I’insuline phosphorylé sur 3 tyrosines, recrute et phosphoryle les protéines IRS- 1 et 2 (insulin
receptor substrate) sur des tyrosines. Ensuite, les protéines IRS-1/2 vont activer la PI3K (phosphoinositide 3-
kinase) qui transforme le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-
trisphosphate) au niveau de la membrane. Ce dernier est responsable du recrutement d’Akt/PKB (protéine
kinase B) qui va étre phosphorylé par la PDK-1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1). Akt ainsi
phosphorylé active de multiples voies de signalisation impliquées dans la régulation de la prise alimentaire et
du métabolisme du glucose. En paralléle, IRS-2 active la voie de la MAPK (Mitogen-activated protein kinases),
impliquée dans la croissance cellulaire. La troisiéme voie implique le recrutement de la protéine Cap (c-Cbl-
associating Protein) par le récepteur de I’insuline. Cap est responsable de la phosphorylation de c-Cbl (Casitas
B-lineage lymphoma), qui induit la translocation de GLUT-4 (glucose transporteur 4) a la membrane plasmique
pour augmenter le captage du glucose.



tyrosines activent ensuite la PI3K (phosphoinositide 3-kinase) qui transforme le PIP2
(Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) en PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate).
Ensuite, le recrutement de la protéine Akt/PKB (protéine kinase B) entraine I’activation de
multiples voies de signalisation impliquées notamment dans la régulation de la prise alimentaire
et du métabolisme du glucose. En parall¢le IRS-2 recrute Grb-2 (growth factor receptor-bound
protein 2) responsable de 1’activation de la voie de la MAPK (Figure 6). D’autre part, lorsque
la concentration plasmatique en insuline est importante, I’hormone peut se fixer sur les

récepteurs a I’IGF-1 (insulin-like growth factor-1).

Les récepteurs a I’insuline sont largement distribués dans le cerveau, en particulier dans
les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation de la prise alimentaire, dont le noyau
arqué (256-258). A cet endroit, la fixation de I’insuline sur son récepteur entraine une
diminution de la prise alimentaire en activant et en inhibant les neurones POMC/CART et
NPY/AgRP, respectivement (259-261). Néanmoins, alors que I’invalidation des récepteurs a
I’insuline dans les neurones POMC n’a pas d’effet sur la prise alimentaire, son invalidation au
niveau des neurones NPY entraine une importante augmentation de la prise alimentaire associé¢e
a une hausse de 1’expression de NPY (262,263). De plus, une altération de la signalisation de
cette hormone dans les neurones NPY est associée au développement du syndrome métabolique
(263). Par conséquent, les neurones NPY du noyau arqué jouent un role clé dans les effets
centraux de I’insuline sur la prise alimentaire. D’autre part, I’invalidation des récepteurs a
I’insuline spécifiquement dans les neurones AgRP a peu d’impact sur la prise alimentaire, ce
qui suggere, d’une part qu’un nombre important de neurones ne co-expriment pas NPY et
AgRP, et d’autre part qu’une partie seulement des effets de 1’insuline sur ’alimentation est
médiée par des neurones co-exprimant NPY et AgRP (9,262-264). De facon intéressante, une
sous-population de neurones co-exprimant NPY et la neurotensine (sans expression d’AgRP)
semble avoir une fonction importante dans la médiation des effets de I’insuline sur la prise

alimentaire (263,265).

La régulation de la prise alimentaire par ’insuline implique également des neurones
NPY localisés en dehors de I’hypothalamus. Pour exemple, I’administration d’insuline
directement dans ’amygdale diminue la prise alimentaire en réduisant 1I’expression de NPY

dans cette zone du cerveau (266,267).
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Figure 7 : Voies de signalisation de la leptine

La fixation de la leptine sur son récepteur membranaire LepRB entraine sa dimérisation et la formation d’un
complexe LepRb/JAK2 (janus kinase 2). L auto-phosphosphorylation de JAK?2 et la phosphorylation de LepRb
permet I’intéraction de LepRB avec STAT3 et STATS (signal transducer and activator of transcription 3/5) et
leur phosphorylation. Des diméres de STAT3 et STATS sont ensuite formés puis transloqués dans le noyau
afin d’activer la transcription des génes cibles.

L’activation de JAK2 permet la fixation de SHP2 (protéine tyrosine phosphatase 2) sur LepRB et le
recrutement de Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2) ce qui entraine l'activation de la MAPK
(mitogen-activated protein kinases) par phosphorylation. La MAPK est également activée par la leptine
indépendamment de SHP2. La fixation de la leptine entraine également d’activation de la voie IRS/PI3K
(insulin receptor substrate / phosphoinositide 3-kinase) qui conduit a la phosphorylation d’ Akt/PKB (protéine
kinase B) et de la phosphodiesterase 3B (PDE3B). Enfin, la fixation de la leptine sur son récepteur entraine
également ’activation de I’AMPKK (AMP-activated protein kinase kinase), la phosphorylation de I’ AMPK
(AMP-activated protein kinase), qui est notamment responsable de 1’inhibition d’ACC (acetyl-coenzyme A
carboxylase) par phosphorylation.

Adapté de Park and Ahima, 2014.



b. La leptine

La leptine est une protéine codée par le géne Ob, produite par le tissu adipeux en quantité
proportionnelle & sa masse, permettant ainsi de renseigner I’organisme des réserves de lipides
a long terme (268). La leptinémie diminue lors de famines et augmente fortement dans un
contexte de suralimentation et d’obésité (269). La sécrétion de la leptine est augmentée par
I’insuline, les glucocorticoides ou encore les cytokines pro-inflammatoires, alors qu’elle est
diminuée par les catécholamines (270). La leptine est une hormone anorexigéne qui est
impliquée dans la régulation de nombreuses fonctions, dont 1’équilibre énergétique, la

thermogenese, le développement neuronal et la reproduction.

Les effets de la leptine sont médiés par des récepteurs spécifiques exprimés a la fois
dans le cerveau au niveau de I’hypothalamus, de 1’hypophyse et du tronc cérébral mais
¢galement dans certains tissus périphériques comme les reins, les poumons, le foie et les
ovaires. Il existe 6 isoformes (LepRa-f) du récepteur a la leptine qui fait partie de la famille des
récepteurs aux cytokines de classe I et qui est codé par le géne Db (271). Le role de chacune
de ces isoformes est encore mal connu, néanmoins, seule la forme longue du récepteur (Lep-
Rb) contient le domaine intracellulaire nécessaire a I’activation de la signalisation JAK-STAT
par la leptine (271). Le récepteur Lep-Rb est fortement exprimé dans le cerveau et participe
entre autre a la régulation de la prise alimentaire et du métabolisme énergétique (73). Il est
abondant dans I’hypothalamus (particulierement dans le noyau arqué, 1’hypothalamus latéral,
le DMN ou encore le VMN), mais aussi dans d’autres régions cérébrales comme le NTS, I’area
postrema ou encore 1’aire tegmentale ventrale. La fixation de la leptine sur son récepteur active
plusieurs voies de signalisation, dont les voies JAK2/STAT3,IRS/PI3K (commune avec
I’insuline), SHP2/MAPK et AMPK/ACC (Figure 7) (73). La voie de signalisation impliquant
la voie JAK2/STAT3 est la voie majoritairement impliquée dans la régulation de ’homéostasie

énergétique par la leptine.

Dans le noyau arqué, la leptine entraine la phosphorylation de STAT3 qui diminue 1’expression
de NPY/AgRP et augmente 1’expression de POMC en se fixant sur les promoteurs des génes
Pome, Npy et Agrp (73,94,272,273). Dans le PVN, la leptine augmente I’expression du
neurotransmetteur anorexigéne TRH (65-67). D’autre part, dans le LH, les récepteurs Lep-Rb
sont exprimés par les neurones a MCH et a orexines (73). De méme, dans le VMN, la leptine
stimule la libération de BDNF et de SF-1 qui sont connus pour diminuer la prise alimentaire

(71-73). Les récepteurs a la leptine sont é¢galement retrouvés a la surface des neurones du DMN
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ou leur activation n’est pas impliquée dans le contréle de la prise alimentaire mais plutdt dans

la régulation de la dépense énergétique et du poids (83).

Au niveau du tronc cérébral, les récepteurs a la leptine exprimés par les neurones du
NTS et de I’area postrema sont impliqués dans la détection des signaux de satiété provenant
du tractus-gastro-intestinal (hormones et distension gastrique) (127,129,130). En effet,
I’absence des récepteurs a la leptine dans les neurones a CCK et a GLP-1 du NTS conduit a une

hyperphagie et a une prise de poids (127,130).

Par ailleurs, les récepteurs a la leptine sont présents a la surface des neurones
dopaminergiques de 1’aire tegmentale ventrale, une région cérébrale impliquée dans les
comportements motivés, comme la prise alimentaire. En effet, alors que 1’injection de leptine
directement dans cette région provoque une diminution de la prise alimentaire, 1’absence des

récepteurs dans cette zone conduit a une hyperphagie (128).

Enfin, le développement d’une hyperphagie et d’une obésité morbide chez des souris
déficientes pour le géne de la leptine (souris Ob/Ob) ou pour son récepteur (souris Db/Db),
montre I’importance de la signalisation de la leptine dans le maintien de 1’homéostasie

énergétique (274).

B. Maintien de I’homéostasie énergétique
En condition physiologique, I’organisme met en place des mécanismes de stockage
d’énergie en période postprandiale, et de déstockage au cours du jeline afin de maintenir

I’homéostasie énergétique.

I. Maintien de I’homéostasie énergétique en période

postprandiale
Lors de la prise d’un repas, les nutriments sont absorbés tout au long du tractus digestif
et vont étre véhiculés par la circulation sanguine vers les différents tissus dans lesquels ils vont
étre stockés sous différentes formes afin de répondre aux besoins énergétiques ultérieurs de

I’organisme.

1. Devenir des glucides alimentaires

Le glucose entre dans la cellule via des transporteurs qui présentent une spécificité
tissulaire (275). En effet, le transport du glucose par diffusion facilitée est assuré par les

transporteurs GLUT2 ou GLUT4 dans les cellules hépatiques et pancréatiques ou musculaires
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Figure 8 : Métabolisme du glycogéne dans le foie

Les réactions impliquant les enzymes responsables de la synthése (en rose), et de la dégradation (en noir) du
glycogeéne sont représentées dans la cellule hépatique (la phosphoglucomutase est commune aux deux voies).
La glycogene synthase et la glycogene phosphorylase sont activées par déphosphorylation et phosphorylation,
respectivement. L’insuline stimule la synthese de glycogéne en 1/ phosphorylant la PP1 (Protein phosphorylase
1), qui va déphosphoryler la glycogéne synthase (active) et la glycogéne phosphorylase (inactive) ; et en 2/
réprimant 1’inactivation de la glycogéne synthase en inhibant des kinases telles que la GSK3 (glycogen
synthase kinase 3) et la PKA (protein kinase A).

Au cours du jelne, le glucagon (non représenté) augmente la concentration intracellulaire d’AMPc, et active
successivement la PKA, la PK (phosphorylase kinase) et la glycogéne phosphorylase, et inhibe la glycogéne
synthase (par phosphorylation) afin de favoriser la dégradation du glycogéne.

Abréviations: GLUT2 (Glucose transporter 2), UDP-glucose (uridine diphosphate glucose).



et adipocytaires, respectivement (275,276). GLUT?2 est localisé a la membrane plasmique alors
que le transporteur GLUT4 est séquestré dans des vésicules cytoplasmiques et est transloqué a

la membrane plasmique sous 1’effet de 1’insuline (Figure 6) (276-278).

En réponse a une augmentation de la glycémie et de I’insulinémie, le glucose entre
rapidement dans les cellules ou il est immédiatement phosphorylé en glucose-6-phosphate
(G6P) par une hexokinase (glucokinase dans le foie) puis métabolisé pour fournir de I’énergie
ou des squelettes carbonés (Pour revue (279)). Plus précisément, dans le foie ou les muscles,
une partie du glucose est stocké sous forme de glycogene. De plus, I’exces de glucose provenant
de I’alimentation peut étre transformé en lipides par la voie de la lipogenéese dans le foie et le
tissu adipeux. Les lipides pourront étre stockés dans le foie sous forme de gouttelettes
(minoritairement), ou exportés vers le tissu adipeux pour y étre également stockés
(majoritairement) (280). Chez le rongeur, la lipogenése de novo prend place dans le foie et le
tissu adipeux, alors que chez I’humain elle prend principalement place dans le foie (largement
minoritaire dans le tissu adipeux) (281,282). En situation pathologique, 1’excés de lipides dans

le foie conduit a I’installation d’une stéatose hépatique.

a. La synthese de glycogene

Pour la synthése de glycogene, le GO6P produit est transformé en Uridine diphosphate -
glucose (UDP-glucose) et incorporé a une chaine de glycogene grace a I’enzyme clé de la voie
de syntheése du glycogene, la glycogene synthase (Figure 8). L’insuline régule la synthése de
glycogene en activant la protéine phosphatase 1 (PP1) qui va par déphosphorylation activer la
glycogene synthase et inhiber la glycogéne phosphorylase responsable de la dégradation du
glycogene (283). Par ailleurs, la voie de synthése du glycogeéne est également régulée par la
disponibilité en G6P. En effet, le GOP active la glycogeéne synthase de fagon allostérique, mais
¢galement en stimulant sa déphosphorylation par la PP1. De plus, afin de garantir un stockage
optimal du glycogene, le GO6P inhibe sa voie de dégradation en stimulant ou en inhibant la

glycogene phosphorylase par la PP1 ou la phosphorylase kinase, respectivement (283,284).

b. La lipogenése de novo
La synthese de lipides a partir de glucose est composée de plusieurs €tapes successives
(Figure 9). Premiérement, la glycolyse permet d’obtenir du pyruvate qui sera transformé dans
la mitochondrie en acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA), puis en citrate via le cycle de Krebs.

Dans le cytosol, le citrate sera transformé en acetyl-CoA qui sera utilis€ comme substrat pour
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Figure 9 : Voies métaboliques impliquées dans la synthése de novo de lipides dans le foie.

Le glucose qui entre dans la cellule via le transporteur GLUT2 est immédiatement phosphorylé en glucose-6-
phosphate (G6P) par la glucokinase et transformé en pyruvate via la glycolyse dans le cytosol. Ensuite, dans la
mitochondrie, le pyruvate est transformé en acétyl-CoA puis en citrate. Une fois dans le cytosol, le citrate est
transformé en acétyl-CoA et utilisé comme substrat pour la synthése des acides gras par deux enzymes clés :
I’acetyl-CoA carboxylase (ACC) et la fatty acid synthase (FAS). Le palmitate obtenu est ensuite modifié par
¢longation et désaturation, puis estérifié pour obtenir des triglycérides.

Les acides gras a longue chaine (LCFA: long chain fatty acid) entrent dans le cytosol de I’hépatocyte ou ils sont
transformés en Acyl-CoA afin d’intégrer la voie de la B-oxydation des acides gras dans les mitochondries. Le
malonyl-CoA obtenu sous I’action de I’ ACC est capable d’inhiber L-CPT1 (liver carnitine palmitoyl transferase
1), enzyme limitante de la B-oxydation des acides gras. Ainsi 1’oxydation des acides gras est inhibée, et
I’estérification est augmentée.

Abréviations: PEP (phosphoenolpyruvate), L-PK (liver pyruvate kinase), Elovl6 (elongase 6), SCD1 (stearoyl-
CoA desaturase), DAG (diacylglycerol).

Adapté de Postic and Girard, 2008.



la synthése des acides gras grace aux deux enzymes clés, 1’acétyl-CoA Carboxylase (ACC) et

la Fatty acid synthase (FAS) (Figure 9).

Dans un premier temps, I’ACC réalise la réaction de carboxylation de I’acétyl-CoA en
malonyl-CoA, un métabolite commun aux voies de synthese et de dégradation des lipides.
Grace a son action inhibitrice sur la carnitine palmitoyl transférase 1 (CPT1), le malonyl-
Coenzyme A (malonyl-CoA) inhibe la B-oxydation en empéchant le transport des acétyl-CoA
a travers la membrane mitochondriale. Il existe deux isoformes d’ACC qui sont codés par deux
genes distincts ; ACC1 et AAC2. L’isoforme 1 participe a la lipogenese de novo et est exprimé
dans le cytosol des cellules hépatiques et adipocytaires (285). L’isoforme 2 participe a la
régulation de la B-oxydation des acides gras et est exprimée principalement dans les
mitochondries des cellules musculaires squelettiques et cardiaques (286,287). Ensuite, les
molécules de malonyl-CoA obtenues sont cycliquement ajoutées (7 cycles maximum) a une
molécule d’acétyl-CoA grace a I’action de la FAS pour former le palmitate (Figure 9). Le
palmitate pourra ensuite étre modifié via des mécanismes d’¢longation et/ou de désaturation
afin d’obtenir une grande variété d’acide gras. Les mécanismes d’¢longation sont assurés par
des élongases, Elovl (Elongation of very long chain fatty acid) qui comprennent 7 isoformes
différentes, dont seules les isoformes 1, 2, 3, 5 et 6 sont exprimées dans le foie (288). Les
réactions de désaturation sont catalysées par diverses désaturases qui ajoutent des doubles
liaisons a différentes positions (A5, A6, et A9). Parmi les désaturases A9, la stearoyl-CoA
desaturase (SCD1) transforme le stéarate en oléate et le palmitate en palmitoléate, deux
composants majeurs des phospholipides membranaires, des triglycérides, et des esters de
cholestérol. Néanmoins, le réle de SCD1 ne s’arréte pas a la désaturation des acides gras
puisqu’elle est également impliquée dans la régulation de la lipogenese de novo (289). En effet,
dans le foie, elle module I’expression des enzymes ACC et FAS et la maturation des facteurs
de transcription lipogéniques SREBP-1c (Sterol regulatory element binging protein Ic) et
ChREBP (Carbohydrate response element binding protein) (289).

Les acides gras obtenus grace a la lipogenese de novo a partir de composés glucidiques
sont finalement estérifiés sous formes de triglycérides par la glycérol-3-phosphate
acyltransferase (GPAT) et la diacylglycerol acyltransferase (DGAT). En condition
physiologique, les triglycérides ainsi formés sont transportés vers le tissu adipeux sous forme

de VLDL (very low density lipoprotein).
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Figure 10 : Régulation de la transcription et du clivage du facteur de transcription SREBP-1c par
I’insuline

La fixation de I’insuline sur son récepteur active la transcription du geéne Srebpic (sterol regulatory element
binging protein) via la voie PI3K/Akt-PKB, et entraine la synthése de la protéine précurseur de SREBP-1c.
Cette forme s’ancre a la membrane du réticulum endoplasmique et interagit avec SCAP (SREBP cleavage-
activating protein). La liaison de SCAP avec Insig-2a (insulin induced gene 2a) retient SREBP-1c dans le
réticulum. L’insuline active le clivage protéolytique de la forme précurseur, conduisant a la dissociation du
complexe SCAP/SREBP-1c et Insig-2a. Ensuite, le complexe SCAP/SREBP-1c¢ migre vers ’appareil de Golgi
via des vésicules COPII (Coat Protein II), ou il subit un double clivage protéolytique par les protéases SP1 et
SP2 (Sitel/2 protease). Cela entraine la libération de la forme active de SREBP-1c qui migre dans le noyau et
active la transcription de génes codant pour des protéines impliquées dans la glycolyse et de la lipogenése de
novo.

Abréviation: LXR (Liver X receptor).

Adapté de Foufelle et al., 2005.



En fonction de 1’état nutritionnel, le controle de la lipogenése de novo met en jeu deux
facteurs de transcription SREBP-1c et ChREBP qui sont régulés par 1’insuline et le glucose,

respectivement.

L’insuline active a la fois la transcription et le clivage de la forme immature de SREBP-
lc, I’isoforme prédominante de la famille des facteurs de transcription SREBP (Figure 10). En
effet, I’insuline active la transcription du géne Srebpic par la voie PI3K/Akt, en stimulant la
fixation du facteur de transcription LXRa (Liver x receptor) et de SREBP-1¢ sur son propre
promoteur (290-294). SREBP-1c est ensuite exprimé a la membrane du RE ou il interagit avec
la protéine SCAP (SREBP cleavage-activating protein) (295). Ce complexe SREBP-1¢/SCAP
est tout d’abord maintenu dans le RE grace a une liaison de SCAP avec la protéine Insig-2a
(Insulin induced gene 2a) (295). La dissociation du complexe SREBP-1¢/SCAP-Insig-2a sous
I’action de I’insuline ou une déplétion en cholestérol permet la libération et la migration du
complexe SREBP-1¢/SCAP vers I’appareil de golgi, ou il sera cliver par les protéases S1P et
S2P (Site 1/2 Proteases) afin de libérer la forme active de SREBP-1c dans le cytosol qui sera
transloquée au noyau. Dans le noyau, ce facteur de transcription induit la transcription des génes

de la glycolyse et de la lipogenese (296-299).

Le glucose active ChREBP en entrainant la déphosphorylation de sa forme inactive
cytosolique (phosphorylée sur la sérine 196) qui est ensuite transloquée dans le noyau (Figure
11) (300-303). ChREBP subit aussi des modifications post-traductionnelles par acétylation et
O-glycosylation qui augmentent son activité transcriptionnelle (304,305). Dans le noyau,
I’hétérodimérisation de ChREBP avec la protéine MIx (max like protein x) active la
transcription des génes impliqués dans la voie de la lipogenése de novo (dont Acca, Fasn, Scdl)
(306). Deux isoformes de ChREBP ont ét¢ mises en évidence : ChREBPa et B (pour revue
(300)). Alors que I’'isoforme ChREBPa correspond a I’isoforme longue, la forme ChREBPJ est
dépourvue du domaine LID, qui est responsable de ’inhibition de 1’activité de ce facteur de
transcription en présence de faibles concentrations de glucose. Cette modification confére a
ChREBPB une activité¢ transcriptionnelle constitutivement plus ¢élevée (307). De fagon
intéressante, la réponse au glucose serait amplifiée grace au controle qu’exercerait ChREBPa
sur ChREBP (300,302). Plus précisément, ChREBPa serait d'abord activé par le glucose puis,
a son tour, stimulerait I'expression de ChREBPf grace a sa fixation sur un domaine ChoRE
(carbohydrate response element) identifi¢ dans 1'exon 1b de ChREBP. D’autre part, ChREBP
régule également la voie de la glycolyse par I’activation de la transcription de la L-PK (liver

pyruvate kinase), une enzyme clé de cette voie non régulée par SREBP-1¢ (298,308,309).
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Figure 11 : Mécanismes de régulation transcriptionnels dépendants du glucose et de ChREBP

Le facteur de transcription ChREBP (carbohydrate response element binding protein) est présent dans le

cytosol sous sa phosphorylée sur la sérine 196 et la thréonine 666. L’augmentation du glucose-6-phosphate
(G6P) cytosolique a I’état nourri stimule la déphosphorylation de ChREBP sur la sérine 196, et conduit a sa

translocation dans le noyau. La deuxieme déphosphorylation sur la thréonine 666 par la protéine phosphatase
2A (PP2A) est requise pour la liaison de ChREBP sur I’ADN. Dans le noyau, ChREBP agit sous la forme

d’hétérodimeres avec la protéine Mlx (max like protein X) et se fixe sur un domaine ChoRE (carbohydrate
response element) pour activer la transcription de ses génes cibles. De plus, le glucose augmente ’activité
transcriptionnelle de ChREBP par acétylation et O-glycosylation



Le glucagon, une hormone libérée par les cellules a du pancréas suite a une baisse de la
glycémie, joue également un role important dans 1’inhibition de la lipogenése de novo mais
aussi dans I’induction de la B-oxydation des acides gras (Figure 12). Les effets du glucagon
dépendent de sa fixation sur son récepteur couplé aux protéines G et de 1’augmentation de
I’AMPc intracellulaire qui va entrainer 1’activation de plusieurs voies de signalisation
impliquant la PKA et le facteur de transcription CREB (Figure 12). La PKA va inactiver
I’activité de ChREBP en le phosphorylant sur les résidus Ser196 et Thr666 et ainsi inhiber la
lipogenese de novo (Figure 12) (310-312). Les effets du glucagon sur la lipogenese de novo
sont également médiés par I’activation du facteur de transcription CREB-H, un nouveau
membre de la famille des facteurs de transcription CREB (Figure 12) (313). Dans le foie,
CREB-H a ¢ét¢é identifi¢ comme inhibiteur de la lipogenése de novo en bloquant la maturation

de SREBP-1c via I’augmentation de 1’expression du gene et de la protéine Insig-2 (313).

Enfin, les enzymes responsables de la synthése de novo de lipides sont directement
régulées par 1’état nutritionnel et les hormones pancréatiques. Par exemple, 1’isoforme ACC1
est régulée de facon transcriptionnelle et post-traductionnelle par 1’insuline, le glucagon et le
glucose. En effet, a I’état nourri, I’insuline et le glucose activent sa transcription, alors que le
glucagon la diminue au cours du jetine (314). L’inactivation d’ACCI1 par phosphorylation au
cours du jetine est assurée par le glucagon via I’action de la PKA et de I’AMPK (AMP-activated
protein kinase) (Figure 12) (315). De la méme fagon, I’expression de la FAS est induite par

I’insuline et le glucose lors d’un repas, et est réprimée par le glucagon lors d’un jetine.

2. Devenir des lipides alimentaires

Apres leur passage dans la circulation sanguine, les lipides alimentaires vont rejoindre
successivement le foie et le tissu adipeux afin d’y étre stockés pour une utilisation ultérieure.
Aprés un repas, I’insuline est la principale hormone de régulation du métabolisme lipidique. En
effet, I’insuline sécrétée en période post-prandiale possede une action anti-lipolytique en
inhibant I’hormone sensitive lipase (HSL) dans le tissu adipeux. Ceci a pour effet d’augmenter
le stockage des lipides sous forme de triglycérides dans les adipocytes et de réduire la libération

des acides gras libres dans la circulation sanguine (pour revue (316)).

Les lipides sont transportés dans la circulation sanguine sous forme de lipoprotéines qui
sont classées en fonction de leur densité. Par ordre croissant de densité, on retrouve les
chylomicrons, les VLDL, les IDL (Intermediate density lipoprotein), les LDL (Low density
lipoprotein) et enfin les HDL (High density lipoprotein) (Pour revue (316)). Le métabolisme
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Figure 12 : Mécanismes de régulation du métabolisme lipidique par le glucagon

La fixation du glucagon sur son récepteur couplé aux protéines G augmente les taux intracellulaires d’AMPc
(adenosine monophosphate cyclique) qui entraine I’activation de plusieurs voies de signalisation impliquant
la protéine kinase A (PKA) et le facteur de transcription CREB (C-AMP Response Element-binding protein).
Le glucagon inhibe la lipogenése de novo : 1/ en inactivant ChREBP (carbohydrate response element binding
protein) et ACC (acetyl-CoA carboxylase) par phosphorylation ; 2/ en activant le facteur de transcription
CREB-H qui va bloquer la maturation de SREBP-1c (sterol regulatory element binging protein) ; et 3/ en
activant les facteurs de transcription CREB et HES 1 (hairy and enhancer of split-1). De plus, le glucagon
augmente 1’expression des génes impliqués dans la B-oxydation des acides gras tels que PGCI1 (peroxisome
proliferator activator receptor y coactivator-1a).

Abréviations: Insig-2 (insulin induced gene 2a), PPARy (peroxisome proliferator activator receptor ).



des lipides est composé de différentes voies dites endogene et exogene et la voie de retour du

cholestérol (Figure 13).

a. Lavoie exogeéne :

Les lipides contenus dans le bol alimentaire sont absorbés par les entérocytes puis
libérés dans le sang grace notamment a différents transporteurs: CD36 (cluster of
differentiation 36) pour I’absorption des acides gras libres, FATP (Fatty acid transfert protein)
pour les acides gras, FABP (fatty acid binding protein) pour les acides gras et les
phospholipides, NPCIL1 (Niemann-Pick Cl-like 1 protein) et ABCG5/G8 (ATP Binding
Cassette Subfamily G Member 5/8) pour le cholestérol et les phytostérols (Pour revue (316)).

Sous I’influence de la microsomal triacylglycerol transfer protein (MTP), les lipides
absorbés par les entérocytes sont associés avec des apolipoproteines ApoB-48 (mais aussi
ApoA-I et Apo A-IV) afin de former des chylomicrons. L’insuline régule négativement
I’expression du géne codant pour la MTP afin de diminuer le flux intra-portal de lipides allant
au foie (317). Les chylomicrons rejoignent successivement la lymphe et la circulation sanguine
ou la lipoprotéine lipase (LPL) exprimée par les cellules endothéliales pourra hydrolyser leur
contenu en triglycérides et ainsi libérer des acides gras libres dans la circulation sanguine
(Figure 13) (318). Les chylomicrons « remnants » ainsi obtenus sont ensuite captés par le foie
via le récepteur au LDL et le récepteur LRP (LDL receptor-related protein) qui sont tous les
deux capables de fixer I’ ApoE. Cette apolipoprotéine est retrouvée en abondance dans le sang
et est synthétisée et sécrétée principalement par le foie mais également par d’autres tissus

comme le rein, la peau ou encore le cerveau (pour revue (319)).

b. La voie endogene
Dans le foie, la formation des VLDL met en jeu la MTP qui permet d’associer
I’apolipoprotéine B100 (ApoB100) aux lipides provenant a la fois des chylomicrons

« remnants », du tissu adipeux, ou encore du cholestérol libre (317,320,321).

L’insuline contrdle la production des VLDL par plusieurs mécanismes (Figure 13).
D’une part, elle est capable d’inhiber la synthése des VLDL dans les hépatocytes en diminuant
les taux d’acides gras libres circulants notamment par inhibition d’HSL. Et d’autre part, elle
empéche la phase de maturation et d’assemblage des VLDL en inhibant les phospholipases D1
et ARF-1 (ADP ribosylation factor 1) et en diminuant 1I’expression de la MTP et la traduction
de I’apolipoprotéine B (316,317,322-327).

-59-



Insulin

Voie exogéne

ch : g
/ ) ylom'cmns Voie endogéne

poB-48

\_f/p (’, Insulin

Chylomicron remnants

3””’6

NEFA-""" L

Insulin

@\

Adipose tissue

Insulin . Voie de retour du cholestérol

Figure 13 : Représentation générale du métabolisme des lipides et des effets de I’insuline

La voie exogéne : Les lipides contenus dans le bol alimentaire sont absorbés par les entérocytes puis libérés
dans le sang et associés aux apolipoproteines ApoB-48 pour former les chylomicrons. La lipoprotéine lipase
(LPL) exprimée par les cellules endothéliales hydrolyse les chylomicrons et libére des acides gras libres (NEFA
: non esterified fatty acids). Les chylomicrons « remnants » qui en résultent sont captés par le foie via le LDL-
R ( LDL-receptor) et le LRP (LDL receptor-related protein).

La voie endogéne : Dans le foie, la synthése des VLDL (very low density lipoprotein) correspond a
I’association de 1’apolipoprotéine ApoB-100 aux chylomicrons « remnants» issus de la lipolyse du tissu
adipeux, et du cholestérol libre, qui seront ensuite libérés dans le sang. Ensuite, de la méme fagon que pour les
chylomicrons, les triglycérides (TAG: triacylglycerol) contenus dans les VLDL sont hydrolysés par la LPL. Il

existe ensuite des échanges de lipides entre les VLDL et les HDL (high density lipoprotein), qui aboutissent a
la formation des IDL (intermediate density lipoprotein) qui seront pour la plupart convertis en LDL (low
density lipoprotein).

La voie de retour du cholestérol : Le foie et I’intestin synthétisent et libérent les HDL dans la circulation

sanguine. Rapidement, en se fixant sur le transporteur ABCA1 (ATP-binding cassette protein 1) exprimé par
les cellules périphériques, les HDL, se chargent en cholestérol non estérifi¢ et en phospholipides. Puis les

HDL, sont obtenus apres estérification du cholestérol (CE: cholesterol ester) contenu dans les HDL, et le

transfert des TAG provenant des VLDL. Pour finir, les HDL retournent au foie.

L’insuline : (1) diminue le flux intra-portal de lipides allant au foie, (2) inhibe la production de VLDL, (3)
diminue la lipolyse en inhibant la lipase HSL (hormone sensitive lipase) dans le tissu adipeux, (4) augmente
I’expression de LRP (5) augmente 1’expression du récepteur au LDL et (6) active la LPL.

Abréviations: ABCA1 (ATP-binding cassette A1), CETP (cholesteryl ester transfer protein), LCAT (lécithine-
cholestérol acyltransférase), SR-B1 (Scavenger receptor class B type 1).

Adapté de Verges et al., 2015



Ensuite, de la méme fagon que pour les chylomicrons, les triglycérides contenus dans les VLDL
sont hydrolysés par la LPL, libérant des acides gras libres qui pourront étre utilisés comme
source d’énergie ou stockés dans le tissu adipeux. La perte progressive des triglycérides
contenus dans les VLDL conduit au transfert d’une partie des apolipoprotéines (dont I’ ApoC et
I’ApoE) et des phospholipides vers les HDL (impliqués dans la voie de retour de cholestérol),
afin de former les IDL (328). La plupart des IDL sont convertis en LDL grace a une lipolyse
supplémentaire qui implique les lipases hépatiques (dégradation des triglycérides et
phospholipides). Les IDL restants sont ¢liminés par le foie grace aux récepteurs LRP et LDL-

R qui en reconnaissant I’ ApoE, entraine leur internalisation (316,319).

Le LDL, souvent décrit comme le « mauvais cholestérol », est le transporteur principal
du cholestérol dans le sang. Il est composé d’un cceur de cholestérol estérifié entouré d’une
enveloppe de phospholipides, de cholestérol non-estérifié et d’ApoB100. La fixation du LDL
sur son récepteur présent a la surface des cellules entraine son endocytose et sa dégradation par

les enzymes lysosomales permettant ainsi la libération du cholestérol.

L’insuline favorise le catabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides comme les
VLDL en activant la LPL et en inhibant 1’expression de 1’ApoC-III (inhibiteur de la LPL)
(318,329). De plus, I'insuline augmente indirectement le captage et la clairance des
chylomicrons « remnants » en induisant la translocation du récepteur LRP a la membrane
plasmique des hépatocytes (330). Finalement, I’insuline augmente la clairance des LDL en

augmentant I’expression et I’activité des récepteurs au LDL (331).

¢. Lavoie de retour du cholestérol

La voie de retour du cholestérol implique le HDL cholestérol, qui de par sa fonction de
récupération du cholestérol contenu dans les cellules périphériques, est souvent décrit comme
le « bon cholestérol ». Le foie et I’intestin synthétisent et liberent les HDL dans la circulation
sanguine qui ne contiennent a ce stade que des apolipoprotéines et dont la principale est 1’ Apo-
A-I. Rapidement, au contact des cellules périphériques, les HDL vont se charger en cholestérol
non estérifi¢ et en phospholipides provenant du cytoplasme cellulaire grace a la fixation de
I’Apo-A-I sur le transporteur ABCA1 (ATP-binding cassette protein 1) (332). Enfin, le
cholestérol contenu dans les particules de HDL est estérifié¢ par la LCAT (lecithin—cholesterol

acyltransferase).

Le cholestérol contenu dans les HDL retourne au foie par deux voies majoritaire : la

voie directe permet au cholestérol estérifi¢ d’étre directement capté, puis hydrolysé par le foie
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grace au récepteur SR-B1 (scavenger receptor Bl) et la voie indirecte qui met en jeu des
¢changes de lipides entre les différentes particules de lipoprotéines (Figure 13). En effet, il
existe des échanges entre les HDL, les VLDL et les LDL cholestérol qui impliquent des
protéines de transfert comme la CETP (cholesteryl ester transfer protein) et la PLTP
(phospholipid transfer protein). La CETP est a la fois impliquée dans le transfert du cholestérol
estérifi¢ des HDL vers les VLDL, et du passage des triglycérides des VLDL vers les HDL. La
PLTP est impliquée dans le transfert des lipides des VLDL vers les HDL. Ces échanges de
lipides permettent d’enrichir les HDL en triglycérides et en phospholipides qui pourront étre
hydrolysés par les lipases hépatiques. Les particules de HDL appauvris en lipides pourront alors

de nouveau étre impliquées dans la voie de retour du cholestérol.

3. Devenir des protéines alimentaires

Dans I’estomac et I’intestin gréle, les protéines alimentaires sont successivement
digérées en acides aminés qui sont des molécules composées d une fonction acide carboxylique
et d’une fonction amine. L’alimentation permet d’apporter les 9 acides aminés essentiels chez
I’homme (tryptophane, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, valine, leucine, isoleucine

et I'histidine) qui ne peuvent pas étre synthétisés par 1’organisme.

Contrairement aux glucides et aux lipides, les acides aminés ne peuvent pas étre stockés
et le groupement amine doit étre retiré du reste du squelette carboné par désamination ou
transamination. La désamination consiste en la dissociation de la fonction amine par les
désaminases alors que la transamination consiste a échanger une fonction amine entre un acide
a-aminé et un a-cétoacide grace a des aminotransférases. La fonction amine libérée a partir de
I’acide aminé est convertie en ammoniac qui sera transformé en urée ou en acide urique via le
cycle de I’urée et excrétés dans les urines. Dans d’autres cas, I’ion ammonium peut étre recyclé
pour la synthése d’un autre acide aminé (333). Une fois la fonction amine enlevée ou déplacée,
le squelette carboné peut intervenir dans la synthése de plusieurs classes de composés
organiques : peptides, glucides ou acides gras. On parle alors d’acides aminés protéinogenes,

glucoformateurs et cétogenes.

Dans le cas des acides aminés protéinogeénes, le squelette carboné peut conduire a la
formation d’un nouvel acide aminé, et par conséquent a la synthése de peptides et protéines.
Les acides aminés glucoformateurs permettent d’obtenir des glucides nécessaires au maintien
de ’homéostasie énergétique au cours du jeline par la voie de la néoglucogenése dans trois

organes : le foie, les reins et I’intestin. Pour finir, les acides aminés cétogenes sont transformés
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en acétyl-CoA, puis en corps cétoniques, au méme titre que les acides gras issus de la -

oxydation dans des conditions de jeline prolongé.

Grace a la circulation portale et a I’expression de nombreuses enzymes clés du
métabolisme des acides aminés, le foie est le site majoritaire de captage et de transformation
des acides aminés absorbés. En effet, le catabolisme des acides aminés commence dans le foie
mais fait également intervenir différents organes tels que I’intestin, le muscle, ou encore les
reins (333,334). Outre son role dans I’absorption des acides aminés, I’intestin est capable de les
métaboliser et de les utiliser comme source d’énergie. Plus précisément, 1’intestin utilise la
glutamine libérée par la protéolyse musculaire comme source d’énergie et comme substrat

néoglucogénique au cours du jetine (335-337).

Les repas stimulent I’anabolisme en inhibant la protéolyse et en activant la synthése
protéique (338). La stimulation de la synthése protéique dans le muscle, qui est principalement
régulée par I’action combinée de I’insuline et des acides aminés, intervient rapidement apres un
repas (338-342). De plus, ces effets sont potentialisés par I’augmentation des glucocorticoides
apres le repas (343). La régulation de la synthése protéique par 1’insuline implique la voie

IRS/PI3K (344).

II. Maintien de I’homéostasie énergétique au cours du jeiline

Au cours du jelne, I’organisme va chercher a mobiliser ses réserves. Or, le maintien de
la glycémie entre 0,9-1 g/L est une condition essentielle pour le maintien des fonctions
métaboliques et le fonctionnement optimal de certains organes, dont le cerveau. La plupart des
mammiferes, y compris les humains sont incapables de tolérer des épisodes d'hypoglycémie
supérieurs a quelques minutes, au risque d’induire des dommages cellulaires irréversible. Au
contraire, une hyperglycémie peut conduire a I’installation d’une insulino-résistance voir au
développement du diabéte de type 2 (DT2). En dehors des périodes de repas, plusieurs
mécanismes se mettent en place afin de garantir I’homéostasie énergétique. Parmi les
mécanismes mis en place au cours du jeline, la production endogeéne de glucose (PEG), et plus
précisément la glycogénolyse est la premiere a se mettre en place. Ensuite la néoglucogenése,

la lipolyse adipocytaire et la protéolyse musculaire se mettent en place.

Pendant les périodes de jetine le glucose n’est pas la seule source d'énergie. En effet, les
corps cétoniques sont essentiels pour le fonctionnement de plusieurs organes, tels que le
cerveau, les reins, l'intestin et le cceur (279,345-347). Ainsi, pendant le jetine, 'utilisation du

glucose en tant que source d’énergie et son renouvellement global sont réduits afin de le
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préserver pour fournir des squelettes a 3 carbones nécessaires a la synthése des nucléotides et

la duplication chromosomique (pour revue (279)).

1. La production endogéne de glucose

a. Généralités
La production endogene de glucose permet de maintenir la glycémie stable entre les
repas et pendant les périodes de jetine. Elle implique deux voies métaboliques, la glycogénolyse

et la néoglucogenese.

Le foie, les reins et I’intestin sont les trois organes capables de produire et de libérer du
glucose dans la circulation sanguine car ils sont les seuls a exprimer la glucose-6-phosphatase
(G6Pase). Cette enzyme est composée de deux sous unités localisées dans la membrane du RE:
une sous unité catalytique (G6PC) qui catalyse la transformation du G6P en glucose et
phosphate inorganique et une sous-unité transportrice (G6PT) qui permet le transport du G6P

le cytosol vers la lumiere du RE (348).

En période post-absorptif (6 et 12h de jeline chez la souris et chez 1’homme,
respectivement), le foie est le principal tissu producteur de glucose. En effet, sa production
représente 70-75% de la production totale glucose alors que celle des reins et de I’intestin

correspondent a environ 15-20 % et 5-7 %, respectivement (279,345,349,350) (Figure 14).

Dans un premier temps, le foie est capable de produire du glucose par la glycogénolyse
a partir de ses stocks de glycogeéne (351). Lorsqu’un jeline se prolonge, le foie produit du
glucose via la néoglucogenése, a partir du lactate (issu du métabolisme anaérobie et oxydé en
pyruvate), des acides aminés glucoformateurs issus de la protéolyse musculaire (tels que
I’alanine, la glycine et la thréonine), ou encore a partir du glycérol issu de la lipolyse des
triglycérides du tissu adipeux. Si le jetine perdure entre 24-48h chez le rat, la participation du
foie a la PEG chute jusqu’a atteindre environ 20-25%, tandis que les reins et I’intestin assurent
environ 50-55 % et 20%, respectivement, de la production de glucose totale (Figure 14)
(279,350,352). Dans ces deux tissus, les stocks en glycogéne sont négligeables et leur
production de glucose est donc assurée exclusivement par la néoglucogenése. La production de
glucose extra-hépatique est essentielle pour le maintien de la glycémie lors de jetines prolongés
puisque les souris invalidées pour la G6Pase hépatique maintiennent leur glycémie au cours

d’un jetne long grace a I’induction de la production de glucose par les reins et I’intestin (353).
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Figure 14 : Estimation de la participation des trois organes néoglucogéniques dans la production
endogéne de glucose totale selon I’état nutritionnel chez le rat.

Pendant la période post-absorptive, le foie est le principal producteur de glucose, néanmoins au cours du jeline
sa participation diminue au profit d’'une augmentation de la production de glucose par les reins et I’intestin

Adapté de Soty et al., 2017.



Il est a noter que 1’absence de PEG peut étre fatale chez les patients atteints de
glycogénoses de type I, qui sont des maladies métaboliques associées a un déficit en G6Pase.
Plus précisément, une mutation du gene G6pc ou G6pt, entraine une glycogénose de type la ou
de type 1b, respectivement. Ces glycogénoses se caractérisent par des hypoglycémies séveres
lors d’un jeline court et nécessitant une prise en charge nutritionnelle trés stricte jour et nuit par
I’apport de sucres lents pour maintenir la glycémie. De plus, ces patients développent une
hépatomégalie et des complications métaboliques telles que la stéatose hépatique et la maladie
chronique rénale. L’ensemble de ces troubles métaboliques conduisent trés souvent a

I’apparition de tumeurs hépatiques et rénales (354,355).

b. La glycogénolyse
La glycogénolyse permet la production de glucose a partir de la dégradation du
glycogene stocké dans le foie. Le muscle n’exprimant pas la G6Pase, le glycogene musculaire
ne participe pas a la régulation de la glycémie mais est utilisé localement via la voie de la

glycolyse pour fournir I’énergie nécessaire lors d’un effort musculaire.

Au cours du jeline, la fixation du glucagon sur son récepteur couplé aux protéines G
entraine 1’augmentation de la concentration intracellulaire d’AMPc, qui active successivement
la PKA, la phosphorylase kinase et enfin la glycogéne phosphorylase qui est responsable de la
libération de glucose-1-phosphate (Figure 8). Sous I’effet de la phosphoglucomutase, le
glucose-1-phosphate est transformé en G6P qui va ensuite étre déphosphorylé et ainsi
transformé en glucose par la G6Pase afin d’étre libéré dans la circulation sanguine via le

transporteur GLUT2.

Le glycogene est une source d’énergie rapidement mobilisable. Néanmoins les stocks
sont rapidement épuisés, environ apres 12h et 24-48h de jeline chez la souris et chez I’homme,

respectivement. Au-dela, le maintien de la glycémie est assuré par la néoglucogenese.

c¢. La néoglucogeneése
La néoglucogenéese correspond a la synthése de novo de glucose a partir de composés
non glucidiques tels que le pyruvate, le lactate, les acides animés glucoformateurs et le glycérol.
Néanmoins, il existe des substrats préférentiels en fonction du métabolisme de chacun des trois
organes néoglucogéniques. En effet, les principaux substrats de la néoglucogenese hépatique
(PHG) sont I’alanine, le lactate et le glycérol, alors que les reins utilisent préférentiellement la
glutamine, le lactate et 1’alanine (356,357) (Figure 15). L’intestin utilise principalement la

glutamine, et dans une moindre mesure le glycérol comme substrat de la néoglucogeneése (358).
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Figure 15 : La néoglucogenése hépatique a partir du lactate, de I’alanine et du glycérol

Les enzymes notées en bleu sont communes a la glycolyse et a la néoglucogenése. Les enzymes spécifiques de
la néoglucogenése sont notées en rouge.

L’alanine et le lactate sont transformés en pyruvate afin d’intégrer la néoglucogenése. Le glycérol s’ insére dans
la voie de la néoglucogenése via le DHAP (dihydroacétone phosphate). Il est classiquement admis que le
glucose produit est libéré dans la circulation sanguine par le transporteur GLUT2.

Légende: PEP (phosphoenolpyruvate), OAA (oxaloacétate), ALAT (alanine transaminase), LDH (lactate
deshydrogénase), MDH (malate deshydrogénase), ASAT (Aspartate aminotransférase).

© Transporteur de dicarboxylase @ Transporteur aspartate glutamate (cas de la néoglucogenése a partir du
lactate).



La glutamine est 1'acide aminé plasmatique le plus abondant et est considérée comme un
précurseur néoglucogénique clé pour le rein et I’intestin qui expriment une glutaminase ayant
une haute affinité pour la glutamine. En revanche le foie qui exprime une glutaminase de faible
affinit¢ pour la glutamine est incapable d’utiliser cet acide aminé comme substrat
néoglucogénique (pour revue (359)). De facon intéressante, la néoglucogenese intestinale
(NGI) permet de produire de 1’alanine et du lactate, qui peuvent étre ensuite utilisés par le foie

(357,360).

Certaines enzymes impliquées dans la néoglucogenése sont communes a la glycolyse
car elles sont capables de fonctionner dans les deux sens. Cependant, quatre d’entre-elles sont
spécifiques et représentent donc des points clés de régulation. Elles permettent de réaliser les
trois €tapes irréversibles de la néoglucogenese (Figure 15). Dans 1’ordre, on retrouve la
transformation du pyruvate en phosphoénolpyruvate qui fait intervenir successivement la
pyruvate carboxylase dans la mitochondrie et la phosphoénolpyruvate carboxykinase
cytosolique (PEPCK-c) dans le cytoplasme, puis, la transformation du fructose-1,6-
bisphosphate en fructose-6-phosphate par la fructose-1,6-bisphosphatase et enfin, Ia
transformation du G6P en glucose par la G6Pase (Figure 15). La pyruvate carboxylase catalyse

la formation d’oxaloacétate a partir de pyruvate dans la mitochondrie.

La pyruvate carboxylase, la PEPCK-c et la fructose-1,6-bisphosphatase sont exprimées
dans de nombreux tissus, alors que 1’expression de la G6Pase est restreinte a trois organes : le
foie, les reins et I’intestin, et leur confere la capacité de produire et de libérer du glucose dans

la circulation sanguine (361).

d. Régulation de la production endogéne de glucose
La production endogene de glucose est inhibée a 1’état nourri par I’insuline, et est
activée au cours du jetine par le glucagon, les catécholamines (adrénaline et noradrénaline), et

des corticostéroides notamment.

L’augmentation de I’insulinémie post-prandiale va entrainer une diminution de la
concentration plasmatique de glucose en induisant son captage par les tissus et en inhibant la
PEG. Dans le foie, I’insuline, d’une part, stimule la synthése et réduit la dégradation du
glycogene et d’autre part, inhibe la néoglucogenese. En effet, a court terme, I’insuline agit trés
rapidement en augmentant les flux métaboliques a travers la glycolyse. Plus précisément,
I’insuline active le complexe enzymatique phosphofructokinase 2 / fructose-2,6-bisphosphatase

qui catalyse la synthése du fuctose-2,6-bisphosphate, un activateur allostérique de la
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phosphofructokinase 1. Ceci augmente donc le flux a travers la glycolyse au détriment de la
voie néoglucogénique (362). A plus long terme, I’insuline contrdle la néoglucogenese en
diminuant la transcription des génes codant pour la PEPCK-c et la G6PC. Plus précisément,
’activation de la voie de signalisation de I’insuline entraine la phosphorylation de la protéine
Akt (Ser473) qui va elle-méme phosphoryler le facteur de transcription FoxO1 (Forkhead box)
(Thr24) afin de I’inactiver par exclusion nucléaire (361,363—-365). Une fois dans le cytoplasme,
FoxO1 est dégradé par le protéasome (366). Par ailleurs, la phosphorylation de FoxO1 par Akt
provoque des modifications de son domaine de liaison a I’ADN, et réduit ainsi sa capacité a se
fixer sur les éléments de réponse a I’insuline (IRE) (367-372). D’autre part, I’insuline diminue
I’activité de la G6Pase mais également la transcription et 1’activit¢ de la fructose-1,6-

bisphosphatase (373-376).

Les trois tissus néoglucogéniques sont sensibles a 1’insuline (361,377). Dans les
situations ou les taux d’insuline sont bas, comme dans le jeline prolongé ou encore le diabete
induit par destruction des cellules B pancréatiques, on observe une augmentation de la
production de glucose par I’intestin associée a une augmentation de 1’expression de la G6PC et

de la PEPCK-c (358,360).

L’insuline régule également la PEG en modulant en modulant la disponibilité en
substrats néoglucogéniques. En effet, ’insuline réduit I’approvisionnement du foie en acides
gras libres et en glycérol provenant du tissu adipeux et en acides aminés glucoformateurs en
provenance des muscles (alanine notamment) (378,379). Par ailleurs, I’insuline a la capacité
d’inhiber la PEG en diminuant la libération de glucagon, qui a pour fonction principale de
stimuler la PHG, en induisant 1’activité de la G6Pase a court terme (380—384). La fixation du
glucagon sur son récepteur se traduit par une augmentation de I’AMPc et 1’activation de la
PKA, qui d’une part, active la fructose-1,6-bisphosphatase, et d’autre part, phosphoryle le
facteur de transcription CREB. Ce dernier active ensuite d’autres facteurs de transcription, dont
HNF4 (hepatic nuclear factor 4) et C/EBP (CAAT/enhancer binding protein) afin d’induire la
transcription du géne Gépc (353,375,385-387).

Le systéme nerveux, et notamment la balance entre I’activité du systéme nerveux
sympathique (SNS) et parasympathique (SNP), est également impliqué dans la régulation de la
PEG par I’intermédiaire des catécholamines synthétisées a partir de la tyrosine. En effet, le SNS
controle la libération de noradrénaline par les terminaisons nerveuses, et la sécrétion

d’adrénaline par les glandes surrénales. Ces deux catécholamines exercent leurs effets en tant
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que neurotransmetteur ou hormone, respectivement, grace a leur fixation sur des
récepteurs transmembranaires o et B adrénergiques (ADR a et ). Lors d’une hypoglycémie
induite par I’insuline, I’augmentation d’adrénaline circulante est responsable de I’augmentation
de la PEG en stimulant I’activité de la G6Pase hépatique (388). De plus, I’effet activateur de
I’adrénaline sur la PEG est potentialisé par sa capacité a inhiber la sécrétion d’insuline et a
induire la libération de glucagon (389). Par ailleurs, 1’activation de la voie de signalisation de
I’insuline  dans  I’hypothalamus régule la PHG en modulant le tonus
sympathique/parasympathique au niveau du foie et du tissu adipeux (pour revue (390)). Plus
précisément, la fixation de I’insuline sur ses récepteurs au niveau des neurones AgRP du noyau
arqué inhibe la PHG par I’activation des fibres vagales parasympathiques innervant le foie
(391,392). Ainsi, ’activation du SNS joue un rdéle important dans I’induction de la
glycogénolyse, et donc de la PHG, en réponse a I’hypoglycémie (393,394). Au contraire,
I’activation du SNP entraine une baisse de la glycémie en diminuant la PHG et en activant la

glycogene synthase au niveau du foie (395).

Les glucocorticoides, dont la cortisone et le cortisol, sont des molécules naturelles
produites et sécrétées par les glandes surrénales. Suite a leur fixation, 1’internalisation du
complexe glucocorticoides-récepteur permet aux glucocorticoides de réguler la transcription
des genes codants pour la PEPCK-c et la GO6PC. En effet, I’internalisation du complexe ligand-
récepteur entraine I’activation de facteurs de transcriptions tels que HNF3f et 4 et C/EBP pour
la régulation de I’expression de PEPCK-c, ou encore des facteurs de transcription FoxO, HNF-
1 et CREB pour la régulation de I’expression de la G6Pase (396-401). Les effets des
glucocorticoides sur la PHG apparaissent apres plusieurs heures de jeline, contrairement aux
effets des catécholamines et du glucagon (402). Par ailleurs, les glucocorticoides inhibent le

captage et I'utilisation du glucose par les cellules périphériques.

Les adipokines, des hormones libérées par le tissu adipeux telles que la leptine ou
I’adiponectine, sont également capables de réguler le métabolisme glucidique en modulant la
PEG notamment au niveau hépatique. La leptine est capable de réguler la PEG en modulant les
flux de glucose dans le foie, sans modifier la production de glucose totale (390,403—406). En
effet, la leptine augmente I’expression des genes codant pour la G6PC et de la PEPCK-c mais
diminue également la glycogénolyse dans le foie (403,405). Ces effets sont dépendants du
systéme mélanocortinergique central et de I’AMPK-02 hépatique (403,407). L adiponectine est
capable de moduler la prise alimentaire et le métabolisme énergétique, dont la PEG. Chez

I’homme, des taux circulants bas d’adiponectine sont associés a une insulino-résistance (408).
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L’injection intraveineuse d’adiponectine diminue la PEG de 65% en réduisant de moitié
I’expression hépatique de la PEPCK-c et de la G6PC, sans affecter le captage périphérique du
glucose (409,410).

2. Lalipolyse
Les lipides stockés dans le tissu adipeux représentent la source principale d’énergie de
I’organisme. Au cours du jeline, I’action combinée de la diminution du taux d’insuline
plasmatique et de ’augmentation de la libération d’adrénaline et de noradrénaline active la
lipolyse qui correspond a I’hydrolyse des triglycérides et a la libération d’acide gras libres et de
glycérol dans la circulation (411). Une fois dans le sang, les acides gras libres rejoignent les
tissus périphériques ou ils servent de substrat a la B-oxydation. Le glycérol est utilis¢ comme

substrat de la néoglucogenese hépatique.

Les adipocytes sont les principales cellules capables de libérer des lipides dans le sang
(412,413). En condition physiologique, la lipolyse est principalement assurée par le tissu
adipeux, qui va mobiliser ses réserves lipidiques afin de fournir des substrats énergétiques aux
autres cellules. En revanche, une augmentation de la formation et de la sécrétion de VLDL par
le foie est associée a un contexte pathologique caractérisé par une stéatose hépatique (dans le
cadre de 1’obésité et du diabéte), et conduit a des taux de triglycérides et de LDL plasmatiques
¢levés et de HDL bas (414). Ces modifications représentent des facteurs de risques de

développement du syndrome métabolique et du DT2 (415).

a. La lipolyse du tissu adipeux

La lipolyse correspond a 1’hydrolyse par des lipases d’une molécule de triglycéride en
trois acides gras libres et un glycérol. Il existe trois lipases qui agissent I’'une apres 1’autre afin
d’obtenir une hydrolyse complete de chaque molécule de triglycéride (Figure 16). Dans un
premier temps, les triglycérides sont hydrolysés en diacylglycérol (DAG) par I’ATGL (adipose
triglyceride lipase), I’enzyme limitante de la lipolyse (416). Ensuite, I’enzyme HSL transforme
le DAG en monoacyglycérol (MG), qui sera finalement hydrolysé par la monoglycéride lipase
(MGL) afin de libérer du glycérol et des acides gras libres (417,418). Les acides gras libérés
sont pris en charge par les protéines chaperonnes FABP4 et transportés vers la membrane

plasmique de I’adipocyte afin d’étre sécrétés dans le sang (419).

La lipolyse est régulée par les catécholamines dont les effets dépendent de leur affinité
pour les isoformes a2 et § des récepteurs adrénergiques (ADR B1, 2 et 3) exprimées a la surface

des adipocytes (420—422). En effet, I’induction de la lipolyse dépend de 1’activation des
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Figure 16 : Mécanismes de régulations de la lipolyse adipocytaire

L’induction de la lipolyse dépend de la phosphorylation de I’enzyme HSL (hormone-sensitive lipase) et de la
périlipine-1 (PLIN1) par la PKA (protein kinase A) suite a 1’activation des récepteurs adrénergiques 1/2
(B1/2-AR). La fixation de I’insuline sur son récepteur entraine 1’activation de la PDE3B ((phosphodiesterase
3B) qui est responsable de la conversion de I’AMPc en 5’-AMP, qui freine I’activation de la PKA, et par
conséquent la lipolyse. Les effets de I’insuline passent également par une voie indépendante de la voie
PI3K/Akt (pointillés rouges).

Abréviations: AC (adenylyl cyclase), ATGL (adipose triglycerids lipase), CGI-58 (comparative gene
identification-58), DG (diacylglycerol), FFA (free fatty acid), IR (insulin receptor), IRS1/2 (insulin recepteur
substrate 1/2), MG (monoacylglycerol), MGL (monoglyceride lipase), PDK (phosphoinositide-dependent
kinase), PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), PKB/Akt (protein kinase B), TG (triglycérides), a2-ARs
(récepteurs adrénergiques a2).

Adapté de Nielsen et al., 2014.



récepteurs adrénergiques B, alors que son inhibition dépend de I’activation des récepteurs
adrénergiques 02 (423,424). L’induction des récepteur ADR-B ou ADR-a2 active ou inhibe,
I’adénylate cyclase, respectivement (Figure 16) (423). Lorsque 1’adénylate cyclase est activée,
I’AMPc produit active la PKA, qui va ensuite phosphoryler la périlipine-1 (une protéine
associée aux gouttelettes lipidiques) et la HSL cytoplasmique (425—427). La phosphorylation
de la périlipine-1 provoque la libération et la dispersion de la protéine CGI-58 (Comparative
Gene Identification-58) dans le cytoplasme, ce qui renforce I’activité des lipases du tissu
adipeux, notamment de I’enzyme ATGL (428-430). De plus, la phosphorylation de la lipase
HSL par la PKA provoque son activation et sa translocation du cytosol vers la surface des
gouttelettes lipidiques ou elle se fixe a la périlipine-1 phosphorylée afin d’accéder aux DAG

produits par ATGL (431-433).

Les hormones pancréatiques, I’insuline et le glucagon jouent également un rdle
important dans la régulation de la lipolyse. En effet, ’insuline est la principale hormone
responsable de I’inhibition de la lipolyse (Figure 16) (434). Sa fixation sur son récepteur
entraine la phosphorylation d’Akt puis de la Phosphodiesterase 3 qui est responsable de la
dégradation de ’AMPc en 5’-AMP (435). Ainsi, en diminuant la concentration d’AMPc
intracellulaire, I’insuline empéche I’activation de la PKA induite par la stimulation des
récepteurs ADR-B1/2 et par conséquent inhibe la lipolyse. Par ailleurs, les effets de I’insuline
sur la lipolyse pourraient impliquer un autre mécanisme encore mal identifié. En effet, I’insuline
serait capable de réduire sélectivement la phosphorylation de la périlipine-1, sans modifier la
phosphorylation d’HSL (Figure 16) (413). Par ailleurs, le glucagon, via P’activation de

I’adénylate cyclase est également impliqué dans I’activation de la lipolyse.

b. La f-oxydation des acides gras
La B-oxydation des acides gras est un processus de dégradation des acides gras en acetyl-
CoA qui serviront ensuite a produire de I’ATP via le cycle de Krebs et la chaine respiratoire
mitochondriale. Selon la taille des chaines d’acides gras, la B-oxydation prend place dans les
peroxysomes et/ou dans les mitochondries. En effet, les acides gras a trés longue chaine
(supérieur a 18 carbones) sont catabolisés par la p-oxydation peroxysomale puis
mitochondriale, tandis que les acides gras a courte et moyenne chaine sont directement pris en

charge par la mitochondrie.

Dans le cytosol, les acides gras sont conjugués avec le coenzyme A par I’acyl-CoA

synthéthase afin de former des acyl-CoA qui sont ensuite dirigés vers les mitochondries ou les
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Figure 17 : Principales étapes de la production d’énergie a partir de la f-oxydation des acides gras

Dans le cytosol, les acides gras sont transformés en acyl-CoA qui sont ensuite dirigés vers les mitochondries
ou les peroxysomes (>C18).

Dans les peroxysomes, la premiére enzyme impliquée est Acox1 (Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1)
qui est responsable de la désaturation des acyl-CoA en 2-trans-énoyl-CoA. Dans la membrane externe
mitochondriale, les acyl-CoA issus des peroxysomes ou des acides gras a courtes et moyennes chaines sont
transformés par la CPT1 (carnitine palmitoyltransferase 1) en acyl-carnitine qui est ensuite transporté par la
CAT (carnitine translocase) vers la membrane interne mitochondriale. Ensuite, la CPT2 (carnitine
palmitoyltransferase 2) transforme les molécules d’acyl-carnitine en acyl-CoA qui sont ensuite dirigées vers la
voie de la B-oxydation dans la matrice mitochondriale.

Chaque boucle de B-oxydation mitochondriale permet d’obtenir un acyl-CoA auquel deux carbones ont été
enlevés et qui réintégre la voie de la f-oxydation et un acétyl-CoA qui entre dans le cycle de Krebs pour y étre

oxydé et générer du NADH,H+ (Nicotinamide adénine dinucléotide) et du FADH, (Flavine adénine

dinucléotide). Les coenzymes produits par la f-oxydation et le cycle de Krebs sont ensuite utilisés par la chaine
respiratoire mitochondriale afin de produire de I’ATP (adénosine triphosphate).



peroxysomes selon leur taille. La B-oxydation dans les peroxysomes permet la libération
d’acétyl-CoA et de molécules d’acyl-CoA raccourcis. La premiére étape de la B-oxydation dans
les peroxysomes implique 1’enzyme Acoxl (Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase 1) qui
catalyse la désaturation de 1’acyl-CoA en 2-trans-enoyl-CoA (Figure 17). Au niveau de la
membrane externe de la mitochondrie, les molécules d’acyl-coA sont transformées par la
carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) en acyl-carnitine qui est ensuite transporté par la
carnitine translocase (CAT) vers la membrane interne (Figure 17). Cette derni¢re est ensuite
transformée par la carnitine palmitoyltransferase 2 (CPT2) en acyl-CoA afin d’étre dirigée vers

la voie de la B-oxydation dans la matrice mitochondriale.

La B-oxydation mitochondriale est composée de quatre étapes impliquant
successivement ’acyl-CoA deshydrogénase, 1'énoyl-CoA hydratase, la 3-hydroxyacyl-CoA
déshydrogénase et la B-ketoacyl-CoA thiolase (Figure 17). Ces enzymes catalysent des
réactions qui libérent du FADH, (Flavine adénine dinucléotide), du NADH,H" (Nicotinamide
adénine dinucléotide) et de 1’acétyl-CoA. Au terme de ces réactions, I’acyl-CoA auquel deux
carbones ont été enlevés, réintégre la voie de la B-oxydation. L’acétyl-CoA libéré a chaque
boucle de B-oxydation entre dans le cycle de Krebs ou il est oxydé pour générer du NADH,H"
et du FADH». Les coenzymes produits par la B-oxydation et le cycle de Krebs sont ensuite

utilisés par la chaine respiratoire mitochondriale afin de produire de I’ATP.

L’expression des protéines impliquées dans la B-oxydation des acides gras est
principalement régulée par les facteurs de transcription PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptors). Il existe trois isoformes de ces récepteurs nucléaires (PPARa, PPARY et
PPARP / 8 ) qui présentent des spécificités tissulaires (436). En effet, alors que PPARa est
principalement exprimé dans les cellules hépatiques, intestinales, endothéliales, immunitaires
et musculaires lisses, PPAR-8/B est principalement exprimé dans les cellules musculaires
squelettiques, les adipocytes, ou encore les macrophages (437). Les acides gras libres et leurs
dérivés issus de la lipolyse adipocytaire sont des ligands naturels de PPARa (438). Plus
précisément, la fixation d’un ligand sur PPAR entraine son hétérodimérisation avec RXR
(retinoid X receptor). Ce complexe se fixe sur des séquences PRE (PPAR-responsive elements)
localisées dans les régions promotrices des genes cibles impliqués dans la B-oxydation et induit
ainsi leur expression. Parmi ’ensemble des génes régulés par PPAR, on retrouve Acox/, la

premiére enzyme impliquée dans la B-oxydation peroxysomale (439).
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D’autre part, le glucagon est également impliqué dans I’induction de la voie la B-
oxydation et dans I’inhibition de la lipogenese de novo via I’augmentation de I’expression des
cofacteurs PGC1 (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1) et de HES-

1 (Hairy Enhancer of Split) par le facteur de transcription CREB (Figure 12) (440—442).

Lors d’un jetine prolongé, les métabolites du cycle de Krebs, tel que I’oxaloacétate, sont
utilisés comme substrats de la néoglucogenese, et les acétyl-CoA issus de la f-oxydation sont
dirigés vers le foie pour former des corps cétoniques, qui peuvent étre utilisés comme source

énergétique, notamment par les muscles et le cerveau.

3. La protéolyse

La protéolyse, notamment dans le muscle squelettique, est régulée par quatre voies qui
mettent en jeu le systéme ubiquitine-protéasome, 1’autophagie lysosomale, les calpaines
dépendantes du calcium, et les caspases (443). La contribution de chaque voie dépend de
différents facteurs, comme 1’apport en acides aminés, le statut énergétique ou encore les

hormones pancréatiques (444—446).

Le systéme ubiquitine-protéasome met en jeu une cascade enzymatique impliquant les
enzymes E1 (ubiquitin-activating enzyme), E2 (ubiquitin conjugating enzymes) et E3 (ubiquitin
ligases). L’enzyme E1 utilise I’ATP pour former une liaison thiol-ester avec [’ubiquitine (447).
Les enzymes E2 et E3 participent au transfert des molécules d’ubiquitine activées sur des
substrats protéiques afin de former des chaines de poly-ubiquitine. Ces dernicres sont ensuite
reconnues par le protéasome 26S qui dégrade le substrat protéique en petits peptides et acides
aminés (447). Le transfert irréversible d’une ubiquitine activée sur le substrat protéique par E2
est une étape limitante de la protéolyse et représente par conséquent une cible de régulation
importante (448). A cette étape, I’insuline est capable a la fois de diminuer I’expression du géne
codant pour E2 et la formation des complexes d’ubiquitine (449). Un déficit énergétique est

¢galement capable d’augmenter 1’expression de la sous-unité a du protéasome 26S (450)

L’autophagie lysosomale impliquée dans la protéolyse met en jeu deux voies : la macro-
autophagie et I’autophagie médiée par des chaperonnes qui sont activées par un jeline court ou
prolongé, respectivement (451-454). La macro-autophagie est un processus qui permet de
dégrader les protéines en mettant en jeu un phagophore qui fusionne avec les lysosomes afin de
former un autophagosome puis un autolysosome. L’autophagie implique des protéines
chaperonnes cytosoliques qui fixent des substrats protéiques pour les adresser aux lysosomes

ou ils sont transloqués afin d’y étre dégradés en petits peptides et acides aminés.
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L’activation des calpaines dépendantes du calcium participe également a la protéolyse
musculaire puisque la calpaine 3 est fortement exprimée dans le muscle squelettique (455,456).
Les calpaines ont une capacité limitée de dégradation des substrats protéiques intramusculaires
complexes. Bien que les mécanismes d’action restent encore mal connus, il semblerait que les
calpaines contribuent a la protéolyse musculaire en coupant les protéines myofibrillaires en
fragments d'actomyosine plus petits qui seront ensuite pris en charge par le systéme ubiquitine-

protéasome (457,458).

Les caspases sont également impliquées dans la protéolyse dans les muscles
squelettiques (459). Pour exemple, la caspase-3 qui est activée par la caspase-9, initie la
dégradation des protéines en clivant les protéines myofibrillaires en fragments plus petits qui

seront pris en charge par le systeme ubiquitine-protéasome (459).

La protéolyse est régulée par les hormones (telle que 1’insuline) et les nutriments (en
particulier les acides aminés). Pour exemple, I’inhibition de la protéolyse lysosomale dans le
foie et dans le muscle squelettique a la suite d’un repas est dépendante de 1’insuline et/ou des
acides aminés (460,461). Par ailleurs, la protéolyse est activée dans le cadre de nombreuses
situations de stress tels que I’excés ou le manque de nutriment (451,462). Plus précisément,
I’insuline inhibe in vitro la protéolyse musculaire en activant la voie IP3K/Akt et p70S6K
(Ribosomal protein S6 kinase B-1) (463). De plus, la phosphorylation des protéasomes 20S et
19S par Akt a la suite d’un repas, conduit a I’inactivation du systéme ubiquitine-protéasome
(449). Au contraire, un déficit énergétique a court terme entraine une diminution de la
phosphorylation d’ Akt dans le muscle. Cela se traduit par une augmentation de I’expression des
facteurs de transcription de la famille FoxO qui induisent alors la transcription d'ubiquitines
ligases impliquées dans la protéolyse musculaire (464—467). De plus, le facteur de transcription
FoxO3 est impliqué dans le contrdle de 1’expression des génes de ’autophagie dont LC3
(Microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B) et BNIP3 (BCL2/adenovirus E1B 19
kDa protein-interacting protein 3) (468).

Les taux d’acides aminés ont également un réle important dans la régulation de la
protéolyse. En effet, la privation en acides aminés de myotubes en cultures (cellules C2C12)
induit la protéolyse en impliquant la voie de signalisation de la PI3K (444). Les acides aminés
libérés au cours du jeline via la protéolyse vont permettre de fournir I’énergie nécessaire au bon
fonctionnement cellulaire, en fournissant des substrats pour la néoglucogenése (hépatique,

intestinale et rénale) ou encore pour la cétogeneése.
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III. La dépense énergétique

La dépense d’énergie, au méme titre que la prise alimentaire est un composant majeur
dans le maintien de la balance énergétique. Sa régulation est donc un enjeu majeur dans la

prévention des maladies métaboliques comme 1’obésité.

1. Les différents postes de dépense d’énergie

La dépense énergétique totale est la somme de plusieurs postes de dépense d’énergie: le
métabolisme de base, la thermogenése alimentaire, l’activité physique, ou encore la

thermorégulation (469,470).

a. Le métabolisme de base

Le métabolisme de base est un processus physiologique clé qui correspond a 1’énergie
dépensée pour maintenir la survie, la croissance, et la reproduction d’un organisme. Il est le
principal poste de dépense d’énergie puisqu’il représente environ 60 a 80% de la dépense
énergétique totale (470-472). Chez I’homme, le métabolisme de base est déterminé par
calorimétrie indirecte en mesurant le taux de consommation d'oxygene a neutralité thermique
(20-25°C) chez un sujet éveillé, au repos et a jeline depuis plus de 12 heures. Le métabolisme
de base est dépendant de la taille, de la composition corporelle, de I’age, du genre et de I’espece.
La surface et le volume corporel sont des parametres importants dans sa détermination. De plus,
des corrélations ont été¢ mises en évidence entre le métabolisme de base et I’espérance de vie.
Ainsi les gros animaux vivraient plus longtemps grace a leur métabolisme de base plus bas, et

inversement (473).

Le métabolisme de base est modulé par le statut nutritionnel d’un individu. En effet,
pendant une période de restriction alimentaire, I’organisme tend a diminuer sa dépense
énergétique en diminuant son métabolisme de base en réponse a la perte de poids (474-478).
Ce phénomeéne d’adaptation métabolique rend les sujets plus @ méme a reprendre du poids au
fil du temps et rend compte des difficultés rencontrées lors des régimes hypocaloriques ou des

traitements amincissants (479—-481).

b. La thermogenése alimentaire
La thermogenese alimentaire représente environ 10% de la dépense énergétique totale
et correspond a I’ensemble de 1’énergie dépensée pour digérer, absorber et stocker les
nutriments contenus dans le bol alimentaire. Elle est dépendante de la consommation d’ATP

par les entérocytes lors de I’absorption des nutriments mais également des processus
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postprandiaux mis en place pour I’utilisation et le stockage de I’énergie absorbée (482). Bien
qu’il ait été suggéré que I’obésité et I’insulino-résistance pourraient €tre associ€ées a une
diminution de la thermogenése alimentaire, sa contribution dans le développement des maladies

métaboliques est encore débattue en raison des difficultés de mesure (482—485).

La thermogenése alimentaire varie principalement en fonction du contenu nutritionnel
et énergétique du bol alimentaire. En effet, la thermogenése alimentaire, qui est exprimée en
pourcentage de la dépense énergétique totale, est déterminée selon si le repas ingéré est riche
en : lipides (0 et 3 %), glucides (5a 10 %), protéines (20 a 30 %), I’alcool (10 a 30 %) (486,487).
Le SNP, par l’intermédiaire des récepteurs muscariniques, module l'effet thermique des
nutriments administrés par voie orale, trés probablement en régulant la vidange gastrique et le
stockage des nutriments (482). Par ailleurs, la thermogenese postprandiale dite « facultativey,
correspond a une dépense d’énergie supplémentaire qui est principalement induite par
I’ingestion de glucose. Les mécanismes et les tissus impliqués dans ce processus ne sont pas
encore clairement identifiés mais il semblerait que 1’activation des récepteurs B-adrénergiques

dans le muscle squelettique et le TAB chez la souris y jouent un réle important (482).

c. L’activité physique

L’activité physique représente entre 15 et 30 % de la dépense énergétique totale selon
les individus et est définie comme tout mouvement locomoteur résultant de la contraction des
muscles squelettiques (488,489). L’inactivit¢ physique est un facteur de risque de
développement de nombreuses maladies chroniques, dont I’obésité et le diabéte, et est
considérée comme le quatriéme facteur de risque de mortalit¢ mondiale par 1'organisation
mondiale de la sant¢ (OMS) (490). En effet, la dépense d’énergie dissipée lors d’une activité
physique est le moyen le plus efficace pour maintenir une balance énergétique équilibrée et

obtenir une diminution du poids stable a long terme (491-493)

Les principaux déterminants de 1’activité physique sont les facteurs génétiques et
environnementaux propres a chaque individu (environnement social, lieu de vie, histoire
personnelle) (pour revue (494)). La régulation de I’activité physique implique de nombreux
mécanismes qui mettent en jeu les systémes nerveux, cardiovasculaires et musculaires Le
cerveau controle le comportement d’une personne face a I’activité physique en intégrant
différents parameétres comme la motivation, le sentiment de récompense/sanction, ou encore la
personnalité. Les capacités cardio-respiratoires quant a elles déterminent la durée et 1’intensité

de I’activité physique, mais peuvent également affecter la motivation. Finalement, la capacité

-89 -






musculaire propre a chaque individu contrdle la performance. Tous ces facteurs peuvent

interagir entre eux afin de déterminer le niveau d'activité physique d’un individu.

d. La thermorégulation

La thermorégulation est une fonction physiologique importante chez les espéces
homéothermes comme les mammiferes. La thermogenése représente 1’énergie dépensée pour
la production de chaleur et fait intervenir deux processus, la thermogenése avec ou sans frisson
qui correspond a une contraction involontaire des muscles permettant de produire de la chaleur
pour maintenir une température corporelle stable. De ce fait, la thermogénése est importante
dans la résistance au froid mais également dans le maintien de la balance énergétique et
représente environ 10 % de la dépense énergétique totale. Les thermorécepteurs et les afférences
sensorielles provenant de la peau informent les centres nerveux (notamment localisés dans
I’hypothalamus) des variations de la température corporelle. Une fois ces informations intégrées
au niveau central, la thermogeneése est induite dans deux tissus : le muscle squelettique et le
TAB (495). Dans cette partie, seule la thermogenese du muscle squelettique sera décrite, celle

prenant place dans le TAB sera détaillée dans la partie suivante.

Le muscle squelettique est capable de réaliser de la thermogenése avec ou sans frissons.
L’existence d’une thermogenese musculaire sans frisson et sa contribution dans la production
de chaleur ont ét¢ démontrés chez le rongeur mais restent encore discutés chez d’autres
mammiferes (496—498). De plus, elle joue un réle important, seule ou en synergie avec la

thermogenéese du TAB dans des conditions de froid extrémes (497—499).

La thermogenése sans frissons dans le muscle est activée par la liaison de la sarcolipine
a la pompe calcique SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca®*-ATPase) localisée dans la
membrane du réticulum sarcoplasmique. Ces pompes sont impliquées dans la recapture du
calcium intracellulaire vers le réticulum sarcoplasmique et permettent ainsi la relaxation
musculaire. Néanmoins, les pompes SERCA n'utilisent pas toujours toute 1'énergie issue de
I'hydrolyse de I'ATP pour pomper les ions Ca®" et une partie peut étre libérée sous forme de
chaleur. Ainsi, le glissement du calcium sur les pompes SERCA crée un découplage de cette
pompe via I’hydrolyse de I’ATP (500). Ce processus permet a la fois de produire de la chaleur
via les pompes SERCA mais aussi de maintenir des taux cytosoliques de calcium élevés qui
vont ensuite activer des voies qui régulent le métabolisme musculaire et [’activité

mitochondriale (500).
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De fagon intéressante, la thermogenése est capable de moduler le métabolisme de repos.
En effet, lors d’une exposition au froid, plus la température a la surface de la peau est basse,

plus la thermogeneése est activée, et plus elle augmente le métabolisme de base (495).

2. La thermogeneése sans frisson du tissu adipeux

La thermogeneése du tissu adipeux est un poste de dépense important, notamment dans
la résistance au froid et le maintien de I’homéostasie énergétique. La thermogenése sans frisson
du tissu adipeux prend principalement place dans le TAB mais également dans une moindre
mesure dans le tissu adipeux blanc. De fagon intéressante, cette dépense d’énergie est
modulable puisqu’elle est diminuée dans le cadre de I’obésité. De ce fait, la dépense d’énergie
par le TAB notamment est une cible thérapeutique importante dans la prévention et la lutte

contre I’obésité (501).

a. Les différents types d’adipocytes
Il existe différents types de tissus adipeux : le blanc, le beige et le brun, qui se
caractérisent par leur fonction, leur morphologie et leur capacité a produire de la chaleur (502).
Les différents adipocytes sont répartis dans I’organisme selon des territoires préférentiels. En
effet, chez ’homme et le rongeur, il existe du TAB dans plusieurs régions dont la principale est
la région inter-scapulaire (503—507). Chez la souris, le tissu adipeux blanc est localisé de

manicre diffuse mais principalement autour des gonades, des viscéres ou sous la peau.

Les adipocytes blancs sont spécialisés dans le stockage des lipides, mais sont aussi
impliqués dans la sécrétions d’adipokines capables d’influencer le métabolisme (508). Ils
posseédent une gouttelette lipidique unique qui occupe la large majorité du cytoplasme et un
nombre limité de mitochondries. Les adipocytes bruns et beiges produisent aussi des adipokines
mais sont surtout impliqués dans la production de chaleur et I’oxydation des acides gras (509).
IIs possédent de multiples petites gouttelettes lipidiques et de nombreuses mitochondries qui
leur conférent la capacité d’étre métaboliquement tres actifs. Les adipocytes beiges, quant-a-
eux, se développent dans le tissu adipeux blanc (principalement sous-cutané) en réponse a
différents stimuli, comme une exposition au froid et présentent ainsi une morphologie et des

caractéristiques intermédiaires entre les deux tissus adipeux, blanc et brun (510-512).
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Figure 18 : Représentation schématique du découplage de la chaine respiratoire mitochondriale (A) et
de la production de chaleur par UCP1 (B)

(A) L’énergie générée lors du transport des électrons entre les différents complexes mitochondriaux permet de
libérer des €lectrons dans 1’espace intermembranaire mitochondrial, et crée ainsi un gradient électrochimique
entre cet espace et la matrice mitochondriale qui est utilisé par I’ATP synthase afin de produire de I’ATP. Dans
le tissu adipeux brun, I’oxydation des co-enzymes est découplée de la formation d’ATP grace a la présence de
la protéine découplante mitochondriale 1 (UCP1) qui augmente la conductance de la membrane mitochondriale
interne afin de dissiper le gradient de proton sous forme de chaleur.

+

(B) L’interaction d’un anion d’acide gras avec UCP1 permet la fixation d’un H et entraine leur translocation
+

dans la matrice mitochondriale. Ensuite, le H est libéré tandis que I’anion d’acide gras reste associ¢ a UCP1

N
qui revient a sa position initiale afin d’amorcer un nouveau cycle de translocation de H .

Adapté de Bertholet and Kirichok, 2017



b. Les mécanismes impliqués dans la production de
chaleur
La capacité thermogénique d’un tissu dépend du niveau d’expression d’UCP1

(uncoupling protein 1), une protéine découplante localisée dans la membrane mitochondriale

interne (513-516).

Dans la chaine respiratoire mitochondriale, I’oxydation des co-enzymes réduits (NADH
et FADH>) issus de la B-oxydation fournit des €lectrons qui vont étre échangés entre les quatre
complexes de la chaine respiratoire (Figures 18-A). L’énergie générée lors de cet échange
permet de libérer des protons dans I’espace intermembranaire mitochondrial, et crée ainsi un
gradient ¢électrochimique entre cet espace et la matrice mitochondriale qui est utilisé par ’ATP
synthase afin de produire de I’ATP (517). Dans le TAB, I’oxydation des co-enzymes peut étre
découplée de la formation d’ATP grace a la présence de la protéine UCP1 qui augmente la
conductance de la membrane mitochondriale interne afin de dissiper le gradient de proton sous
forme de chaleur (Figure 18-A) (518). UCP1 est responsable du symport d’un acide gras a
longue chaine anionique et d’un proton H' par cycle (Figure 18-B) (519,520). Premiérement,
I’interaction d’un acide gras anionique avec UCPI1 par D’intermédiaire d’interactions
hydrophobes ou avec la bicouche de phospholipides de la membrane mitochondriale interne
permet la fixation d’un H" et leur translocation dans la matrice mitochondriale par changement
de conformation. Ensuite, I’ion H" est libéré tandis que 1’acide gras anionique reste associé a
UCP1 grace a des interactions hydrophobes avec sa queue carbonée. Pour terminer, 1’acide gras
sous forme anionique revient a sa position initiale afin d’amorcer un nouveau cycle de

translocation de H™.

Les acides gras a longue chaine, produits par la lipolyse sous le controle d’une
stimulation adrénergique sont des activateurs endogeénes de la thermogenése qui assurent un
fonctionnement efficace d’UCP1 pour le transport des protons H' (510). De plus, en condition
physiologique, les acides gras a longue chaine permettent également d’éliminer par
compétition, I’inhibition exercée sur UCP1 par les nucléotides puriques (comme 1’ATP) et
favorisent ainsi la fuite de protons thermogenes a travers UCP1 (519). Par ailleurs, la levée de
I’inhibition d’UCPI est également régulée par d’autres mécanismes, dont I’¢lévation du pH,
I’association avec des protéines qui rendent la membrane interne imperméable aux protons

(dont la cardiolipine), ou encore par les espéces réactives de 1'oxygene (518,521,522).
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c. Le tissu adipeux brun
Le TAB est le principal acteur de la thermogeneése sans frisson (510,523,524). L’activité
du TAB varie en fonction de I’age, de la masse grasse, de la température extérieure ou encore

du genre (503,525,526).

La différenciation des adipocytes bruns et blancs fait intervenir des facteurs communs
tel que PPARYy qui est requis pour leur maturation et qui coopere avec les cofacteurs C/EBP
(527). Malgré ces similitudes, les adipocytes blancs et bruns ne sont pas issus des mémes
progéniteurs. En effet, les adipocytes bruns présentent des caractéristiques communes avec les
cellules musculaires et dérivent d’un précurseur commun du dermomyotome (528,529). Ils
expriment Myf5 (Myogenic factor 5), un géne impliqué dans la différenciation musculaire dont
I’expression avait ¢té¢ préalablement décrite comme restreinte aux précurseurs des muscles
squelettiques (530). De plus, la signature protéomique des adipocytes bruns est semblable a

celles des muscles squelettiques (Figure 19) (531).

D’autres facteurs de transcriptions sont également impliqués dans la détermination en
adipocytes bruns tels que PRDM16 (PR domain containing 16), PGC1, BMP, FoxC2, et SRC

(steroid receptor coactivator).

PRDM16 - est un régulateur essentiel de la différenciation des précurseurs Myf5+ en adipocyte
brun plutdt qu’en myocyte, mais les mécanismes qui aboutissent a son activation dans le TAB
restent encore inconnus (532,533). L’invalidation de PRDM16 chez la souris entraine la
diminution, et non la disparition des caractéristiques moléculaires et morphologiques du TAB,
ainsi que 1’augmentation des marqueurs de cellules musculaires, suggérant I’implication
d’autres facteurs (530). PRDM16 interagit avec PGCla et B afin de contrdler la différenciation
des adipocytes. Ce complexe induit I’expression des marqueurs des adipocytes bruns tels que

UCP1 et Elovl3, et inhibe les marqueurs musculaires, comme la myogenine (533).

PGCl1a - qui a ét¢ identifié pour la premiere fois dans le TAB, est un co-facteur transcriptionnel
capable d’interagir avec PPARY afin d’activer les voies du métabolisme oxydatif et de la
biogenese mitochondriale a la fois dans le muscle et les adipocytes bruns (534). L’expression
ectopique de ce facteur de transcription dans des adipocytes blanc en culture augmente
I’expression d’UCP1 et d’autres geénes impliqués dans la phosphorylation oxydative, dont COX
IT et IV (cytochrome c oxidase), ’ATP synthase, et augmente également la biogenése

mitochondriale (534). L’activité transcriptionnelle de PGC-1a est inhibée par RIP140 (receptor
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Figure 19 : Facteurs impliqués dans la différenciation des adipocytes bruns et blancs

(A) Les adipocytes bruns et les muscles squelettiques proviennent d’un précurseur commun du
dermomyotome, qui exprime Myf5. La différenciation des adipocytes bruns est induite par les BMP (bone
morphogenetic protein) (dont BMP-7), qui sont par ailleurs responsables de I’inhibition de la voie myogénique.
PRDM16, PPARy/a, PGC-1a et UCP1 sont des marqueurs des adipocytes bruns et sont impliqués dans leur
différentiation. La voie Wnt inhibe la différenciation des pré-adipocytes bruns en cellule brune mature. Au
contraire, 1'expression de myoD (myoblast determination protein 1) et I'engagement des cellules issues du
précurseurs du dermomyotome dans la voie musculaire, sont induits par les voies Wnt, Sonic Hedgehog (Shh)
et Noggin. (B) Les cellules souches embryonnaires de la lignée adipeuse blanche sont encore mal connues,
néanmoins, il semblerait que ces cellules soient issues du mésoderme et expriment FOXF1 (forkhead box F1).
La différenciation des préadipocytes blancs qui expriment PPARy en cellules adipeuses blanches matures
semble étre stimulé par certaines BMP. Les cellules adipeuses adaptatives de type beige exprimant UCP1 qui
se développent dans le tissu adipeux blanc (en réponse au froid ou a la stimulation B-adrénergique) semblent
étre dérivées (1) d'un compartiment spécialisé de précurseurs bruns n’exprimant pas Myf5, mais engagés dans
la différenciation des adipocytes bruns ; (2) d'une différenciation dirigée a partir de préadipocytes blancs et/ou
(3) d'une transdifférenciation d'adipocytes blancs matures.

Adapté de Kajimura et al., 2010.



interacting protein of 140 kDa), un corépresseur de nombreux récepteurs nucléaires dont

I’invalidation provoque I’apparition d’adipocytes bruns (535).

Les protéines BMP appartiennent a la famille des facteurs de croissance TGF-f (transforming
growth factor). L’isoforme BMP-7 est principalement impliquée dans la différenciation des
adipocytes bruns. En effet, il est capable d’induire I’expression de PRDM16 et PGC-1a dans
des fibroblastes en culture (536). De plus, des embryons déficients pour BMP-7 montrent une

diminution de la quantité d’adipocytes exprimant UCP1 (532).

FoxC2 - bien qu’il soit exprimé a la fois dans le tissu adipeux blanc et brun, est un facteur de
transcription qui favorise le développement d’adipocytes bruns, mais dont le mécanisme est

encore inconnu (537).

Les protéines de la famille des SRC - dont SRC-1 et SRC2 sont également capables
d’augmenter ou de diminuer I’activité de PGCla, respectivement (538). L’activation de la voie
Whnt est également impliquée dans la répression de 1’adipogenése brune et blanche en diminuant

I’expression de PPARY et C/EBPa dans les cellules précurseurs (539).

d. Le brunissement du tissu adipeux blanc

Le brunissement du tissu adipeux blanc correspond a 1’apparition d’adipocytes beiges
capables de produire de la chaleur et est induit dans certaines conditions, dont une exposition
au froid, un effort physique ou un traitement avec des agonistes B3-adrénergiques (510—
512,540,541). Contrairement aux adipocytes bruns qui se différencient pendant la période
feetale, la différenciation des adipocytes beiges correspond a la différenciation de cellules
résidentes du tissu adipeux blanc (Figure 19). Les adipocytes beiges expriment UCP1 et ont
une morphologie multiloculaire similaires aux adipocytes bruns mais n’ont néanmoins pas la
méme origine embryonnaire puisqu’ils ne proviennent pas d’un progéniteur exprimant Myf5
(511,532). L’origine de ces cellules restent encore a définir, mais il semble qu’elles dériveraient
de cellules précurseurs du mésoderme exprimant le facteur de transcription FoxF1 (542)

(Figure 19).

En condition basale, I’expression d’UCP1 est faible dans les adipocytes beiges mais
augmente en réponse a une stimulation B3-adrénergique sans pour autant atteindre les taux
mesurés dans le TAB (512,543). Le brunissement du tissu adipeux blanc est sous le controle du
systéme nerveux sympathique ou encore d’hormones telles que FGF21 (fibroblast growth factor

21) ou I’irisine ; et il implique I’induction de facteurs de transcriptions communs a la
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Figure 20 : Mécanismes de régulation de la thermogenése du tissu adipeux par le systéme nerveux
sympathique.

La stimulation des récepteurs B3-adrénergiques conduit a I’activation de la protéine kinase A (PKA) qui
phosphoryle I'hormone sensitive lipase (HSL), la périlipine-1 (Plin1), et les facteurs de transcription CREB (c-
AMP response element-binding protein) et ATF2 (activating transcription factor 2). En conséquence,
I’expression des genes associés a la thermogeneése du tissu adipeux est augmentée.

Abréviations: AMPc (adénosine monophosphate cyclique), ATGL (adipose triglycéride lipase), PGCla
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator la), PPARo/d (peroxisome proliferator-
activated receptors a/6), PRDM16 (PR domain containing 16), UCP1 (uncoupling Protein 1).



différenciation des adipocytes bruns, tels d¢ PRDM16, PGCla ou encore FoxC2. PRDM16
interagit avec PGCla et B afin de controler la différenciation des adipocytes beiges. Ce
complexe induit I’expression des marqueurs des adipocytes bruns/beiges tels que UCPI1 et
Elovl3 et inhibe les marqueurs des adipocytes blancs (533). La surexpression du facteur de
transcription FoxC2 dans le tissu adipeux blanc provoque 1’apparition de cellules semblables

aux adipocytes bruns associée a une augmentation des génes thermogéniques, dont UCP1 et

PGC-1a (544).

La capacité des cellules adipocytaires résidentes du tissu adipeux blanc a dépenser de
I’énergie sous forme de chaleur sous certaines conditions, représente une cible thérapeutique

attractive dans le traitement de 1’obésité.

3. La régulation de la dépense énergétique

La dépense énergétique est un acteur important dans le maintien de I’équilibre
énergétique. Le role du SNS dans cette régulation est maintenant bien caractérisé, néanmoins

d’autres facteurs circulants comme les hormones et les cytokines sont également impliqués.

a. Régulation par le systéeme nerveux sympathique

La dépense d’énergie, notamment la thermogenése du TAB, est dépendante de
’activation du SNS en réponse a certains stimuli comme une exposition au froid ou encore une
activité¢ physique. Chez le rongeur, la stimulation physiologique (acclimatation au froid) ou
pharmacologique des récepteurs B3-adrénergiques active rapidement la thermogenése sans
frisson dans le TAB (545). Les effets thermogénes des agonistes des récepteurs [(3-
adrénergiques sont attribués a I’activation des capacités oxydatives du TAB mais également du
tissu adipeux blanc (546,547). Dans ce dernier, ce phénomene correspond au brunissement et
est marqué par une augmentation de 1’expression des génes impliqués dans 1’oxydation des
acides gras et dans la différenciation en adipocytes beiges (PRDM16 et PGC1a) et de la protéine
UCP1 (548-550).

L’activation du SNS, en induisant la lipolyse et en mobilisant les acides gras, permet de
découpler la phosphorylation oxydative et de fournir des substrats pour la respiration
mitochondriale (551-553). La fixation de la noradrénaline libérée par les fibres sympathiques
post-ganglionnaires sur les récepteurs 3 active la PKA qui en phosphorylant CREB va induire
I’expression de ¢/EBP afin d’induire la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes beiges
(554). De plus, la PKA est capable de phosphoryler p38, qui en phosphorylant ATF2 (activating

transcription factor 2), augmente la transcription de geénes associés a la thermogenése comme
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Figure 21 : Interactions entre 1’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien, le systéme nerveux
sympathique et la leptine dans la régulation du métabolisme du tissu adipeux

Une exposition au froid conduit a I’activation de neurones localisés dans I’aire pré-optique (POA), qui induit
la thermogenése du tissu adipeux en activant a la fois la libération des hormones thyroidiennes et le tonus
sympathique.

Axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien : L’activation des neurones du noyau paraventriculaire (PVN)
provoque la libération de TRH (thyrotropin releasing hormone) au niveau des neurones a TSH (thyroid
stimulating hormone ) de I’hypophyse. Ces derniers se projettent sur la tyroide afin de stimuler la libération
des hormones thyroidiennes T3 et T4, qui sont responsables de I’augmentation de la thermogenése des tissus
adipeux brun et blanc. De plus, la TSH libérée par I’hypophyse peut directement réguler la lipolyse des tissus
adipeux blanc et brun. Par ailleurs, la diminution de la T3 se traduit par 1’activation des neurones du noyau
arqué (ARC) qui se projettent sur le PVN, et ainsi augmente la synthése des hormones thyroidiennes.

Le systéme nerveux sympathique : [.’activation des neurones du DMN (noyau dorsomédian), du PVN et du
VMN (noyau ventromédian) augmente la thermogenése et la lipolyse en augmentant le tonus sympathique
exercé sur les tissus adipeux brun et blanc.

La leptine : Elle augmente la dépense énergétique en modulant la production des hormones thyroidiennes et
le tonus sympathique. Plus précisément, la leptine produite par le tissu adipeux blanc module I’activité des
neurones de I’ARC, du PVN, du DMN et du VMN, et augmente le tonus sympathique exercé sur les tissus
adipeux brun et blanc et la production des hormones thyroidiennes.

Adapté de Iwen et al., 2018.



UCP1 et PGCla (534,555,556). Enfin, la PKA, en phosphorylant la périlipine et la HSL,
stimule la lipolyse qui fournit des ligands lipidiques capables d’activer la transcription de
PPARa et PPARGY, qui induisent I’expression de geénes impliqués dans la f-oxydation des acides

gras et dans la thermogenese (Figure 20).

Le tonus sympathique régule la dépense énergétique en modulant I’activité des fibres
sympathiques innervant les tissus mais aussi indirectement en induisant la libération de

I’adrénaline par les glandes médullosurrénales.

b. Régulation par les facteurs circulants
La dépense d’énergie sous forme de chaleur est régulée par de nombreux facteurs
circulants tels que les hormones thyroidiennes, la leptine, les catécholamines, ’irisine, ou

encore le facteur FGF21.

Les hormones thyroidiennes T3 (triiodothyronine) et T4 (thyroxine) - Les hormones
thyroidiennes sont des régulateurs clés de I’homéostasie énergétique a la fois chez I’homme et
chez le rongeur. En effet, elles se fixent sur les récepteurs TR (nuclear thyroid hormone
receptors B) et modulent la thermogenése en augmentant 1’expression d’UCPI et en
interagissant avec le SNS (Figure 21) (557). Dans le cadre d’une exposition au froid, les
informations concernant les changements de température ambiante ou corporelle convergent
vers 1’aire pré-optique localisé dans 1’hypothalamus, qui en envoyant des projections en
direction du PVN activent les neurones a TRH qui libérent ce neurotransmetteur au niveau des
neurones a TSH de I’hypophyse (pour revue (558)). Ces derniers en se projetant sur la tyroide
entrainent la libération des hormones thyroidiennes T3 et T4 qui régulent positivement la
dépense énergétique. De plus, la TSH libérée par ’hypophyse peut directement réguler la
lipolyse du tissu adipeux blanc et brun (pour revue (558)). D’autre part, 1’aire pré-optique
envoie également des terminaisons nerveuses en direction des neurones du DMN et du VMN
qui contrdlent la thermogeneése et la lipolyse en augmentant le tonus sympathique exercé sur le

tissu adipeux (Figure 21) (pour revue (558)).

La leptine — Cette adipokine influence la dépense énergétique en modulant 1’activité de
plusieurs neurones hypothalamiques qui controlent la sécrétion des hormones thyroidiennes et
I’activité du systéme nerveux sympathique (Figure 21) (79,558,559). Plus précisément, la
leptine active les neurones 8 POMC/CART du noyau arqué, a TRH du PVN, a prolactine du
DMN et les neurones SF-1 du VMN et inhibe les neurones NPY/AgRP du noyau arqué
(79,559,560).
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Figure 22 : Evolution de la prévalence mondiale de I’obésité entre 1996 et 2016.

D’aprés un rapport de I’observation mondial de la santé 2017 — Organisation mondiale de la santé




Les myokines et hépatokines - L’activité¢ physique est également capable d’induire la
thermogenése en stimulant la sécrétion d’irisine ou encore de FGF21. L’irisine est une cytokine
musculaire libérée dans le sang lors d’un exercice capable d’induire le brunissement du tissu
adipeux blanc sous-cutané en augmentant I’expression d’UCP1 (561). L’exercice physique
chez la souris entraine I’augmentation de I’expression de PGCla dans le muscle qui stimule
I’expression de la protéine FNDCS5 (Fibronectin Type III Domain Containing 5), qui est clivée
pour libérer I’irisine dans le sang. Le FGF21 est un facteur de croissance capable de réguler la
thermogenese et le brunissement du tissu adipeux blanc, notamment en augmentant
I’expression d’UCP1 (549,562,563). Le foie est considéré comme le principal site de production
de FGF21 mais ce facteur est également libéré par d’autres tissus, dont le tissu adipeux, ou le
muscle lors d’une activité physique (549,562,563). Chez 1’homme, 1’augmentation de la
sécrétion de FGF21 lors d’une exposition au froid est associée a une induction de la
thermogenéese (564). Dans les adipocytes en culture, la signalisation du FGF21 implique sa
fixation sur le récepteur FGFIR et sur PBKlotho et I’activation de la voie des MAPK
(549,563,565,560).

Afin de maintenir un poids corporel stable, 1’organisme met en jeu de nombreux
mécanismes qui contrélent la balance entre les apports et les dépenses d’énergie. Or, un
déséquilibre de celle-ci peut se traduire par une perte ou une prise de poids pouvant évoluer

vers la cachexie ou I’obésité, respectivement.

C. L’obésité, un enjeu majeur de santé publique
I. L’Obésité et ses complications associées

1. Généralités

L’obésité est une maladie chronique qui se caractérise par une accumulation excessive
de graisse et dont la prévalence augmente considérablement chaque année dans le monde et en
France ou elle est passée de 6.77 % en 1996 a 21.6 % en 2016 (Figure 22). En 2016, selon
I’OMS, 39% des adultes dans le monde étaient en surpoids, et 13% ¢étaient obeses.

L'indice de masse corporelle (IMC) est un score qui prend en compte le poids par rapport
a la taille, et permet de classer 1'insuffisance pondérale, le surpoids et 1'obésité. Alors qu’un
IMC normal se situe entre 18,5 et 24,9, une personne est considérée en surpoids a partir de 25,

et obese si I’'IMC dépasse 30. De fagon surprenante, la majorité de la population mondiale vit
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dans des pays ou le surpoids et 1'obésité tuent plus de gens (au moins 2,8 millions de décés par
an) que l'insuffisance pondérale. Face a I’augmentation exponentielle de la prévalence de
I’obésité, I’OMS en 1997 a défini I’obésité comme une €pidémie mondiale et prévoit qu’un
quart de la population mondiale sera obese d’ici 2045.

L’obésité est généralement le résultat d’un déséquilibre de la balance énergétique, avec
un exces d’apport calorique associée a une augmentation de la sédentarité. Le développement
de I’obésiteé est associé a I’apparition de complications métaboliques majeures telles le DT2, les
dyslipidémies ou encore la stéatose hépatique (567,568). De plus, 1’obésité représente un
important facteur de risque pour I’apparition de rétinopathies, néphropathies, maladies
cardiovasculaires, ou différents types de cancers (568—-570).

2. Insulino-résistance et diabéte de type 2

La résistance a I’insuline, qui caractérise 1’état pré-diabétique, est un facteur prédictif
du développement du DT2. Cependant 80 % des insulino-résistance n’évoluent pas vers une
intolérance au glucose et un diabete (571). L’insulino-résistance va entrainer une diminution de
I’action de I’insuline sur le captage du glucose au niveau des tissus périphériques et une
augmentation de la PHG qui conduit a une augmentation de la glycémie. De plus, I’insulino-
résistance participe a I’installation d’une dyslipidémie notamment en augmentant la lipolyse du

tissu adipeux.

a. Mécanismes moléculaires de I’insulino-résistance

Au cours de 1’obésité, ’exces de lipides conduit a la formation de dérivés lipidiques
toxiques, dont le DAG, I’acide lysophosphatidique et les céramides qui contribuent au
développement de la résistance a I’insuline, notamment dans le foie et les muscles (572). La
lipase LPL et les protéines impliquées dans le transport des acides gras, comme CD36 et
FATPI1, sont des acteurs importants dans la régulation de I’entrée des lipides dans les muscles
et le foie. En effet, leur délétion dans le muscle protege de 1’insulino-résistance induite par un
régime hyperlipidique (573,574). Par ailleurs, les muscles des patients obéses et diabétiques
présentent des altérations de I’oxydation lipidique liées a des dysfonctionnements de I’activité
mitochondriale qui favorisent I’accumulation de lipides ectopiques et par conséquent participe

a I’installation d’une insulino-résistance (575-578).

La résistance a I’insuline est associée a des altérations de sa voie de signalisation, en
particulier au niveau de la phosphorylation des protéines IRS 1 et 2 en tyrosine (579-584). Ce
défaut d’activation des IRS s’explique par une accélération de leur dégradation mais également

par une induction de leur phosphorylation sur les résidus sérines plutdt que tyrosines (583,585).
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Plus précisément, le DAG est un puissant activateur des protéines kinase PKC6 et PKCeg, dans
le muscle et le foie, respectivement, qui apres activation, phosphorylent les IRS sur des résidus
sérines (583,585,586). Ainsi, il existe une forte corrélation entre la quantit¢ de DAG et le
développement de 1’insulino-résistance (587). Les céramides issues de I’estérification des
sphingosines par les acyl-CoA saturés participent également au développement de I’insulino-
résistance. En effet, I’inhibition de la synthése des céramides chez la souris prévient 1’insulino-

résistance musculaire et hépatique induite par les acides gras saturés (588,589).

b. Conséquences de l’insulino-résistance musculaire et

hépatique
Apres un repas, le captage du glucose par les muscles représente environ 80 % du
captage périphérique total (590,591). Dans le muscle, la résistance a 1’insuline se traduit par
une diminution du captage du glucose associée a des anomalies de la translocation de GLUT4

a la membrane plasmique et a une diminution de la synthése de glycogene (592-595).

Par ailleurs, ’augmentation de la PEG chez les sujets insulino-résistants et diabétiques
est généralement attribuée a une augmentation de la PHG qui est notamment due a une
augmentation de la disponibilité en substrats néoglucogéniques tels que le glycérol et les acides
gras (due a I’augmentation de la masse grasse et de la lipolyse adipocytaire), I’alanine, et le
lactate (596-601). Ces patients présentent ¢galement une diminution de la synthése et une
augmentation de la dégradation du glycogene dans le foie en période post-prandiale et au cours
du jelne, respectivement (602—605). Néanmoins, le role de ces altérations du métabolisme du
glycogeéne dans I’installation de I’hyperglycémie au cours du jeline semble mineur, comparé a

celui occupé par I’induction de la néoglucogenese hépatique.

L’ensemble de ces troubles métaboliques sont associées a une induction de 1’expression
et de I’activité de la G6Pase et de la PEPCK-c dans le foie des sujets diabétiques (602,603,600).
Ces modifications délétéres ont été retrouvées dans le foie, le rein et I’intestin de mod¢les
animaux de diabéte induit par la streptozotocine, par une alimentation hypercalorique, mais
¢galement dans des modeles génétiques comme les souris ob/ob et les rats ZDF (Zucker diabetic
fatty rats) (361,364,606,607). A I’inverse, I’invalidation du géne codant pour la G6PC
spécifiquement dans le foie protege du développement du diabéte et de 1’insulino-résistance
chez la souris soumise a un régime hypercalorique, malgré le développement d’une stéatose

hépatique (608).
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c. Conséquences de ’insulino-résistance adipocytaire

Au niveau du tissu adipeux, l'insuline stimule 1’absorption du glucose (5% du captage
périphérique total) et la synthése des triglycérides et au contraire inhibe la lipolyse (316,609).
De ce fait, la résistance a I’insuline adipocytaire est associé¢e a une diminution du captage du
glucose, liée comme dans le muscle, a une altération de la translocation de GLUT4 a la
membrane plasmique et a une altération de la suppression de la lipolyse. L’insulino-résistance
du tissu adipeux se traduit par des modifications majeures du métabolisme lipidique et
I’installation d’une dyslipidémie, qui se caractérise a la fois par une augmentation des lipides
circulants et des modifications de leur répartition, avec une augmentation du nombre et de la
taille des VLDL et une diminution du HDL (pour revue (316)). Les autres tissus, tels que
I’intestin et le foie, participent au développement de I’hyperlipidémie. En effet, elle est associée
a une diminution de la recapture des chylomicrons «remnants » par le foie et a une
augmentation de la sécrétion des chylomicrons par I’intestin (330,610-612). De plus, I’absence
de I’effet inhibiteur de I’insuline sur la production des VLDL hépatiques en période post-
prandiale et la diminution de la clairance et du catabolisme des VLDL contribuent a leur

augmentation dans le sang (pour revue (316)).

La dyslipidémie est responsable de la lipotoxicité cellulaire, notamment dans le foie, le
muscle et le pancréas, et est également associée au développement de la stéatose hépatique non-

alcoolique (613).

3. La stéatose hépatique non-alcoolique

La maladie hépatique non alcoolique (NAFLD : nonalcoholic fatty liver disease) est un
¢tat pathologique du foie qui représente une des complications majeures de 1’obésité et de
I’insulino-résistance. En effet, environ 70% des patients diabétiques développent une NAFLD
(614,615). Le développement de la NAFLD commence par une accumulation ectopique de
lipides dans le foie (NAFL: nonalcoholic fatty liver) qui peut évoluer, ou non, vers une
inflammation et une fibrose (NASH : nonalcoholic steatohepatitis), puis vers une cirrhose et
dans les cas les plus graves jusqu’au cancer hépatique. Néanmoins, un certain nombre de
patients obéses/diabétiques développent des tumeurs hépatiques en I’absence d’inflammation

et de fibrose hépatique (616).

-111-



Augmentation
de la lipolyse

Acides gras
libres Hyperinsulinémie
Hyperglycémie

Adipocytes

Acides «—"

gras

Estérification

VLDL

Chylomicrons

Intestin

Figure 23 : Les différentes voies métaboliques impliquées dans le développement de la stéatose hépatique
chez les sujets obéses et insulino-résistants

Dans I’obésité et ’insulino-résistance, 1’augmentation des lipides alimentaires sous forme de chylomicrons
associ¢ a I’induction de la lipolyse dans le tissu adipeux se traduit par une augmentation des flux d’acides gras
vers le foie. De plus, I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie induisent la lipogenése de novo et diminuent la -
oxydation dans le foie. Les acides gras estérifiés peuvent étre stockés sous forme de gouttelettes lipidiques
dans les hépatocytes ou sécrétés dans le sang sous forme de VLDL (very low density lipoprotein) .

Adapté de Postic and Girard, 2008.



a. Développement de la stéatose hépatique
La stéatose hépatique correspond a I’accumulation ectopiques de lipides dans les
hépatocytes qui résulte de différentes altérations métaboliques dont I’augmentation de I’apport
des lipides alimentaires, de la lipogenése de novo hépatique, ou de la lipolyse adipocytaire. De
plus, la stéatose est exacerbée par le fait que le captage des acides gras dans les hépatocytes est
augmenté proportionnellement a leur taux plasmatique (617). Dans le foie, ce captage implique
plusieurs protéines, dont FABP, CD36 ou encore la phospholipase A2 (618—620). Par exemple,

le transporteur CD36 est impliqué dans le captage des acides gras libre circulants vers les

vacuoles hépatocytaires, qui en se remplissant donnent aux hépatocytes un aspect proche de
celui des adipocytes (621). L’expression de ce transporteur est augmentée par la fixation de
PPARY sur son promoteur dans le foie des souris et des sujets insulino-résistants ou atteints de
NASH ou de NAFL. De plus, I’exces de lipides intrahépatiques peut également étre la
conséquence de la diminution de la B-oxydation hépatique ou de la synthése et de 1’export des
VLDL, méme si ces voies sont largement minoritaires (Figure 23) (298). En effet, dans le foie
stéatosique des sujets obéses, 60% des lipides proviennent de la lipolyse adipocytaire, 25-30%
de la lipogenése de novo et seulement 10-15% de ’alimentation (617,622). Ceci souligne le
role clé de la lipolyse adipocytaire et de la lipogenése de novo dans le développement de la

stéatose hépatique.

Chez les sujets obeses et diabétiques, la lipogenése de novo est induite en réponse a
I’hyperglycémie qui se traduit par une augmentation du flux de glucose et une accumulation de
G6P dans le foie qui provoque I’activation de ChREBP (300,623). Néanmoins, de facon
paradoxale, alors que le foie de ces patients est résistant aux effets de I’insuline sur la diminution
de la PHG, il est toujours sensible a ses effets sur la lipogenese de novo, médiés par 1’activation
de SREBP-1c (624-627). Ce phénomene, nommé « résistance sélective a I’insuline » conduit a
I’installation d’un état pathologique ou le foie produit du glucose et des lipides de fagon non
controlée. Plusieurs hypotheses ont été proposées pour 1’expliquer ; la premiere repose sur des
fonctions distinctes des IRS 1 et 2. En effet, IRS1 serait plutét impliqué dans les effets
activateurs de I’insuline sur la glucokinase et les génes de la lipogenése de novo, tandis que
I’activation de IRS 2 serait associée aux effets inhibiteurs de I’insuline sur 1’expression de
FoxO1 et donc sur la PHG (pour revue (622)). En accord avec cette hypothése, dans des
modeles animaux d’insulino-résistance ou chez des patients obéses atteints de NAFLD mais
non diabétiques, 1’expression et I’activité d’IRS 2 est diminuée alors que I’expression d’IRS 1

n’est pas modifiée, ce qui permet a I’insuline d’induire SREBP-1c¢ et par conséquent la
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lipogenése de novo (626,628,629). La deuxiéme hypothése suggere 1’implication de
I’augmentation du stress du RE dans ’activation de SREBP-1c¢ (pour revue (622)). En effet, il
pourrait a la fois étre responsable de 1’activation du clivage de SREBP-1c¢ et de I’induction de
la résistance a I’insuline par 'activation de kinases impliquées dans la réponse au stress comme
la protéine JNK (Jun N-terminal Kinase). Une derni¢re hypothése propose que I’augmentation
de SREBP-1¢ impliquerait ’activation de mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex
1) par I’exces d’acides aminés circulants qui est nécessaire a la maturation et a la transcription
de la SREBP-1c induite par I’insuline (622,630). En effet, en absence d’activation de mTORCI,
I’insuline permet uniquement I’augmentation de I’expression de SREBP-1lc, mais pas son

activation (631).

La composition des VLDL des patients atteints de DT2 est modifiée avec une
augmentation de DAG et d’acide palmitique, et une réduction de la sphingomyéline (632).
Comme le palmitate est le principal acide gras synthétisé au cours de la lipogenese de novo,
'augmentation de la teneur en acide palmitique des VLDL pourrait étre une conséquence de
l'augmentation de la lipogenese de novo hépatique et contribuer a 1’état pro-inflammatoire

(632,633).

Finalement, I’accumulation ectopiques de lipides dans le foie, et la résistance a I’insuline
sont deux mécanismes li€s qui s’entretiennent 1’un et 1’autre, et forment un cercle vicieux
conduisant a une altération progressive du fonctionnement du foie. En effet, la diminution de
la stéatose hépatique dans plusieurs modéles d’animaux insulino-résistants entraine une
amélioration de la sensibilit¢ a D’insuline (634-636). Néanmoins, il existe des cas ou
I’installation d’une stéatose hépatique ne conduit pas au développement d’une insulino-
résistance. Pour exemple, le blocage de la sécrétion de VLDL par I’invalidation de la MTP
hépatique, conduit a une stéatose sans modification de la sensibilité a I’insuline (637). De plus,
il apparait que la nature des acides gras accumulés dans le foie soit tout aussi importante, sinon
plus que leur quantité. En effet, la stéatose hépatique observée chez la souris déficiente pour la
GP6C ou sur-exprimant le facteur de transcription ChREBP dans le foie, n’est pas associée au
développement d’un état d’insulino-résistance (608,638,639). En effet, I’acide palmitique qui
joue un rdle clé dans la lipotoxicité hépatique et le développement de la NASH est présent en
faible quantité dans le foie stéatosique de ces souris alors que les taux d’acide oléique, connu
pour ses effets protecteurs, sont augmentés (638,639). Par ailleurs, I’accumulation de
triglycérides « inertes » peut &tre un mécanisme de protection contre I’exces d’acides gras libres

et leurs effets cytotoxiques (640). En effet, I’inhibition de la synthése des triglycérides grace a
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un régime déficient en choline et en méthionine, proteége de la stéatose hépatique, mais favorise
le développement d’une fibrose et de lésions hépatiques importantes dues notamment a

I’accumulation d’acides gras libres dans les hépatocytes (640).

b. Complications de la stéatose hépatique
Cliniquement, la NASH est associ¢e a [’obésité, a I’insulino-résistance et a la
dyslipidémie. D’un point de vue histologique, elle est caractérisée par un gonflement des
hépatocytes 1i¢ a une forte accumulation de lipides, a I’apparition de Iésions cellulaires, a une
augmentation de I’apoptose et de la nécrose, ou encore a un état pro-inflammatoire. Cette
inflammation se complique fréquemment vers I’installation d’une fibrose qui augmente le

risque d’apparition d’une cirrhose et d’hépatocarcinomes (641).

Le développement de la NASH est associ¢ a de nombreux facteurs, incluant la
lipotoxicité, 1’insulino-résistance, I’inflammation et le stress oxydatif mais les mécanismes
moléculaires impliqués restent encore mal connus (642). Néanmoins, a ce jour, la lipotoxicité
hépatique est considérée comme la principale cause du développement et de la progression de
la NASH. La lipotoxicité induit un stress du RE, la mort cellulaire initiée par la voie JNK (Jun

N-terminal Kinase) ou encore des dysfonctions mitochondriales (pour revue (619)).

La lipotoxicité hépatique est a la fois la conséquence de 1’augmentation des taux de
lipides stockés dans le foie, et de leur nature. Parmi les lipides les plus toxiques pour le foie, on
retrouve les acides gras libres, le cholestérol libre, les lysophosphatidyl cholines, les céramides,
et les acides biliaires. Parmi les acides gras libres, l'acide palmitique et 1'acide oléique sont les
acides gras saturés et insaturés, respectivement, les plus abondants retrouvés dans 1'alimentation
et dans un foie stéatosique. L’acide palmitique induit I’apoptose et une insulino-résistance en
activant PPARa et les caspases, mais également en provoquant des dysfonctions
mitochondriales dépendantes de la voie JNK dans des cellules hépatiques en culture (643).
D’autre part, 1’acide palmitique exercerait ses effets toxiques en passant par la formation de
lysophosphatidyl choline. Ce dernier, qui dérive de I’hydrolyse partielle des
phosphatidylcholines par la phospholipase A2, est libéré par les cellules lorsque I’apoptose est
activée par la caspase-3 (644,645). Au contraire, I’acide oléique en activant la syntheése de
triglycérides dans les hépatocytes exerce plutot un role protecteur contre les effets pro-
apoptotiques des acides gras libres (643,646). En effet, ’inhibition de la synthese des
triglycérides provoque une augmentation de la nécrose, de I’inflammation, de la peroxydation

lipidique et du stress oxydatif (640). Ces lipides sont augmentés chez les patients et les modeles
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animaux atteints de NASH et leurs effets lipotoxiques mettent en jeu plusieurs mécanismes tels
que la chimiotaxie des phagocytes, le stress du RE, I’apoptose par I’activation de la voie JNK,

de p53 ou de GSK3 (glycogen synthase kinase 3) (644,645,647—649).

Les céramides sont membres de la famille des sphingolipides qui sont des composants
des membranes cellulaires et sont impliqués dans de nombreux processus dont la signalisation
de I’insuline, I’apoptose, le stress oxydant, ou encore I’inflammation (650). En effet, les
céramides en interagissant avec TNFa (tumor necrosis factor alpha) induisent la libération de
ROS (reactive oxygen species) par les mitochondries (651,652). Les sujets obeses atteints de
NASH présentent des taux sanguins €levés de céramides qui sont fortement corrélés a I’état
d’insulino-résistance hépatique et a 1’augmentation de cytokines pro-inflammatoires comme
IL1 et IL6 (Interleukines 1 et 6) (619,651,653). La production des céramides met en jeu deux
voies : la syntheése de novo a partir de palmitoyl-CoA et de sérine par la serine palmitoyl-CoA
transferase, et I’hydrolyse des lipides membranaires grace a une sphingomyelinase neutre, dont

I’activité est augmentée lors d’une inflammation (619,651).

L’accumulation de cholestérol libre dans le foie est une étape importante dans le
développement de la NAFLD en NASH, et provient de I’augmentation de la dé-esterification,
de sa synthese et de celle des acides biliaires, mais aussi de la diminution de son export (pour
revue (619)). Des taux ¢élevés de cholestérol libre entrainent I’activation des cellules de Kupffer
et des cellules stellaires hépatiques et se traduit par toute une série d’altérations qui aboutissent

finalement a I’apoptose des hépatocytes (654,655).

Par ailleurs, I’hyperglycémie exerce également des effets toxiques sur les hépatocytes.
En effet, I’exposition d’hépatocytes de rongeur a une forte concentration de glucose, de fructose
ou de sucrose provoque une insulino-résistance (656,657). Ces effets déléteres sur la sensibilité
a I’insuline ont ét¢ reliés notamment au stress oxydatif, a I’inflammation ou encore au stress du
RE (658). Pour exemple, le fructose et le sucrose sont associés a 1’activation de la voie JNK,
qui entraine la résistance a 1’insuline par phosphorylation inhibitrice d’IRS1 (659). Par ailleurs,
les effets néfastes du sucrose impliquent I’augmentation de 1’expression de PTP1B (protein-
tyrosine phosphatase 1B) qui est responsable de la déphosphorylation du récepteur a I’insuline

(659).

4. Effets délétéres sur le métabolisme du tissu adipeux

Le tissu adipeux est un tissu important dans le maintien de ’homéostasie énergétique et

peut répondre rapidement a une privation ou un exces de nutriment par des mécanismes
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Figure 24 : Expansion physiologique (A) et pathologique (B) du tissu adipeux blanc

(A) L’expansion physiologique du tissu adipeux blanc fait intervenir I’augmentation de la taille et du nombre
d’adipocytes, une augmentation de 1I’angiogenése et un remodelage physiologique de la matrice extracellulaire.

(B) Au contraire, I’expansion pathologique du tissu adipeux blanc consiste en une hypertrophie massive des
adipocytes existants, une angiogenése limitée et la création de zones d’hypoxie associée a une augmentation
de I’expression du facteur HIF-1a (hypoxia inducible factor) dont 1’activation entraine le développement de la
fibrose. Au cours de I’expansion pathologique, les macrophages M1 sont majoritaires et conduisent a
I’installation d’une inflammation, qui est fortement associée au développement de la résistance a I’insuline.

D’aprés Sun et al., 2011.



d’hyperthrophie et d’hyperplasie adipocytaires. Le remodelage du tissu adipeux est un
processus qui s’accélere lors du développement de I’obésité et qui implique des altérations telles
que I’hypoxie, la mort cellulaire, une inflammation chronique, des modifications de la synthése
des adipokines, une surproduction de matrice extracellulaire et une diminution du remodelage
angiogénique (Figure 24) (660). De plus, des données chez 1'homme et l'animal ont
démontré que l'obésité est associée a une réponse inflammatoire chronique caractérisée
par une production anormale d'adipokines pro-inflammatoires induite principalement par

l'infiltration de macrophages dans les tissus adipeux.

a. Expansion du tissu adipeux et infiltration
macrophagique

Dans les modeles d’obésit¢ génétique ou induite par un régime hypercalorique,
I’expansion du tissu adipeux peut entrainer de nombreux troubles, incluant la mort adipocytaire,
l'augmentation de la sécrétion de chimiokines pro-inflammatoires, I'hypoxie et la
dérégulation des flux d’acides gras (pour revue (661)). Ces altérations favorisent le recrutement
et l'activation des macrophages dans le tissu adipeux, un processus inflammatoire qui prend
place précocement et précede méme 1’apparition de 1’hyperinsulinémie associée a 1’insulino-

résistance périphérique (662).

Mort adipocytaire - Dans ’obésité, la mort des adipocytes due a leur hypertrophie est
augmentée et laisse une gouttelette lipidique inerte, dont I’élimination fait partie intégrante du
remodelage du tissu adipeux. Elle constitue un stimulus phagocytaire important qui régule
I’infiltration des macrophages qui s'agrégent autour des adipocytes nécrotiques et fusionnent
pour phagocyter la gouttelette lipidique résiduelle, formant ainsi une grande masse multinucléée

chargée de lipides, caractéristique d’une inflammation chronique (663—665).

Régulation par les molécules chimio-attractantes - Les macrophages recrutés par le tissu
adipeux en expansion libeérent des chimiokines, dont MCP1 (monocyte chemoattractant protein-
1), qui entretiennent 1’état inflammatoire du tissu adipeux en stimulant le recrutement d’autres
cellules de I’timmunité innée, dont les monocytes (pour revue (661)). Par ailleurs, un équilibre
entre les populations polarisées de macrophages recrutés est nécessaire pour maintenir une
fonction adipocytaire normale. En effet, une polarisation M1 ou M2 des macrophages est
associée a un phénotype pro- ou anti-inflammatoire, respectivement (pour revue (661)). Par
ailleurs, la leptine favoriserait I'adhésion des macrophages sur les cellules endothéliales du tissu

adipeux et pourrait agir comme une molécule chimio-attractante (666,667).
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Hypoxie - Dans les premiers stades de 1’expansion du tissu adipeux, des petites zones d hypoxie
apparaissent consécutivement a I’augmentation de la taille des adipocytes. L hypoxie est
responsable de 1’induction du phénotype pro-inflammatoire des macrophages M1 en passant
par des mécanismes dépendants et indépendants de I’activation du facteur de transcription HIF-
1 (Hypoxia-Inducible Factor-1). Ainsi, le recrutement des macrophages dans le tissu adipeux
augmente la sécrétion de cytokines dont IL6, TNF-a, IL-1B, PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1), VEGF (Vascular endothelial growth factor), MMP2 (matrix metalloproteinases 2)
ou encore de la leptine (661,668). D’autre part, ’hypoxie stimule le recrutement des

macrophages en induisant la mort cellulaire des adipocytes.

Dérégulation des flux d’acides gras - Chez des souris obeses et insulino-résistantes,
I’augmentation du taux d’acides gras libres est connue pour engendrer le recrutement des
macrophages (669). En effet, les acides gras libres en se liant au complexe TLR4 (Toll Like
Receptor 4) conduisent a 1’activation de la voie de signalisation intracellulaire NF-xB (nuclear
factor-kappa B) et a la production de cytokines pro-inflammatoires, responsables de 1'activation

du systéme immunitaire inné (pour revue (661)).

b. L’inflammation du tissu adipeux blanc
Dans un contexte d’obésité, I’inflammation du tissu adipeux est un acteur important
dans 1’¢état inflammatoire chronique et joue un role important dans les comorbidités associées,
telles que les NAFLD, I’insulinorésistance, le DT2 et les maladies cardiovasculaires. De
nombreux mécanismes sont impliqués dans I’initiation et I’évolution de I’état inflammatoire du
tissu adipeux, dont ’altération de la fonction glycolytique, les dysfonctions mitochondriales,

ou encore les modifications de la sécrétion des adipokines.

Altération de la fonction glycolytique - Face a I’hyperglycémie et I’hyperlipidémie associée
a ’obésite, le tissu adipeux est capable de modifier son métabolisme en augmentant son activité
glycolique pour limiter le stockage de lipides. L hypoxie dans les adipocytes et I’hyperglycémie
provoquent une augmentation massive de la glycolyse anaérobie qui entraine la formation de
lactate et de glycérol. L’acidose locale qui en résulte stimule la libération d’oxygene dans des
zones restreintes du tissu adipeux et induit la production de ROS qui altérent le métabolisme
des cellules adipeuses, endothéliales et sanguines (670). Ainsi, cette utilisation du glucose qui
vise a protéger le tissu adipeux de I’exces de lipides et de glucose favorise 1’installation d’un

¢tat inflammatoire chronique (671).
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Dysfonctions mitochondriales - L’intégrit¢ des mitochondries est nécessaire pour la
différenciation et la maturation des adipocytes, mais également pour la synthése et la sécrétion
des adipokines (672,673). De ce fait, les dysfonctions mitochondriales retrouvées dans les
situations d’obésité se traduisent par des défauts de stockage des lipides et de la sécrétion
d’adipokines (674,675). En effet, 1’obésité¢ entraine une diminution du nombre de
mitochondries dans les adipocytes sous-cutanés et viscéraux indépendamment de leur taille,
associée a une réduction de leur activité (pour revue (676)). De plus, les adipocytes d’individus
obeses ont une consommation d’oxygene plus faible en réponse a une stimulation f-
adrénergique comparativement aux adipocytes de sujets minces, se traduisant par une moindre

production de chaleur (677,678).

Altérations de la sécrétion des adipokines - La fonction endocrine du tissu adipeux blanc,
dont la sécrétion d’adiponectine et de leptine, est dépendante de 1’intégrit¢ mitochondriale
(679). L’adiponectine est une adipokine dite « bénéfique » qui joue un rdle important dans
I’amélioration de la sensibilité a I’insuline et la réduction des processus inflammatoires. Elle
est sécrétée par les adipocytes dans la circulation sanguine sous la forme de trois complexes
d’oligomeres, comprenant un trimere (~ 67 kDa), un hexamere (~ 140 kDa) et un multimeétre
de haut poids moléculaire (HMW) (~ 300 kDa) composé d’au moins 18 monomeres (680). La
synthése de I'adiponectine HMW, qui est la principale isoforme bioactive met en jeu des
modifications post-traductionnelles, dont 1'hydroxylation et la glycosylation de plusieurs
résidus lysine (681). L'adiponectine globulaire, dont sa sécrétion est inversement
proportionnelle a la quantité de masse grasse, est également biologiquement active et obtenue
par protéolyse des différentes conformations de I’adiponectine (682). Dans le tissu adipeux de
sujets obeses, 1’altération de la fonction mitochondriale et en particulier de la biogenése altere

la synthese et la conformation de 1’adiponectine (675).

Les interactions entre la leptine et I'inflammation sont bidirectionnelles. En effet, les cytokines
pro-inflammatoires augmentent la synthese et la libération de la leptine, qui a son tour contribue
a maintenir un état inflammatoire chronique dans 1'obésité¢ (683). Par ailleurs, en condition
d’hypoxie, le glycogéne accumulé suite a une stimulation du captage du glucose dans les
adipocytes est en partie responsable de I’altération de la sécrétion d’adipokines et en particulier

de I’augmentation de la sécrétion de leptine (684).

Suite a son expansion et a I'infiltration macrophagique associée, le tissu adipeux

augmente, proportionnellement a sa masse, la production et la sécrétion d’adipokines
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pro-inflammatoires telles que TNFa, IL6 et IL1B qui favorisent la résistance a 1’insuline,
induisent la lipolyse, et altérent la fonction et la masse mitochondriale. (pour revue (676)). Ce

remodelage pathologique du tissu adipeux favorise ¢galement le développement de la fibrose.

c. La fibrose du tissu adipeux

Les adipocytes sont maintenus par un réseau dense de matrice extracellulaire, qui ne sert
pas seulement de support mécanique mais qui permet également de réguler le remodelage du
tissu adipeux (685,686). Au cours de I’expansion du tissu adipeux, certains composants de la
matrice extracellulaire dont I’isoforme VI du collagéne et plusieurs métalloprotéases sont
augmentés (686,687). Ces derniéres sont des endopeptidases neutres qui clivent les composants
de la matrice extracellulaire afin de permettre son remodelage. Or, dans le cadre de I’obésité,
le remodelage actif de la matrice extracellulaire qui permet de s’adapter a la croissance du tissu
adipeux aboutit a I’installation d’une fibrose et a une diminution de sa plasticité, qui sont des
caractéristiques clés d’un tissu adipeux métaboliquement dysfonctionnel. En effet, il existe des
corrélations entre des niveaux ¢élevés de collagene VI, I’hyperglycémie et I’insulinorésistance
(688,689). Par ailleurs, la réduction de I’isoforme VI du collagéne entraine une diminution de
la fibrose et améliore ainsi des taux de survie des adipocytes en culture et leur métabolisme

(686).

d. Le blanchissement du tissu adipeux brun

Chez les sujets obéses, le tissu adipeux brun, comme le tissu adipeux blanc, subit de
profondes modifications délétéres. Le blanchissement implique I’expansion du tissu adipeux
blanc entourant les adipocytes bruns, mais également et principalement la conversion des
adipocytes bruns en cellules uniloculaires blanches ayant peu ou pas de propriétés
thermogéniques (690—-692). Les adipocytes bruns « blanchis » conservent une faible expression
d’UCP1, perdent progressivement 1’expression de marqueurs d’adipocytes bruns, dont
PRDM16 et PGCla, et commencent a exprimer les genes codant pour les hormones spécifiques
des adipocytes blancs, comme la leptine (692—694). Dans 1’obésité, I’activation processus de
blanchissement se traduit par une diminution des capacités thermogéniques du TAB qui
contribue au développement de 1’obésité et de ses complications associées telles que 1’insulino-
résistance (692,695). Au contraire, 1’expression ectopique d’UCP1 dans le tissu adipeux blanc

protége du développement de I’obésité (696).

Les processus de blanchissement des adipocytes bruns est retrouvé dans plusieurs

modeles animaux tels que des souris acclimatées a des températures chaudes, ou déficientes
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pour les récepteurs B-adrénergiques, le récepteur de la leptine (souris db/db), ou pour la lipase
ATGL. Ces études suggérent ’implication de chacun de ces facteurs dans I’initiation du
blanchissement du TAB associ¢ a 1’obésité (692). D’autre part, le blanchiment du TAB est
associ¢ a I’augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires, de I’infiltration des
macrophages, et la mort adipocytaire. En effet, la taille réduite des adipocytes « blanchis » par
rapport aux adipocytes blancs leur confére une capacité de stockage de lipides limitée et une
plus grande vulnérabilité face a la mort cellulaire. L’ensemble de ces altérations contribue a

entretenir I’état pro-inflammatoire chronique li¢ a 1’obésité (692).

5. Les effets délétéres de ’insulino-résistance sur les cellules -

pancréatiques

La sécrétion d’insuline est 3 a 4 fois plus élevée chez les sujets obeses et insulino-
résistants par rapport aux sujets normaux (697,698). Cette hypersécrétion a pour but de
compenser son manque d’efficacité, et ainsi de protéger les individus de I’apparition d’une
intolérance au glucose puis d’une hyperglycémie permanente (699). De ce fait, la perte de cette

fonction compensatoire joue un role crucial dans 1’installation de 1’état diabétique (571,700).

Par ailleurs, la capacité de sécrétion des cellules pancréatiques est altérée chez les sujets
diabétiques. En effet, ils présentent une perte du pic précoce de sécrétion d’insuline en réponse
au glucose qui joue un role clé dans I’inhibition de la PHG par I’insuline (701,702). D’autre
part, les patients diabétiques présentent une augmentation des concentrations plasmatiques de
glucagon au cours du jeline, et des défauts d’inhibition de sa sécrétion par la prise d’un repas.
Ces anomalies sont consécutives a I’altération de la fonction 3 pancréatique (703,704). De plus,
I’hyperglucagonémie jouerait un réle important dans le maintien de I’hyperglycémie au cours
du jeline de sujets diabétiques de type 2 en induisant la PEG (704). Enfin, les patients
diabétiques présentent également des anomalies de maturation de I’insuline qui se caractérise

par une forte accumulation de la pro-insuline, qui est proportionnelle a I’hyperglycémie (705).

Dans les stades précoces du développement du DT2, I’hypersécrétion d’insuline résulte
d’une augmentation de la masse des cellules B dans le pancréas endocrine (706). En effet, ces
cellules tentent de compenser la résistance a I’insuline périphérique et I’hyperglycémie en
sécrétant plus d’insuline. Néanmoins, les fortes concentrations de glucose et de lipides
circulants, en provoquant des dysfonctionnements des cellules P, entrainent une perte
progressive de leur masse par apoptose, qui se traduit par une diminution de la sécrétion

d’insuline et conduit a I’intolérance au glucose (571,700). En effet, ’analyse post-mortem du
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pancréas de patients diabétiques a révélé qu’ils ont une masse de cellules P est réduite de 40 a

60% par rapport aux sujets sains (707).

L’exposition prolongée des cellules B a de fortes concentrations de glucose conduit a
des perturbations de la sécrétion d’insuline en impliquant différents mécanismes, dont
I’apoptose, le stress oxydant et la dysfonction mitochondriale, le stress du RE, I’inflammation,
la perturbation de I’homéostasie calcique ou encore 1’autophagie (708—711). En effet, les
marqueurs du stress du RE sont augmentés dans des ilots de patient DT2 (712). De plus, la
glucotoxicité augmente également le stress oxydant en favorisant une production excessive de
ROS, associée a une augmentation de 1’apoptose (713). En plus, des effets néfastes d’une
hyperglycémie, les fluctuations de la glycémie, comme celle retrouvées chez des patients pré-
diabétiques, peuvent induire des altérations morphologiques des mitochondries dont une
augmentation de leur taille et des altérations des crétes mitochondriales (714,715). D’autre part,
en réponse a ’accumulation de calcium ou de lipides, les mitochondries peuvent également

libérer du cytochrome ¢ dans le cytoplasme, qui est un activateur de I’apoptose (716).

Par ailleurs, les diabétiques présentent une augmentation de glucose mais ¢galement
d’acides gras circulants. En effet, ’hyperglycémie favorise 1’oxydation du glucose dans le
pancréas qui entraine la production de malonyl-CoA, qui bloque I’oxydation des acyl-CoA en
inhibant leur transport par CPT1 dans la mitochondrie. Les lipides, et leurs dérivés, altérent la
fonction des cellules B qui peut conduire a la mort cellulaire (voir paragraphe C-1-3b) (717—
719). Ces composés en exces exercent des effets toxiques sur les cellules B tels qu’une
diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose, une altération de 1’expression du
gene de I’insuline, et une augmentation de la mort cellulaire (pour revue (720)). De plus, les
acides gras libres participent également a I’installation d’une inflammation dans le pancréas,

qui contribue a ’altération de la fonction et a la mort des cellules B (721).

Les adipokines sécrétées par le tissu adipeux régulent le fonctionnement des cellules 3
pancréatiques (pour revue (722). La leptine exerce un puissant effet inhibiteur sur la synthése
d’insuline en diminuant I’expression du géne codant pour la pré-proinsuline et sur sa sécrétion
(723). D’autre part, la diminution des taux d’adiponectine circulants associé¢s a 1’obésité
provoque une disparition de ses effets bénéfiques, notamment sur la libération d’insuline en
réponse au glucose et sur la prolifération des cellules B (724-728). De plus, I’adiponectine
possede une activité céramidase, qui lui confere des effets protecteurs contre 1’apoptose des

cellules B induite par les lipides (729-731). Enfin, ’accumulation des dépots d’amyloides au
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sein des ilots B pancréatiques, qui sont observés dans 90 % des cas de diabéte participent

¢galement au dysfonctionnement et a I’apoptose des cellules B (732).

Ainsi, dans les premicres étapes du développement du diabete de type 2, les cellules B
tentent de compenser la résistance périphérique a I’insuline en augmentant leur masse et leur
capacité sécrétrice. Néanmoins, ’intégrité de ces cellules est altérée par 1’exces de glucose et

de lipides circulants menant a terme a une insuffisance pancréatique.

II. Les effets bénéfiques associés a la néoglucogeneése intestinale

L’intestin est I’'un des trois organes capable de produire du glucose a partir de composés
non glucidiques, tels que la glutamine (358). A 1’état post-absorptif, la production de glucose
par D’intestin ne représente qu’environ 5% de la PEG totale ; néanmoins sa contribution
augmente significativement jusqu’a atteindre environ 20 % au cours d’un jetine prolongé (24-
48h) (Figure 14), ou encore en période post-absorptive lors d’un régime riche en protéines
(279,350,358,360,733). L’induction de la NGI est impliquée dans les effets métaboliques
bénéfiques obtenus lors de régimes enrichis en protéines ou en fibres et aprés une chirurgie
bariatrique de type Roux-en-Y (pour revue (279)). De plus, la perfusion de glucose directement
dans la veine porte, a des taux mimant I’induction du signal glucose portal par la NGI, améliore

le métabolisme en diminuant a la fois la prise alimentaire et la glycémie (734).

1. Mécanismes impliqués dans les effets bénéfiques de la

néoglucogeneése intestinale

a. Détection et initiation du signal glucose portal
La veine porte hépatique conduit le sang veineux provenant du tractus gastro-intestinal,
du pancréas et de la rate vers le foie. De par sa localisation, elle est exposée a 1’ensemble des
signaux issus de 1’alimentation, qui sont transmis au cerveau par I’intermédiaire de voies

nerveuses afférentes vagale et spinale (159).

Dans des conditions d’induction de la NGI, le glucose produit est libéré dans la veine
porte et initie un signal nerveux, le « signal glucose portal ». L’initiation de ce signal dépend
de la détection du glucose par le cotransporteur glucose/sodium 3 (SGLT3). Plus précisément,
la fixation d’une molécule de glucose sur SGLT3, provoque successivement 1’entrée de deux
ions sodium, I’activation des canaux calciques voltages dépendants et I’entrée de calcium qui

permet la libération de sérotonine (5-HT) responsable de la stimulation des afférences vagales
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Figure 25 : Détection du glucose portal par SGLT3

La fixation d’une molécule de glucose sur SGLT3, provoque successivement 1/ 1’entrée de deux ions
sodium, 2/ I’activation des canaux calciques voltage dépendant, 3/ I’entrée de calcium qui permet la sécrétion
de sérotonine.

Abréviations: AW (variation du potentiel de membrane), SGLT3 (sodium/glucose cotransporter 3), Na' (ion

sodium), 5-HT (sérotonine), Ca2+ (ion calcium)

Adapté de Freeman et al., 2006.



grace a I’activation de leur récepteurs 5-HT3 (Figure 25) (735). SGLT3 joue un réle majeur
dans la détection du glucose produit par I’intestin puisque 1’ajout de phlorizine, un inhibiteur
des SGLT, a une perfusion de glucose portale annule 1’effet de ce dernier sur I’induction de la

satiété (736).

Bien que la voie vagale soit la principale impliquée dans la transmission des signaux
viscéraux afférents, nous avons montré qu’une ablation chirurgicale du nerf vague n’altérait pas
la transmission du signal glucose portal (736). A I’inverse, la dénervation de la veine porte par
un traitement a la capsaicine (qui active les récepteurs aux vanilloides de type 1 (TRPV1) qui
sont principalement exprimés par les nerfs spinaux splanchniques) ou 1’ablation du ganglion
mésentérique splanchnique qui est reli¢ a la moelle épiniére, conduisent a une perte de la
transmission du signal glucose portal (pour revue (279)). Ces résultats suggerent fortement que
le signal glucose portal serait relayé par les fibres afférentes de la voie spinale jusqu’au cerveau
ou il active des régions impliquées dans la régulation de 1’homéostasie énergétique et

glucidique, mais aussi du systéme de la récompense (279,736,737).

b. Mécanismes centraux impliqués dans les effets
bénéfiques du signal glucose portal

L’activation du signal glucose portal conduit a 1’augmentation de I’expression du
marqueur d’activation neuronal C-FOS dans les principales régions hypothalamiques
impliquées dans le contrdle de I’homéostasie énergétique, dont le noyau arqué, le DMN, le
VMN, le PVN et le LH (279,733). En accord avec les résultats suggérant la transmission du
signal glucose portal par la voie spinale, le glucose portal augmente 1’expression de C-FOS
dans le PBN (qui recoit les afférences spinales), mais pas dans le NTS et I’area postrema (qui

recoivent les afférences vagales) (159,279,737).

Une étude récente du laboratoire a permis de préciser les mécanismes centraux
impliqués dans les effets bénéfiques de la NGI, notamment sur la prise alimentaire (734). Nous
avons montré qu’une perfusion de glucose directement dans la veine porte visant a mimer une
induction de la NGI provoque une diminution de la prise alimentaire associée a une
augmentation de la phosphorylation de STAT3 dans I’hypothalamus et plus précisément dans
les neurones a POMC du noyau arqué chez la souris. Par ailleurs, I’administration
intrapéritonéale d’un inhibiteur de la voie JAK2/STAT3 (AG490) juste avant le début de la
perfusion de glucose dans la veine porte, annule ses effet anorexigeéne, et confirme ainsi le role

de STAT3 (734).
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De facon intéressante, la perfusion de glucose portal contrecarre le comportement
hyperphagique des souris 0b/ob, en diminuant leur prise alimentaire de 20%, tout en induisant
la phosphorylation de STAT3, indépendamment de la présence de la leptine. De plus, les effets
bénéfiques du glucose portal et la phosphorylation de STAT3 sont absents chez les souris

invalidées pour le CGRP (souris CGRP”") qui est un neuropeptide inhibiteur puissant de la prise
alimentaire (738). De fagon intéressante, le PBN est une cible du glucose portal et est composé
de neurones qui expriment le CGRP (voir paragraphe A-1-3b) (738). Ainsi I’injection de CGRP
au niveau central directement dans le 3°™ ventricule chez la souris induit la phosphorylation de
STAT3 dans I’hypothalamus, de méme que le traitement de cellules hypothalamique en culture

en présence du neuropeptide.

D’apres nos études, la NGI exerce ses effets métaboliques bénéfiques via : 1/ la
phosphorylation de STAT3 dans I’hypothalamus et notamment au niveau des neurones POMC
du noyau arqué, indépendamment de la présence de la leptine, et 2/ le neuropeptide CGRP

(734).

2. Effets bénéfiques associés a I’induction de la néoglucogeneése

intestinale
Le laboratoire a démontré au cours de ces dernieres années que les effets bénéfiques des
régimes riches en protéines ou en fibres exercaient leurs effets en induisant la néoglucogenése

intestinale (pour revue (279).

a. Les régimes riches en protéines

L’effet « coupe-faim » des régimes riches en protéines est connu depuis des décennies ;
néanmoins les mécanismes impliqués n’avaient jamais été identifiés. En 2005, le laboratoire a
montré le role clé de la NGI dans la médiation de ces effets (733). Lors de cette étude réalisée
chez le rat en période post-absorptive, nous avons mis en évidence qu’une alimentation riche
en protéines entraine une diminution de la prise alimentaire, associée a une forte induction de
I’expression des genes clés de la PEG comme ceux codant pour la glutaminase, la G6PC et la
PEPCK-c (733). De facon intéressante, ces effets sont absents chez des souris invalidées pour
le géne Gopc, spécifiquement dans I’intestin et de ce fait déficiente pour la NGI (souris I.G6pc
) (739). Par ailleurs, nous avons également montré que la NGI joue un rdle clé dans

I’amélioration de la sensibilité hépatique a I’insuline dans le cadre des régimes riches en
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Figure 26 : Implication de la néoglucogenese intestinale dans les effets bénéfiques des régimes riches en
protéines (A) et en fibres (B).

(A) En période postprandiale, les peptides issus de la dégradation des protéines alimentaires agissent comme
des antagonistes des récepteurs p-opioide (MOR). Cela se traduit par la transmission d’un message nerveux au
cerveau qui active en retour la libération du peptide intestinal vasoactif (VIP) au niveau de I’intestin. La fixation
de ce peptide sur son récepteur (VIPR) active I'adénylate cyclase et la production d”’AMPc, connu pour induire
l'expression des genes impliqués dans la néoglucogenése intestinale (NGI). En période post-absorptive, le
glutamate (Glu) et la glutamine (Gln), provenant de la digestion des protéines alimentaires ou de la protéolyse
musculaire, sont utilisés comme substrat de la NGI. Le glucose produit est détecté par le senseur du glucose
SGLT3 (sodium/glucose cotransporter 3), et informe les noyaux hypothalamiques impliqués dans la régulation
de ’homéostasie glucidique et énergétique.

(B) A la fin de la période postprandiale et au début de la période post-absorptive, les fibres solubles qui ne sont
pas métabolisées par les enzymes digestives des mammiféres, sont fermentées par le microbiote au niveau de
I’intestin distal en acides gras a courte chaine, comme le propionate (Pro) et le butyrate (But). Le butyrate
induit I’expression des génes de la NGI via I'augmentation de la production d'AMPc. Le propionate, quant a
lui, se fixe sur les récepteurs FFAR3 (Free Fatty Acid Receptor 3) et induit I’expression des génes de la NGI
(dans DI’intestin proximal et distal) via la signalisation VIP. De plus, le succinate et le propionate sont des
substrats de la NGI. Enfin, les fibres insolubles peuvent également étre fermentées, mais plus tardivement.

D’apres Soty et al., 2017



protéines chez le rat (740). Pendant la période post-prandiale, les oligopeptides issus de
la digestion incompléte des protéines alimentaires libérés dans la veine porte bloquent les
récepteurs p-opioides (MOR) localisés sur les fibres nerveuses péri-portales et conduit a la
transmission d’un signal nerveux par les afférences vagales et spinales (Figure 26) (741). En
réponse, le cerveau via un signal nerveux stimule la libération du neuromédiateur VIP
(vasoactive intestinal peptide), qui en se fixant sur son récepteur active 1’adénylate cyclase et
augmente la production d’AMPc, impliqué dans I’induction de I’expression des génes de la
néoglucogenese dans les entérocytes (pour revue (279)). Pendant la période post-absorptive,
I’induction des enzymes de la NGI prend progressivement place. De plus, la glutamine et le
glutamate issus de la dégradation des protéines alimentaires sont utilisés en tant que substrats
pour la production de glucose par I’intestin (733,741). De fagon intéressante, les cibles
hypothalamiques activées par les régimes riches en protéines sont comparables a celles activées

par la perfusion de glucose directement dans la veine porte, mimant la NGI (737).

b. Les régimes riches en fibres
Alors que les effets bénéfiques des fibres alimentaires, notamment sur la sensibilité a
I’insuline et la tolérance au glucose a la fois chez les sujets sains et les sujets obeses diabétiques,
¢taient connus depuis longtemps, notre laboratoire a mis en évidence le réle clé de la NGI (742—
745). En effet, I’enrichissement en fibres d’un régime délétere riche en gras et en sucre protége
les souris et rats de la prise de poids, diminue la masse grasse et améliore la tolérance au glucose
et la sensibilit¢ a I’insuline, en augmentant 1’expression des génes de la NGI. De facon

marquante, ces effets bénéfiques ne prennent pas place chez les souris 1.G6pc™ (746).

La fermentation des fibres par le microbiote intestinal fournit des acides gras a courte
chaine, comme le butyrate et le propionate, mais aussi une grande quantité de succinate, qui
sont capables d’induire la NGI par plusieurs mécanismes complémentaires (Figure 26)
(279,746,747). Le butyrate active directement I’expression des genes de la NGI dans les
entérocytes en augmentant la concentration d’ATP, qui va activer ’adénylate cyclase par un
effet substrat. La production d’AMPc entraine ensuite I’induction de I’expression des geénes
clés de la PEG (387,746,747). D’autre part, la fixation du propionate sur les récepteurs aux
acides gras libres FFAR3 (free fatty acid receptor 3), exprimés par les fibres nerveuses péri-
portales, initie un circuit nerveux qui aboutit a la libération locale de VIP. La fixation de ce
peptide sur ses récepteurs augmente le taux d’AMPc, qui est responsable de 1’activation des
genes de la NGI (748). D’autre part, le propionate, au méme titre que le succinate, est utilisé

comme substrat pour la production de glucose par I’intestin (746,747).
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Figure 27 : Modéle murin d’invalidation de la néoglucogenése intestinale

(A) Schéma de la génération des souris I.G6pc_/_ grace au systéme Cre/loxP. L’exon 3 du géne G6pc est encadré
par deux séquences loxP. L’expression de la recombinase Cre-ERT?2 est placée sous le contréle du promoteur
de la villine. L’invalidation du géne G6pc est obtenu par 1’administration de tamoxiféne (un antagoniste des
récepteurs aux cestrogenes). Plus précisément, I’activation de la protéine de fusion Cre-ERT2, préalablement
retenue dans le cytoplasme, par le tamoxiféne, entraine sa migration dans le noyau et provoque le clivage de
I’exon 3 du géne G6pc au niveau des sites loxP.

(B) Analyse par PCR (cinq semaines aprés ’injection de tamoxiféne) permettant de vérifier I’excision totale
de I’exon 3 du géne G6pc (fragment de 595 pb chez les souris I-G6pc-/-) spécifiquement dans 1’intestin,

(C) Une activité enzymatique de la G6Pase intestinale résiduelle et non spécifique est observée dans I’intestin
des souris IG6pc-/-.

Abréviations: Pr (promoteur), WT (wild-type), pb (paire de bases), * (p< 0,05 test t de Student)

D’aprés Sinet, 2016



Ainsi, les fibres alimentaires sont capables a la fois d’induire les génes de la NGI dés la
phase post-prandiale, mais aussi d’exercer des effets bénéfiques a plus long terme grace a la

digestion retardée et distale des fibres insolubles par le microbiote intestinale (279,749).

3. Les effets délétéres associés a DPinvalidation de la

néoglucogeneése intestinale

Afin de mieux comprendre les effets bénéfiques de la NGI sur le métabolisme, le
laboratoire a créé un modele murin d’invalidation inductible du gene Go6pc, spécifiquement

dans 1’intestin.

a. Le modéle murin

Le modele d’invalidation de la NGI (souris 1.G6pc™) repose sur une stratégic CRE-lox
inductible, a I’age adulte, par I’injection de tamoxiféne (Figure 27) (739). Plus précisément,
des sites loxP sont introduits dans les introns de part et d’autre de I’exon 3 du geéne codant pour
la sous-unité catalytique de la G6Pase. L expression de la recombinase CRE-ERT?2 est placée
sous le controle du promoteur de la villine, spécifiquement exprimé dans l’intestin. Cette
protéine de fusion entre la recombinase CRE et le domaine de fixation au ligand du récepteur
aux cestrogenes ERT2 est capable d’étre activée par le tamoxiféne. En effet, 1’injection de
tamoxiféene chez des souris a I’age adulte (6 a 8 semaines) induit un changement de
conformation de la recombinase Cre-ERT2 et sa translocation dans le noyau ou elle va
reconnaitre spécifiquement les séquences loxP et induire I’excision de la séquence

nucléotidique qu’ils encadrent.

Lors de la caractérisation de ce modé¢le, 1’excision de 1’exon 3 G6pc a été confirmée
dans I’intestin, méme si il est possible de mesurer une activité phosphatase intestinale résiduelle

et non spécifique (Figure 27) (739).

b. L’absence de néoglucogenése intestinale favorise

Uinstallation d’un état prédiabétique
En régime standard, les souris 1.G6pc™ présentent des altérations métaboliques
caractéristiques d’un état pré-diabétique telles qu’une légere hyperglycémie, une hyper-
insulinémie au cours du jeline et des défauts de la fonction pancréatique. En effet, les ilots
pancréatiques isolés de souris .G6pc™” présentent une augmentation de la sécrétion d’insuline
basale, et une altération de la sécrétion d’insuline en réponse au glucose (750). Ces souris

développent également une altération de la tolérance au glucose et de la sensibilité a 1’insuline
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avec un défaut de I’inhibition de la PHG par I’insuline (750). De plus, 1’absence de NGI
accélére I’apparition des altérations métaboliques associées au diabéte dans un contexte délétere

tel qu’un régime riche en gras et en sucre (750).

De facon intéressante, 1’absence de NGI suffit a induire des défauts du fonctionnement
hypothalamique et notamment une résistance a la leptine dans 1’hypothalamus (750). En effet,
ces souris présentent une moindre diminution de la prise alimentaire suite a I’administration
périphérique de leptine et un défaut d’activation de la voie de signalisation de cette hormone au
niveau hypothalamique. De fagon marquante, la perfusion de glucose directement dans la veine
porte, visant a restaurer le signal glucose portal, corrige les défauts métaboliques et la résistance

a la leptine chez les souris 1.G6pc™.

Ainsi, ’ensemble de ces résultats suggere que la NGI, via I’induction du signal glucose
portal associée, est une fonction essentielle dans le maintien de I’homéostasie glucidique et

énergétique.
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L’obésité, définie comme une épidémie par I’OMS depuis 1997, voit sa prévalence
croitre chaque année et devrait toucher un quart de la population mondiale d’ici 2045. Cette
maladie chronique qui se caractérise par une augmentation excessive de la masse grasse,
apparait a la suite d’un déséquilibre de la balance énergétique, avec une augmentation des
apports caloriques et une diminution de la dépense d’énergie. L’obésité est une maladie qui
altére considérablement la qualité de vie et représente la 4°™ cause mondiale de mortalité (751).
Elle est associée au développement de nombreuses complications métaboliques, dont le diabete
de type 2, la stéatose hépatique, la dyslipidémie, et prédispose les patients a [’apparition de
différents troubles, dont les maladies cardiovasculaires, les néphropathies, les rétinopathies, ou
encore le développement de tumeurs (567-570). Cette pathologie modifie le métabolisme des
individus et touche de nombreux organes. Ainsi, la mise en évidence de nouvelles cibles

thérapeutiques est un enjeu majeur de santé publique, a I’échelle mondiale.

Dans ce contexte, le laboratoire a mis en évidence une nouvelle fonction métabolique
bénéfique, la NGI, qui pourrait constituer une cible thérapeutique importante dans la lutte contre
I’obésité et ses pathologies associées (279,361,733,746). Le laboratoire a montré que
I’induction de la NGI est notamment responsable des effets métaboliques bénéfiques des
régimes enrichis en protéines ou en fibres, et ¢galement de ceux qui prennent place apres une
chirurgie de 1’obésité¢ de type bypass (733,741,746,752). En effet, nous avons montré que
contrairement aux effets déléteres attribués a 1’induction de la PHG, tels que le développement
de I’insulino-résistance et du DT2, I’induction de la NGI est quant-a-elle associée a des effets
bénéfiques tels qu’une diminution de la prise alimentaire, du poids et de la production hépatique
de glucose qui est associée a une amélioration du contrdle glycémique et de la sensibilité a
I’insuline (pour revue (279)). De facon intéressante, ces effets bénéfiques ne prennent pas place
dans un modéle murin d’invalidation de la NGI (souris 1.G6pc™) (739,746). Lors de la
caractérisation du phénotype de ces souris nourries avec un régime standard nous avons mis en
¢vidence qu’elles présentent toutes les caractéristiques métaboliques d’un état pré-diabétique
(750). Plus précisément, les souris 1.G6pc™ présentent une légére hyperglycémie et une
hyperinsulinémie au cours du jeline, une altération de la tolérance au glucose et a la sensibilité
a I’insuline, notamment au niveau hépatique, et des défauts de la sécrétion d’insuline (750). De
plus, I’installation de ces défauts est accélérée lorsque ces souris sont nourries avec un régime
HF-HS (750). Ainsi, ces résultats démontrent que 1’absence de la NGI est suffisante pour

induire des effets métaboliques déléteres.
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Afin de mieux comprendre le réle de la NGI, en soit, en absence de toute manipulation
nutritionnelle, nous avons créé une lignée de souris transgénique qui sur-expriment
constitutivement la sous-unité catalytique de la G6Pase, spécifiquement dans 1’intestin (Souris

LG6pc® o),

Sur la base des travaux précédents du laboratoire, mon étude vise a préciser les effets de
I’absence ou de I’induction de la NGI sur le métabolisme glucidique et énergétique en
comparant les modeles d’invalidation et d’induction de la NGI, nourris avec un régime standard

et HF-HS pendant 5 mois, respectivement.

Selon la méme démarche réalisée avec les souris 1.G6pc” avant mon arrivée au
laboratoire, j’ai réalisé la caractérisation du phénotype de cette nouvelle lignée de souris
L.G6pc®¥**P (750). Au cours de cette premicre étape, j’ai cherché a déterminer si en miroir de
son absence, I’induction de la NGI pouvait retarder I’apparition du diabéte induit par un régime

hypercalorique en améliorant le contrdle glycémique.

Ensuite, j’ai approfondi I’étude de I’'impact de la NGI dans la régulation de
I’homéostasie énergétique. Plus précisément, mon travail a consisté a déterminer son réle dans
le développement de I’obésité et de ses complications métaboliques associées au niveau de deux

tissus clés, le foie et le tissu adipeux.

La stéatose hépatique est une des complications majeures de I’obésité qui est étroitement
liée a I’état d’insulino-résistance. Ces défauts peuvent apparaitre séquentiellement ou
simultanément en fonction des patients. Sur la base de ces données, j’ai cherché a déterminer
si la résistance a I’insuline observée chez les souris 1.G6pc™" était associée a I’installation d’une
stéatose hépatique et si au contraire I’induction de la NGI pouvait étre protectrice. Les résultats
obtenus dans ce cadre de cette étude sont présentés sous forme d’un article en anglais publié

dans la revue Gut (753).

D’autre part, au cours du développement de 1’obésité, le tissu adipeux subit des
modifications métaboliques déléteres qui peuvent avoir des répercussions négatives sur le
fonctionnement d’autres tissus, dont le foie. Ainsi, j’ai exploré le role de la NGI dans
I’apparition de ces altérations en évaluant plusieurs paramétres dans le tissu adipeux blanc et
brun, tels que le stockage des lipides, la lipolyse, la thermogenése et la sécrétion d’adipokines

pro-inflammatoires et I’adiponectine. Les résultats obtenus dans ce cadre de cette étude sont
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présentés sous forme d’un article en anglais que nous soumettrons prochainement pour

publication.

Mon étude pourrait apporter la preuve de concept que la NGI peut étre utilisée comme
une cible thérapeutique pour prévenir et/ou corriger les troubles métaboliques dans I'obésité et
le T2D. Cela pourrait ouvrir la voie a de nouvelles approches de traitement et/ou de prévention

des maladies métaboliques.
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RESULTATS






A. Role de la NGI dans le développement de I’obésité, du diabete et de

la stéatose hépatique

Un déséquilibre de la balance énergétique caractérisé par une diminution de la dépense
énergétique au profit d’une augmentation de la quantité de calories ingérées conduit
classiquement au développement de 1’obésité qui se caractérise par une augmentation excessive
de la masse grasse. Cette maladie chronique est définie comme une épidémie par I’OMS depuis
1997 et voit sa prévalence augmenter chaque année. De plus, 1’obésité est associée a un risque
accru de développer d’autres pathologies telles que le DT2 ou encore la stéatose hépatique
(567-570). Dans ce contexte, le laboratoire a mis en évidence les effets métaboliques
bénéfiques associés a I’induction de la NGI, une fonction qui pourrait représenter une cible
thérapeutique intéressante dans la lutte contre le développement de 1’obésité et de ses

pathologies associées (279,733,741,746,752).

L’objectif de cette étude était de déterminer le réle de la NGI, en tant que telle, dans le
développement de 1’obésité et de deux de ses complications majeures que sont le DT2 et la
stéatose hépatique. Afin de répondre a cette problématique, nous avons créé un modele murin
de surexpression constitutive de la glucose-6 phosphatase (G6Pase), I’enzyme clé de la
production endogene de glucose, spécifiquement dans I’intestin (souris 1.G6pc® **P). Puis,
nous avons caractérisé le phénotype de ces souris soumises a un régime délétére riche en
graisses et en sucres (HF-HS) pendant 5 mois. D’autre part, nous avons étudié les effets
métaboliques d’une absence de la NGI dans un modele de délétion inductible de la G6Pase

intestinale (souris 1.G6pc™") soumis & un régime standard.

Dans cette étude, nous avons montré que les souris [.Gopc®***P prennent moins de poids
que les souris témoins nourries en régime HF-HS malgré une prise alimentaire identique.
Contrairement a 1’absence de la NGI qui conduit a D’apparition des caractéristiques
métaboliques du pré-diabéte, 1’induction de la NGI retarde ’apparition du diabéte induit par un
régime hypercalorique en améliorant la sensibilité a I’insuline et la tolérance au glucose (750).
Ainsi, dans notre mode¢le, I’induction de la NGI protege les souris du développement de
I’obésité et du DT2, mais également de la stéatose hépatique induite par un régime délétére. En
effet, les souris [.G6pc®'"*P présentent une diminution du contenu lipidique dans le foie
associée a une réduction du captage des lipides et de la lipogenése de novo. Au contraire, malgré
un régime alimentaire standard, les souris I.G6pc”” montrent une augmentation du contenu en

lipides hépatique associée a une stimulation du captage et de la lipogenése de novo.

- 155 -






L’augmentation du nombre de fibres nerveuses exprimant la tyrosine hydroxylase dans
le foie des souris I.G6pc®'*™*P suggere que la NGI pourrait exercer ses effets bénéfiques sur le

métabolisme hépatique par I’intermédiaire d’une stimulation sympathique (754,755).

La stéatose hépatique étant souvent accompagnée de 1’apparition d’un état
inflammatoire et fibrotique, nous avons étudié¢ le role de la NGI dans la progression de la
NAFLD (pour revue (756)). Ainsi, nous avons mis en évidence que I’induction de la NGI est
associée a une diminution de I’expression des génes impliqués dans I’inflammation et la fibrose
et en miroir que 1’absence de NGI entraine une augmentation de 1’expression de ces marqueurs

dans le foie.

En conclusion, la NGI joue un rdle protecteur important dans le développement de
I’obésité et de deux de ses complications associées que sont le DT2 et la stéatose hépatique.
Alors que les études précédentes du laboratoire, basées sur 1’étude du rdle de la NGI induite par
certaines manipulations nutritionnelles, montraient ses effets bénéfiques sur le maintien du
poids corporel et le controle glycémique, cette étude permet d’élargir I’impact positif de la NGI,
en tant que telle, sur le métabolisme lipidique hépatique (279,733,741,746,752). Les résultats

de cette étude ont récemment été publiés dans la revue « Gut » (753).
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ORIGINAL RESEARCH

Intestinal gluconeogenesis prevents obesity-linked
liver steatosis and non-alcoholic fatty liver disease

Justine Vily-Petit,"* Maud Soty-Roca, " Marine Silva, "> Margaux Raffin, "

Amandine Gautier-Stein, " Fabienne Rajas,* Gilles Mithieux

ABSTRACT

Objective Hepatic steatosis accompanying obesity is a
major health concern, since it may initiate non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) and associated complications
like cirrhosis or cancer. Intestinal gluconeogenesis

(IGN) is a recently described function that contributes

to the metabolic benefits of specific macronutrients as
protein or soluble fibre, via the initiation of a gut-brain
nervous signal triggering brain-dependent regulations
of peripheral metabolism. Here, we investigate the
effects of IGN on liver metabolism, independently of its
induction by the aforementioned macronutrients.
Design To study the specific effects of IGN on hepatic
metabolism, we used two transgenic mouse lines: one is
knocked down for and the other overexpresses glucose-
6-phosphatase, the key enzyme of endogenous glucose
production, specifically in the intestine.

Results We report that mice with a genetic
overexpression of IGN are notably protected from the
development of hepatic steatosis and the initiation of
NAFLD on a hypercaloric diet. The protection relates to
a diminution of de novo lipogenesis and lipid import,
associated with benefits at the level of inflammation
and fibrosis and linked to autonomous nervous system.
Conversely, mice with genetic suppression of IGN
spontaneously exhibit increased hepatic triglyceride
storage associated with activated lipogenesis pathway, in
the context of standard starch-enriched diet. The latter is
corrected by portal glucose infusion mimicking IGN.
Conclusion We conclude that IGN per se has the
capacity of preventing hepatic steatosis and its eventual
evolution toward NAFLD.

INTRODUCTION
The last decades have seen an alarming increase
worldwide in the prevalence of obesity, which
is now qualified of epidemic by the WHO." This
metabolic state is associated with many complica-
tions including, type 2 diabetes (T2D) and non-
alcoholic fatty liver disease (NAFLD).*® Moreover,
it is an important risk factor for many serious health
problems as retinopathy, nephropathy, neuropathy,
cardiovascular diseases and various cancer types.”*’
The different metabolic complications of obesity
or T2D can occur sequentially or simultaneously
depending on the patient. During obesity develop-
ment, food excess can lead to ectopic fat storage in
the liver, which causes a defect in hepatic insulin
sensitivity that can lead to the development of
T2D.° In parallel, even in the insulin resistance

1,2

bLAdoo Aq peyosjold 1senb Aq 0Z0Z ‘¥z UoJBIN UO /oo g nby/:dpy woly pepeojumoq “0Z0Z USIBIN €2 UO G¥/61E-6102-UANB/9gL L 0L se paysiand jsiy NS

Significance of this study

What is already known on this subject?

» The accumulation of lipid in the liver is a major
complication of obesity, since it can lead to
serious health problems as hepatic cirrhosis or
even liver cancer.

» A recently described function, intestinal
gluconeogenesis (IGN), positively regulates
glucose and energy homoeostasis and exerts
anti-diabetes and anti-obesity effects.

» Induced IGN minors body weight gain, reduces
hepatic glucose production and improves
insulin sensitivity and overall glucose control in
the context of nutrition-based manipulations
as protein-enriched or fibre-enriched diets or in
response to gastric bypass surgery.

» These nutrition-induced metabolic benefits are
substantially blunted in mice with an intestine-
specific knockout of gluconeogenesis.

What are the new findings?

» We assess here the proper effect of IGN, that is,
independently of any nutritional manipulation,
in metabolic control and more specifically on
hepatic steatosis, a question not previously
addressed.

» Increased IGN improves glucose control and
prevents the set up of hyperglycaemia under
high-fat/high-sucrose (HF-HS) diet.

» Increased IGN markedly moderates hepatic
steatosis and its eventual evolution toward
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) under
HF-HS diet.

» IGN preventive actions are associated with
increased innervation of the liver by tyrosine
hydroxylase-expressing neurons.

» Conversely, the suppression of IGN promotes
the accumulation of lipid in the liver even in the
context of standard starch diet.

state featuring T2D, the stimulation of lipogenesis
remains preserved in the liver, which permits the
maintaining of insulin-dependent lipid storage.”
Therefore, the set-up of T2D can also promote lipid
accumulation in the liver.’

On the ground of hepatic steatosis, a continuum
of liver abnormalities, the so-called NAFLD, may
take place. The liver can remain fatty without
disturbed cellular function or progressively evolve
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Significance of this study

How might it impact on clinical practice in the foreseeable

future?

» In humans, the positive metabolic outcomes of gastric bypass
surgery have been associated with both increased IGN and
correction of hepatic steatosis and NAFLD features.

» That IGN controls hepatic lipid metabolism pave the way
to novel therapeutic approaches (prevention or correction)
based on IGN (via its manipulation by nutrients or drugs)
against this serious metabolic consequence of obesity that is
hepatic steatosis and NAFLD.

by various mechanisms from lipid accumulation to non-alcoholic
steatohepatitis (NASH), a state in which steatosis may then
combine with inflammation and/or fibrosis. In some cases,
further worsening can lead to cirrhosis and even liver cancer
(for review see reference 8). Furthermore, it is more and more
frequent to observe the development of liver cancers in the
context of steatosis without fibrosis or cirrhosis.””'' So, there is
currently a huge interest to decipher the mechanisms underlying
the development of hepatic steatosis and NAFLD and to identify
any means to prevent it.

In this context, it is noteworthy that a recently described func-
tion, intestinal gluconeogenesis (IGN), positively interferes with
the control of glucose and energy homoeostasis to exert anti-
diabetes and anti-obesity effects. Glucose released in the portal
vein is sensed by a glucose receptor present in the neural system
(sodium-glucose co-transporter 3, SGLT3), which initiates a
nervous signal to the hypothalamus.'”"* The induction of IGN
minors body weight gain, reduces hepatic glucose production
and improves insulin sensitivity and overall glucose control."*™”
This was previously observed in response to various nutritional
manipulations such as on protein-enriched or fiber-enriched
diets, or after gastric bypass surgery of obesity."*>* While the
nutrient-induced benefits were substantially blunted in mice
with an intestinal-specific knockout of the glucose-6 phospha-
tase (G6Pase) catalytic subunit (G6PC), this did not allow us
to unequivocally evaluate the role of IGN per se in these bene-
fits.'® *! To assess the proper effect of IGN, that is, independently
of nutritional manipulation, in metabolic control has been a
major preoccupation in our ongoing works.

In particular, the eventual interference of IGN with the devel-
opment of hepatic steatosis and eventually NAFLD induced
by a deleterious diet remained an outstanding question, not
addressed in our previous works. Therefore, we combined here
studies using mice with an intestine-targeted knockout of IGN
and mice with an intestine-targeted overexpression of IGN to
document this important question.

METHODS

Animals and diets

We used two murine models related to IGN: a knockout model
(I.G6pc™™ mice), previously described,”” and a novel model
of activated IGN (I.G6pc®* P mice), based on the overex-
pression of G6PC, that is, the catalytic subunit of Gé6Pase, the
crucial enzyme of gluconeogenesis, specifically in the intestine
(see below). Wild-type C57Bl6/] (WT, Charles River Laborato-
ries, France) mice were housed in parallel and used as control
mice. All the mice were housed in the animal facility of Lyon 1
University (‘Animalerie Lyon Est Conventionnelle and Specific
Pathogen Free’) under controlled temperature (22°C) conditions,

with a 12 hours light/dark cycle, and ad libitum access to water
and food. L.G6pc™™ mice were fed a standard chow diet and
L.G6pc®™ P mice were fed a high-fat/high-sucrose diet (HF-HS)
(see online supplementary methods for diet composition).

All procedures were performed in accordance with the princi-
ples and guidelines established by the European Convention for
the protection of Laboratory Animals. The regional animal care
committee (CEEA-55, University Lyon I, France) approved all
the experiments herein.

Glucose/insulin tolerance tests

Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT)
were performed, respectively, in 16 hour-fasted and 6 hour-
fasted in L.G6pc® P and WT mice after 3 months on HF-HS
diet. After intraperitoneal injection of glucose (0.75 g/kg bw
(body weight)) or insulin (0.75 U/kg bw), blood glucose was
monitored for 120 or 150 min using a glucometer from blood
samples collected from the tail vein.

Portal glucose infusion

A catheter was inserted into the portal vein of 1.G6pc™™ mice
under isoflurane anaesthesia (29). After 7 days, a 0.9% saline
or 20% glucose was infused at 40 umol/kg/min for 24 hours
in conscious mice having free access to water and food. Then,
they were killed, and the livers were collected and frozen by
freeze-clamping at the temperature of liquid nitrogen and
stored at —80°C (see online supplementary methods for more
information).

Plasma parameters

Blood was withdrawn from the submandibular vein and collected
in ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) and conserved at
—20°C. Plasma triglycerides (TG), cholesterol and non-esterified
fatty acids (NEFA) concentrations were determined with colo-
rimetric kits. Plasma insulin and glucagon concentrations were
quantified using Mouse ELISA kits.

Histological and immunofluorescence analysis

For livers histological analyses, formalin-fixed and paraffin-
embedded tissues were cut in 4 pm thick sections and stained with
haematoxylin and eosin staining or Masson's Trichrome staining.
The sections were examined under an inverted microscope.

For livers tyrosine hydroxylase (TH) labelling, mice were
perfused transcardially with ice-cold 4% paraformaldehyde,
and the livers were removed in cryopreservation solution. Then,
livers were cut into 40 um thick section, using a cryostat. Immu-
nostaining with TH primary antibody and Alexa 546 goat anti-
rabbit IgG conjugated secondary antibodies was performed. Cell
nuclei were stained with Hoechst. Confocal images of randomly
selected portal areas of the liver (three to five per liver) were
acquired on a confocal laser scanning microscope. For each
image, we quantified TH labelling area in relation to the total
area (see online supplementary methods for more information).

Glycogen assay

Hepatic glycogen was extracted by the Keppler and Decker
method, as previously described.” Briefly, glycogen was hydro-
lysed, and the glucose released was measured by colorimetric
assay (see online supplementary methods for more information).

Triglyceride assay
Liver triglycerides were extracted using Folch extraction proce-
dure, as previously described.”* Triglycerides were measured
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with a colorimetric kit (see online supplementary methods for
more information).

Western blot analysis

Cell extracts from livers were lysed, and aliquots of 30 ug
proteins were separated by sodium dodecyl sulfate (SDS) poly-
acrylamide gel electrophoresis and then transferred to poly-
vinylidene difluoride (PVDF) Immobilon membranes. After
saturation, the membranes were probed with primary antibodies
and then with goat secondary anti-rabbit IgG linked to peroxi-
dase. The intensity of the spots was determined by densitometry
(see online supplementary methods for more information).

Gene expression analysis

Cell extracts from livers were lysed and total RNAs were isolated
according to the Trizol protocol. A reverse transcription and real-
time qPCRs were performed using sequence-specific primers
(see online supplementary methods for more information).

Glucose-6-phosphatase activity analysis

The intestine, liver and kidney were sampled as previously
described.” G6Pase activity was assayed in homogenates in the
presence of a saturating glucose-6-phosphate concentration® *°
(see online supplementary methods for more information).

Statistical analysis

All data are presented as mean=SEM. Two-group comparisons
were analysed using unpaired t-test, and multiple comparisons
were analysed using two-way analysis of variance followed by
a Bonferroni post-hoc test. Values were considered significant
at *p<0.05 and **p<0.01. Statistical details and exact value of
‘n’ can be found in the figure legends. Statistical analyses were
performed with GraphPad Prism 6 software.

RESULTS
The induction of intestinal gluconeogenesis prevents the
development of obesity and the deterioration of glucose
control in mice fed a high-fat/high-sucrose diet
To assess whether IGN per se could prevent the development of
obesity and its associated complications, that is, independently of
its activation on specific nutritional manipulations (see above),
we generated a murine model of intestine-targeted G6Pase over-
expression, based on the insertion of the complementaryDNA
(cDNA) of its catalytic subunit (G6pc) in the Rosa26 locus. The
latter is capable of exhibiting strong transcriptional activity, but
is blocked here by a stop cassette of the Rosa26 transcription
initiation flanked with lox sequences (figure 1A). The excision
of lox sequences to remove the stop cassette was made possible
by crossing these mice with mice expressing the CRE recombi-
nase under the control of the Villin promoter, allowing us to
generate mice overexpressing G6pc in the intestine (I.G6pc®”
Py These mice were backcrossed on a C57BIl6/] genetic back-
ground. Western blot analysis revealed that the G6PC protein
was four-fold-overexpressed in the intestine (proximal part of
the jejunum), while no change was observed in the liver and
kidneys (figure 1B). Moreover, the enzymatic activity of G6Pase
was approximately three-fold-increased in the intestine, while it
was unchanged in the liver and kidneys (figure 1C). This demon-
strated the specificity of the overexpression of G6pc in the intes-
tine in this new murine model.

Then, I.G6pc®** and WT mice were fed a HF-HS diet for
12 weeks. It is noteworthy that, despite food intake was compa-
rable in L.G6pc® " and WT mice, the increase in body weight

was markedly attenuated in 1.G6pc®* P compared with WT
mice (figure 1D,E). Furthermore, mice overexpressing G6Pase
in the intestine showed a better glucose tolerance (figure 2A,C).
This might be explained by an improvement in insulin tolerance
in L.G6pc® P compared with WT mice (figure 2B,D). Consis-
tently, the plasma insulin concentration of 1.G6pc®“*? mice
6 hours after food removal was lower than that of WT mice
(figure 2E), which was associated with a greater basal phosphor-
ylation level of AKT in the mice (figure 2F). These data were
in agreement with a higher insulin sensitivity of 1.G6pc® P
compared with WT mice. It is of note that plasma glucagon
concentration was not modified in L.G6pc®“**P compared with
WT mice (figure 2E). Finally, we measured blood glucose after
overnight fasting along the 3 months preceding the glucose and
insulin tolerance tests. Overnight-fasted plasma glucose was
progressively increased in both WT and I.G6pc®“**? during the
two first months on HF-HS feeding (figure 2G). It is noteworthy
that 1.G6pc® " showed a clear moderation of the develop-
ment of fasting hyperglycaemia compared with WT mice after
3 months under HF-HS diet (figure 2G). Together, these results
suggest that an activation of IGN per se protects mice from the
development of obesity and the deterioration of glucose control
promoted by a HF-HS diet.

Intestinal gluconeogenesis prevents the development of
hepatic steatosis promoted by a HF-HS diet
Then, we assessed whether IGN could interfere with the devel-
opment of hepatic steatosis on prolonged deleterious feeding.
After 5 months under HF-HS diet, compared with WT mice,
L.G6pc”™ ™ mice exhibited a lower liver weight associated with
a two-fold-decrease in hepatic triglyceride content, in absence of
a change in hepatic glycogen content (figure 3A). No change was
observed in plasma lipid and lipoprotein parameters (see online
supplementary figure 1). To decipher the mechanisms leading to
the attenuation of liver steatosis in I.G6pc® " “*? mice, we studied
de novo lipogenesis and B-oxidation pathways. The diminution
in hepatic steatosis in .G6pc®“™* mice was associated with a
decrease in the expression of several genes involved in lipogen-
esis, including: Fasn (fatty acid synthase), Acaca (acetyl-CoA
carboxylase 1) and the transcription factor Srebpcic (sterol regu-
latory element-binding protein) (figure 3B). In addition .G6p-
¢ mice showed a significant decrease in expression of Cd36
(cluster of differentiation 36) in liver (figure 3C), suggesting a
decrease in hepatic lipid uptake in addition to the decrease in
lipogenesis. In keeping with the decreased hepatic triglyceride
content, the histological analysis of the livers showed a dramatic
diminution in the amount of lipid droplets in the liver of I.G6p-
P compared with WT mice (figure 3D). Unexpectedly,
the messengerRNA (mRNA) expression level of carnitine-
palmitoyltransferase-1, a key enzyme in intra-mitochondrial
fatty acyl-CoA transport, and some proteins regulating fatty
acid oxidation, or directly involved in this pathway, was also
decreased in the liver of .G6pc® ™ * mice compared with WT
mice (figure 3E). We previously reported that IGN mobilises key
peripheral functions involved in energy homoeostasis via the
mean of the autonomous nervous system after a hypothalamic
relay.”” We thus visualised liver TH-expressing neurons to eval-
uate the involvement of a neural pathway in the hepatic lipid-
related events observed here. It is noteworthy that the number
of TH-expressing neurons was increased 2.7 times in the liver of
1.G6pc®™ P mice (figure 3F).

To sum up, the activation of IGN is associated with the devel-
opment of local sympathetic innervation and prevents hepatic
lipid accumulation promoted by a hypercaloric diet.
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Figure 1 Murine model of constitutive induction of intestinal gluconeogenesis. (A) Schematic representation of obtaining mice overexpressing
catalytic subunit of glucose-6-phosphatase (G6PC) specifically intestine according to CRE-Lox strategy. (B) Representative western blot analysis

of catalytic subunit of G6PC expression in the three gluconeogenesis organs: the liver, kidney and intestine. The graph shows the quantification of
protein expression in 1.G6pc®*"*® and WT mice (mean+SEM n=4-5). (C) Glucose-6-phosphatase (G6Pase) activity in the three gluconeogenic organs:
the liver, kidney and intestine. The graph shows the G6Pase activity relative to protein concentration (mean+SEM n=4-5). (D) Weight gain expressed
as a percentage of the initial weight (means=SEM, n=12-13). (E) Food intake (means=SEM, n=12-13). (B—C) Student's t-test was performed as

a statistical analysis (D—E) two-way analysis of variance followed by a Bonferroni post-hoc test was performed as a statistical analysis. *p<0.05;
**p<0.01; ***p<0.001 versus WT. cDNA,complementary DNA; WT, wild type.

Intestinal gluconeogenesis prevents the development of non- We assessed whether the induction of IGN could be able to
alcoholic fatty liver disease modulate the first stages of NAFLD progression to NASH in the
In the context of obesity, NAFLD may develop and progress context of a HF-HS diet.

towards the installation of a pro-inflammatory state and then a It is noteworthy that 1.G6pc® ™ mice showed a reduction
pro-fibrotic state eventually preceding cirrhosis and liver cancer. in gene expression of several pro-inflammatory markers as
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Figure 2 Activation of intestinal gluconeogenesis prevents development of diabetes on a high-fat/high-sucrose diet (A). Glucose tolerance test
(means£SEM, n=4) in 1.G6pc®****® and WT mice (B) Insulin sensitivity test (means+SEM, n=7). (C) Area under the curve of glucose tolerance test
(panel C). The results are expressed in arbitrary units (means+SEM, n=4). (D) Area under the curve of insulin tolerance test (panel D). The data are

expressed as in panel E (means+SEM, n=7). (E) Plasma insulin and glucagon

levels after 6 hour-fasting (means+SEM, n=4-6). (F) Phosphorylation

state of AKT studied at 6 hours of fasting in the liver. The graph shows the quantification of protein expression (means+SEM, n=5-6). (G) Plasma
glucose concentration after 16 hour-fasting throughout HF-HS diet (means=SEM, n=10-11). (A—B) We compared each point using two-way analysis
of variance followed by a Bonferroni post-hoc test as a statistical analysis, with * represents WT mice and $ represents 1.G6pc®**"® mice. (C-G)

Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p<0.05; **p<0.0

monocyte chemoatractant protein 1 (Mcpl), tumour necrosis
factor (Tnfa) and interleukin 6 (Il6) compared with WT mice
(figure 4A). However, the protein expression of these three pro-
inflammatory markers remains unchanged (see online supple-
mentary figure 2). In addition, the induction of IGN had an
effect on pro-fibrosis processes induced by HF-HS diet. Indeed,
a decrease in the expression of genes encoding for key fibrotic
markers, like vimentin and alpha-smooth muscle actin (Acta2),
was highlighted in the liver of L.G6pc®*** mice compared
with WT mice (figure 4B). Consistently, collagen fibre staining
revealed the presence of fibrosis around the blood vessels that
spread into the hepatic parenchyma of WT mice, whereas this
was not viewable in the liver of .G6pc® P mice (figure 4C).
Finally, a decrease in the expression of collagen-type-1-0.1

1. *k*
]

p<0.001 versus WT mice. WT,wild type.

(Collal) and collagen-type-3-o.1 (Col3al)isoforms confirmed
the beneficial effects of IGN on fibrosis processes that are
promoted on HE-HS diet (figure 4D).

Taken together, these results may suggest that IGN may exert
preventive effects against the eventual development of NASH
induced by HF-HS diet.

Activation of intestinal gluconeogenesis modulates hepatic
metabolism in the context of a standard diet

We then wished to know whether IGN could exert metabolic
benefits only on a challenge with a hypercaloric diet or could
also modulate hepatic metabolism in a standard nutritional
condition. To this aim, 16 weeks old L.G6pc®"** and WT mice
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Figure 3 Activated intestinal gluconeogenesis prevents the development of non-alcoholic fatty liver disease on a high fat-high sucrose diet (A).
Liver weight, triglyceride and glycogen content, and lipid plasma parameters of 1.G6pc®**® and WT mice. Liver triglyceride and glycogen content are
expressed relative to liver weight (means+SEM, n=6). (B) mRNA levels of proteins involved in fatty acid synthesis (means+SEM, n=5-9). (C) mRNA
levels of Cd36 (means+SEM, n=5). (D) Haematoxylin and eosin staining of liver histological sections. Scale bar represents 100 um. (E) mRNA levels

of proteins involved in B-oxidation (means+SEM, n=8-12). (F) Representative pictures of tyrosine hydroxylase staining (in red) of liver histological
sections and quantification (n=3—-4; three to five pictures per mice). (A—C, E-F) Data are expressed relative to WT mice. Student’s t-test was performed
as a statistical analysis. *p<0.05; **p<0.01; versus WT. mRNA, messenger RNA; WT, wild type.

fed a standard diet were compared in relation with food intake,
body weight gain and some metabolic parameters related to
hepatic steatosis development. It is noteworthy that 1.G6pc®”
TP mice gained less weight than WT mice, despite comparable
food intake (see online supplementary figure 3A,B). This was
not associated with a change in hepatic triglyceride or glycogen
content (see online supplementary figure 3C). However, a signif-
icant decrease in plasma triglyceride concentration was noted in

L.G6pc®"*P compared with WT mice, without modification of
the cholesterol and non-esterified fatty acids levels (see online
supplementary figure 3C).

Then, we studied the expression of genes implicated in hepatic
lipogenesis and B-oxidation. As in . G6pc® " **P mice fed a HF-HS
diet, we highlighted that the induction of IGN decreased the
expression of the main genes involved in lipogenesis and B-oxi-
dation pathways in the context of standard diet compared with
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Intestinal gluconeogenesis protects against non-alcoholic fatty liver disease progress toward inflammation and fibrosis. (A) mRNA levels

of proteins involved in pro-inflammatory processes in 1.G6pc™*"*® and WT mice (means+SEM, n=7-8). (B) Gene expression of proteins involved in
pro-fibrotic processes (means+SEM, n=4-5). (C) Masson trichrome staining of liver histological sections. The arrows show the labelled collagen fibres,
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expressed relative to WT mice. Student's t-test was performed as a statistical analysis. *p<0.05; **p<0.01 versus WT. mRNA,messenger RNA; WT, wild

type.

WT mice (see online supplementary figure 3D,E). This was also
associated with a decrease in some inflammation and fibrosis
markers, as Tnfa, interleukin 1 (II-1) and fibronectin (see online
supplementary figure 3F,G).

These data suggest that IGN is able to modulate the hepatic
parameters of NAFLD and NASH even in the absence of a nutri-
tional challenge.

The deficiency of intestinal gluconeogenesis is sufficient to
promote initiation of hepatic steatosis under standard diet
conditions

In previous studies, we showed that the absence of IGN has
negative impacts on glucose metabolism under standard feeding
conditions.”” Indeed, we showed that .Gépc ™'~ mice exhibit the
metabolic disorders featuring a pre-diabetic state, even though
they do not develop obesity. In this study, we wished to know

whether the absence of IGN could result per se in the initiation
of NAFLD in absence of any nutritional challenge by a HF-HS
diet.

Interestingly, 13 weeks old 1.Gépc™'~ mice fed a standard
diet exhibited a substantially higher hepatic triglyceride content
(about +70%) than WT mice at the same age, despite no change
in liver weight and glycogen content (figure 5A). In line with
the liver data, the plasma triglyceride level was increased in
1.G6pc™'™ mice, without modification of the cholesterol and
NEFA levels (figure 5A). Furthermore, the increase in hepatic
TG storage in 1.G6pc™™ mice was associated with an increase in
mRNA levels of key genes involved in fatty acid synthesis, such as
stearoyl-CoA desaturase 1 (Scd1), elongation of long-chain fatty
acids family member 6 (Elovl6), Fasn and Srebplc (figure 5B).
The lipogenesis activation was confirmed by the increase in FAS
protein expression in the liver of 1.G6pc™™ mice (figure 5C)
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Figure 5 Deficiency of intestinal gluconeogenesis induces non-alcoholic fatty liver disease that progresses toward inflammation and fibrosis. (A)

Liver weight, triglyceride and glycogen content, and lipids plasma parameters of 1.G6pc

'~ and WT mice. Liver triglyceride and glycogen content

are expressed relative to liver weight (means+SEM, n==8). (B) Gene expression of proteins involved in fatty acid synthesis (means+SEM, n=5). (C)
Fatty acid synthase protein expression level (means+SEM, n=6). (D) Gene and protein expression of CD36. The graphs show the quantification of
(D36 expression (means+SEM, n=5-6). (E) Gene expression of proteins involved in B-oxidation (means+SEM, n=5). (F) Gene expression of proteins
involved in pro-inflammatory processes (means+SEM, n=5). (G) Gene expression of proteins involved in pro-fibrotic processes (means+SEM,
n=4-5). (A—F) Data are expressed relative to WT mice. Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p<0.05; **p<0.01 versus WT.

mRNA, messenger RNA; NEFA, non-esterified fatty acids;WT, wild type.

compared with WT mice. In addition, .G6pc™™ mice showed a
significant increase in Cd36 gene and protein expression in the
liver (figure 5D), suggesting an increase in lipid uptake besides
the increase in the lipogenesis pathway. However, the expression
of genes encoding some key proteins regulating fatty acid oxida-
tion or directly involved in this pathway were not altered in the
liver of 1.G6pc™™ compared with WT mice (figure SE).

All these results suggest that the absence of IGN is sufficient to
induce the initiation of hepatic steatosis by increasing fatty acid
uptake and synthesis in mice fed a standard diet. To ascertain
whether the alteration of hepatic lipid metabolism in 1.G6pc™~
mice was caused by the absence of IGN and glucose release in the

portal vein or not, we rescued the function by infusing glucose
into the portal vein at a rate mimicking IGN and measured the
mRNA expression of genes encoding proteins involved in fatty
acid synthesis. After 24 hours of glucose infusion in the portal vein,
there was a marked reduction in the hepatic expression of Elovl6
and Fasn genes compared with saline infusion (see online supple-
mentary figure 4). This highlighted the causal relationship between
IGN and hepatic lipogenesis.

Finally, we studied whether the disturbances in hepatic lipid
metabolism induced by the deficiency of IGN could be associated
with the initiation of NAFLD or NASH in a context of standard
feeding. In agreement with this hypothesis, IGN deficiency led to
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an increase in the expression of pro-inflammatory markers, such
as Tnfa and II-1 (figure 5F). However, it must be noted that the
expression of major liver fibrosis markers was not modified by the
absence of IGN at 13 weeks of age (figure 5G).

Therefore, these data suggest that the deficiency of IGN is suffi-
cient to induce a hepatic proinflammatory state.

DISCUSSION

The metabolic benefits associated with IGN were previously
suggested from nutritional manipulations.'” 2° *' The bene-
fits associated with protein-enriched or fiber-enriched diets,
indeed, were suppressed in .G6pc™ ™ mice.'” %! 2> Whereas these
previous studies strongly suggest an inhibitory action of IGN on
hepatic glucose production,'® they did not raise the question of
the impact of IGN on other intrahepatic mechanisms generally
associated with metabolic control, such as the crucial question of
steatosis and related hepatic deregulations. We used two mouse
models of deficient-IGN and increased-IGN to address this ques-
tion here. This approach allowed us to evaluate the proper role
of IGN, independently of any exogenous influence of relevant
macronutrients. It is noteworthy that intestinal G6Pase activity
was increased by about three times in L.G6pc®“**P mice, which
is comparable to the induction promoted by protein-enriched or
fiber-enriched diets.'” #2022

We report that, in addition to a global improvement of glucose
control providing a protection against the set up of hypergly-
caemia, the increase in IGN suppresses by about 50% the hepatic
lipid storage promoted by a HF-HS diet. The general decrease in
gene expression of the main regulatory proteins involved in lipo-
genesis and of lipid import could represent the underlying mech-
anisms of such an improvement. Interestingly, the regulation of
lipogenesis in the liver of 1.G6pc®*™*® and 1.G6pc™™ mice is
associated with modulation of Srebpc1c expression (decreased in
L.G6pc® P and increased in L.G6pc™/™ mice) and not of Chrebp
expression (carbohydrate-responsive element-binding protein).
Hepatic lipogenesis is controlled by insulin (via SREBP1c) and
by glucose (via ChREBP) (for a review see reference 28). This
suggests that the effect of IGN could involve a specific inhibi-
tory action via SREBP1c of the insulin effect on the lipogenic
pathway, and not a regulatory action on the glucose effect via
ChREBP.

It is of note that a decrease in the lipid oxidation pathway
was also observed, which could appear inconsistent with a
decreased steatosis. However, this could be an adaptation to
the decreased lipid content, which has been already reported
in situations of decreased hepatic lipid accumulation caused
independently of an activation of lipid oxidation.”” ** Interest-
ingly, the expression of several markers of inflammation and of
fibrosis were decreased in 1.G6pc®*"*? mice fed a HE-HS diet,
suggesting that the benefits arising from increased IGN might be
extended to the complete chain of possible deleterious events
accompanying HF-HS-initiated NAFLD. It is noteworthy that
the benefit conferred by IGN on fibrosis takes place at the level
of collagen protein deposits (figure 4C). On the contrary, the
protein expression of the proinflammatory markers studied was
unchanged. This suggests that the benefits of IGN could depend
on processes downstream of proinflammatory factors. It is note-
worthy that these IGN preventive actions were associated with
the increased innervation of the liver by TH-expressing neurons.
This is in agreement with the previous reports of the key role
of the sympathetic nervous system in the control of hepatic
lipogenesis.”' ** Further investigations to specify the mecha-
nism of this IGN-derived brain to liver neural signalling deserve

consideration, for example, from mice with selective peripheral
inactivation of the sympathetic nervous system.*® Altogether,
these data are in agreement with the previous indications that
gut-brain-periphery nervous circuits may underlay the beneficial
effects of IGN in energy homeostasis and glucose control.'**’

It is noteworthy that a diminution of body weight, liver weight
and hepatic lipid storage takes also place in I.G6pc®*? mice fed
a normal starch-based diet, that is, independently of a nutritional
challenge by a HF-HS diet, although the effects were smaller.
This was accompanied by molecular events comparable to those
taking place under a HF-HS diet. This strongly suggests that
IGN and its nervous-relayed hepatic effects could also positively
modulate the metabolic pathways involved in hepatic TG storage
or NAFLD independently of deleterious nutritional habits.

In agreement with the data obtained from 1.G6pc® " mice,
1.G6pc™'™ mice appeared prone to develop hepatic TG storage
(although weakly) and the molecular events underlying NAFLD,
including the activation of de novo lipogenesis, lipid transport
and inflammation. That infusing glucose in the portal vein for
24 hours to mimic IGN corrected the markers of lipogenesis
strongly suggests the causal role of this function in the modu-
lation of NAFLD-related parameters. Interestingly, the suppres-
sion of basal IGN did not appear sufficient to initiate an increase
in the expression of the markers of fibrosis. It must be noted that
the experiments herein were performed in rather young animals
(13 weeks old). This age could not be sufficient to the initia-
tion of fibrosis. Alternatively, this could also suggest that only an
increased IGN is susceptible to modulate the fibrosis pathway,
or that the modulation of fibrosis by basal IGN could not be
evidenced in a situation where fibrosis is not initiated. It is of
note that, when they were fed a HF-HS diet, .G6pc™™ mice
developed hepatic steatosis and the molecular events featuring
NAFLD. However, this was qualitatively and quantitatively
similar to what was taking place in WT mice (Vily-Petit, Soty
and Mithieux, unpublished results). One could speculate that the
absence of IGN might accelerate the development of steatosis
and NAFLD at the beginning of the nutritional challenge and
that a plateau might be reached, comparable in both mice geno-
types. A matching observation was previously done relating to
the development of hyperglycaemia induced by a HF-HS diet. It
was more rapid in L.Gépc ™'~ than in WT mice, while a compa-
rable plateau was reached.”” Alternatively, basal IGN may be
blunted under conditions of HF diet, due to disturbances at the
level of the pyruvate pool.'* ** % Therefore, the situation might
be comparable in WT and L.G6pc™™ mice on HF-HS diet in
terms of intestinal gluconeogenic flux (lowered), which might
explain the similarity of the effects produced. It is noteworthy
that when IGN is activated, as in 1.G6pc® " mice, it is able
to counterbalance the eventual impairments at the level of the
pyruvate pool.

In conclusion, we show here that, harmoniously fitting within
the previously reported processes of its beneficial action in
energy homoeostasis, IGN is capable through a gut-brain-liver
neural circuit of exerting a specific modulation of the set-up of
hepatic steatosis and associated molecular events concurring
to the development of NAFLD. Moreover, this modulation
takes place independently of any supplementation with exoge-
nous beneficial macronutrients, such as protein or fibre, which
could exert an action independent of IGN. Obesity-linked liver
steatosis represents the early stage preceding the development
of NAFLD, which may eventually lead to NASH, cirrhosis and
even liver cancer.® However, liver cancers may also arise in the
context of steatosis independently of concomitant fibrosis and
cirrhosis, while the mechanisms by which this takes place are less
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known.”™"" In humans, intestinal gluconeogenesis is induced in
specific situations as during the anhepatic phase of liver trans-
plantation and after gastric bypass surgery.'* **>% Interestingly,
positive metabolic outcomes of gastric bypass surgery in humans
have been associated with both increased IGN' and with major
correction of hepatic steatosis and NAFLD features.’” ** There-
fore, the data here pave the way to therapeutic approaches of
prevention or correction based on IGN against this serious meta-
bolic consequence of obesity that is NAFLD.
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SUPPLEMENTAL FIGURES
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Supplemental figure 1: plasma lipid parameters in I.G6pcov “? mice compared to WT mice fed HF-HS

diet

Data are expressed in mg/dL (means + SEM, n=6-8). Student’s t-test was performed as a statistical analysis.
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Supplemental figure 2: IGN does not influence pro-inflammatory protein expression

Representative western blot analysis of TNFa, IL-6 and MCP1 expression. The graph shows the quantification
of protein expression relative to WT mice (mean £ SEM. n=5-6). Student’s t-test was performed as a statistical
analysis.
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Supplemental figure 3: Benefits of intestinal gluconeogenesis in energy homeostasis and non-alcoholic
fatty liver disease markers on standard starch-based diet.

(A) Food intake (means = SEM. n=5). (B) Weight gain expressed as a percentage of the initial weight (means
+ SEM. n= 5). (C) Liver weight. triglycerides and glycogen content. and lipids plasma parameters. Liver
triglycerides and glycogen content are expressed relative to liver weight (means + SEM. n=9). (D) Liver gene
expression of proteins involved in fatty acid synthesis (means + SEM. n= 4-5). (E) Liver gene expression of
proteins involved in B-oxidation (means + SEM. n= 4-5). (F) Liver gene expression of proteins involved in
pro-inflammatory processes (means £ SEM. n=4-5). (G) Liver gene expression of proteins involved in pro-
fibrotic processes (means + SEM. n=4-5). (A-B) 2-way ANOVA followed by a Bonferroni post-hoc test was
performed as a statistical analysis. (C-G) Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p < 0.05;
**p < 0.01 versus WT.
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Supplemental figure 4 : Decrease in lipogenesis genes expression in the liver of I-G6pc  mice induced

by portal glucose infusion.

Gene expression of proteins involved in lipogenesis in the liver of .G6pc mice receiving saline or glucose

portal infusion. Data are expressed relative to I.G6pc-/_ mice infused by saline (means + SEM. n=5). Student’s
t-test was performed as a statistical analysis. *p < 0.05; **p<0.01.

SUPPLEMENTAL METHODS

Composition of diets:

HF-HS diet, consisting of 36.1% fat, 35% carbohydrates (50% maltodextrine + 50% sucrose) and 19.8%
proteins, was produced by the Unité de Préparation des Aliments Expérimentaux (INRA, UE0300, Jouy-

en-Josas, France).

Standard diet (SAFE A04, Augis, France), consisting of 3.1% fat, 60.4% carbohydrates (including
43.5% starch content) and 16.1% proteins.

Portal glucose infusion

1.G6pc”” mice neck and abdomen were shaved and disinfected. After incision (2 cm) of the peritoneum,
a catheter was inserted into the portal vein and sealed by a drop of biological glue, under isoflurane
anesthesia (2%). During and after surgery, mice were placed on heating mats (37°C) until their complete
wake up. Pain was prevented by prior administration of buprenorphine (0.05 mg/kg) and Ketofen (5
mg/kg), which will be continued for 3 days. Mice
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were let to recover for 7 days in single cages with a daily monitoring. Each day, mice were weighed and
observed. In particular, the presence of feces and the scar were carefully examined.

Twenty-four hours before infusion, mice were placed into infusion cage for acclimatization. Then, a
0.9% saline or 20% glucose (Laboratoire Virbac) was infused at 40 umol/kg/min for 24 h. Mice then
received Dolethal® (Vetoquinol) injection directly via the catheter (allowing us to control its correct
position into the vein). Then, they were killed by cervical dislocation. Livers were collected and frozen

by freeze-clamping at the temperature of liquid nitrogen and stored at -80°C.
Histological and Immunofluorescence analysis

For livers histological analyses, formalin-fixed and paraffin-embedded tissues were cut in 4 pum thick
sections and stained with hematoxylin and eosin (HE) staining. The sections were examined under an
inverted microscope (Nikon Eclipse TS2R).

For livers tyrosine hydroxylase (TH) labelling, brain death of mice was induced with Dolethal®
(Vetoquinol) then mice were perfused transcardially with ice-cold 0.9% saline for 5 min and ice-cold
4% paraformaldehyde (PFA) for 15min. Livers were removed, post-fixed in the same fixative o/n, and
stored in 4% PFA/30% Sucrose/0.25% NaN3 for 48h at 4°C. The specimens were frozen in -40°C
isopentane (C5H12). Then, livers were cut into 40 um thick section, using a cryostat. After rinsing with
PBS Triton X-100 (0.3%), sections were incubated in blocking solution (PBS-Triton X-100, 5% BSA).
Thereafter, the sections were incubated for 48 h (4°C) with TH antibody (Millipore) diluted to 1:250 in
blocking solution. Immunostaining was visualized by using Alexa 546 goat anti-rabbit IgG conjugated
secondary antibodies (1:500 in blocking solution; 1 h at room temperature; Invitrogen). Cell nuclei were
stained with Hoechst (Invitrogen, 1:1000). Sections were mounted with ProLong Anti Fade (Invitrogen).
Hoechst was excited with a 405nm laser and Alexa-546 with a 546nm laser. Confocal images of
randomly selected portal areas of the liver (3-5 per liver) were acquired on a confocal laser scanning
microscope (Leica TCS SP5-X) with a 40x objective at 1024 x 1024 pixel resolution. Then, nerve fibers
immunostaining was analysed and quantified in Z-stacks (step size = 1 um) of confocal images using
FiJi by ImagelJ software. For each image, we quantified TH labelling area (provided by 546 nm-laser)

in relation to the total area.
Glycogen assay

A piece of 100 mg of frozen liver was added to 8 volumes of perchloric acid 6% and crushed with Fast

Prep® (MP Biomedicals). After a centrifugation (10,000g; 15 min; 4°C), the
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supernatant was neutralized with 3.2 mM K,COs and pH was adjusted between 6.5 and 8.5. This solution
was centrifuged (10,000g for 5 min at 4°C), and the supernatant was removed to indirectly determine
glycogen content by using the Keppler and Decker method, as previously described (1). Glycogen was
partially hydrolyzed by boiling for 20min in NaOH 0.15M and then digested into glucose by a-
amyloglucosidase for 1h at 45°C. Glucose released was measured after the addition of 0.7U of
hexokinase and glucose-6-phosphate dehydrogenase in the presence of NADP*. NADPH production

was detected at 340nm.
Triglyceride assay

Liver triglycerides were extracted using Folch extraction procedure, as previously described (2). This
procedure consist in the addition of a chloroform/methanol 2/1 solution to 100 mg of frozen liver (1.7mL
for 100mg of tissue), and then a crushing with Fast Prep®. The solution was centrifuged twice (2,000g;
10 min; 4°C), and 2mL of NaCl was added to the supernatant previously removed. Two phases were
created, and the inferior organic phase that contains triglycerides was kept. After chloroform
evaporation, triglycerides were diluted in 100uL of propanol and measured with a colorimetric kit

(DiaSys, Holzheim, Germany).
Western blot analysis

Cell extracts from livers were lysed in standard lysis buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8, 138 mM NaCl, 1%
NP40, 2.7mM KCI, 1 mM MgCl2, 5% glycerol, 5 mM EDTA, ImM Na3V0O4, 20mM NaF, | mM DTT,
1% protease inhibitors), and homogenized using FastPrep®. Proteins were assayed in triplicate with

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientifique).

Aliquots of 30 pg of proteins, denatured in buffer (20% glycerol, 10% B-mercaptoethanol; 10% SDS,
62.5mM Tris) were analysed from 4%, 9% or 12% -SDS polyacrylamide gel electrophoresis and
transferred to PVDF Immobilon membranes (Biorad). After 1h-saturation in TBS/0.2% Tween/5% BSA
or 2% milk (RT), the membranes were probed (overnight at 4°C) with rabbit antibodies diluted in
TBS/0.2% Tween/5% BSA or 2% milk, against different proteins of interest, which names, references
and dilutions are specified in the table below. Then, membranes were rinsed three-times in TBS/0.2%
Tween for 10min and incubated for 1h with goat secondary anti-rabbit IgG linked to peroxidase (dilution
1:5 000, Biorad) in TBS/0.2% Tween/5% BSA or 2% milk. Membranes were rinsed again and exposed
to Clarity™ Western ECL Substrate (Biorad). The intensity of the spots was determined by densitometry
with ChemiDoc Software (Biorad) and analysed using the Image Lab™ software (Biorad). Western

blots were trimmed on the sides to show 4 — 5 representative samples of each experimental condition.
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Gene expression analysis

A piece of 100 mg of frozen liver was homogenized using FastPrep® and total RNAs were isolated
according to the Trizol protocol (Invitrogen Life Technologies). Reverse transcription was done on 1pug
of mRNA using the Qiagen QuantiTect Reverse Transcription kit. Real-time qPCRs were performed
using sequence-specific primers supplied by Eurogentec (See the table below) with SsoAdvanced™

Universal SYBR® Green Supermix in a CFX Connect™ Real-Time System (Biorad).

The expression of mRNAs was normalized to the L32 expression thanks to the 2-AACt method. The
expression of target mMRNAs from the 1.G6pc” and 1.G6pc®'*™*® livers was expressed in relation to their

respective WT controls.
Glucose-6-phosphatase activity analysis

The intestine, liver, and kidney were sampled as previously described (3). Frozen tissues were
homogenized using Fast Prep®in 10 mM HEPES and 0.25 M sucrose, pH 7.4 (9 vol/g tissue). G6Pase
activity was assayed in homogenates for 10 min at 30°C at pH 7.3 in the presence of a saturating glucose-

6-phosphate concentration (20 mM) (3.4).

Organisms:
Name Citation Supplier Strain Sex Age Overall n
number
WT ) Charles River | C57BL6/J Male 13 weeks (fed | 33
Laboratory standard diet) or 7
months (fed HF-HS
diet)
1.G6pceverexp Animalerie  Lyon | B6.rosa2656LoxSTO | Male 13 weeks (fed | 25
Est Conventionnelle | *-B6.villcew standard diet) or 7
et SPF months (fed HF-HS
diet)
1.G6pc™ ®) Animalerie  Lyon | B6.G6pclox/lox.Vi | Male 13 weeks (fed | 8
Est Conventionnelle | 1ICreERT2 standard diet)
et SPF
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Antibodies used :

Name Citation Supplier Cat no. Clone no.
Rabbit  Polyclonal | (5) N/A N/A N/A
anti G6PC (1/2000)

Rabbit  polyclonal | (6) Cell signalling 2148 N/A
anti af-tubulin

(1/1000)

Rabbit Monoclonal | (7) Cell signalling 11948 D2D4
anti tumor necrosis

factor o (TNFa)

(1/250)

Rabbit  polyclonal | (7) Cell signalling 2029 N/A
(1/200)

Rabbit  Polyclonal | (8) Cell signaling 9271 N/A
anti  Phospho-Akt

(Ser473)

Rabbit  Polyclonal | (8) Cell signaling 9272 N/A
anti Akt

Rabbit  Polyclonal | (9) Cell signaling 3189 N/A
anti FAS (1/1000)

Rabbit  Polyclonal | (10) Cell signaling 4650 N/A
anti Vinculin

(1/2000)

Rabbit  Polyclonal | (11) Abcam ab124515 N/A
anti CD36 (1/1000)

Rabbit Monoclonal | (12) Cell signalling 4970 13E5
anti 3-Actin (1/2000)

Rabbit monoclonal | (13) Cell Signaling 5174 D16H11
anti-GAPDH

(1/2000)

Rabbit  Polyclonal | (8) Millipore ABI152 N/A
anti Tyrosine

hydroxylase (1/250)

Goat Polyclonal | (8) Invitrogen A11010 N/A
Alexa 546  anti-

rabbit IgG (1/500)

Immun-Star ~ goat | (14) Biorad 170-5046 N/A
anti-rabbit  (GAR)-

HRP conjugate

(1/5000)

Mouse insulin | (8) Mercodia 10-1247-01

ELISA kit

Mouse glucagon | (8) Mercodia 10-1271-01

ELISA kit
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Sequence based reagents:

reverse

Name Sequence Supplier
Acetyl-CoA carboxylasel, ACC | TGGCAGACCACTATGTTCCA Eurogentec
(Acaca) forward

Acetyl-CoA carboxylasel, ACC | GAGCAGTTCTGGGAGTTTCG Eurogentec
(Acaca) reverse

Acyl-CoA Oxidase 1 (Acoxl) | TGCCAAATTCCCTCATCTTC Eurogentec
forward

Acyl-CoA Oxidase 1 (Acoxl) | CTTGGATGGTAGTCCGGAGA Eurogentec
reverse

Carbohydrate-responsive GAAGCCACCCTATAGCTCCC Eurogentec
element-binding protein,

CHREBP (Chrebp), total forward

Carbohydrate-responsive CTGGGGACCTAAACAGGAGC Eurogentec
element-binding protein,

CHREBP (Chrebp), total reverse

Carnitine-palmitoyltransferase-1 CCAAACGTCACTGCCTAAGCT Eurogentec
(Cptl) forward

Carnitine-palmitoyltransferase-1 TAGTTGCCCACCATGACTTG Eurogentec
(Cptl) reverse

Cluster of differentiation 36 | GATGACGTGGCAAAGAACAG Eurogentec
(Cd36) forward

Cluster of differentiation 36 | TCCTCGGGGTCCTGAGTTAT Eurogentec
(Cd36) reverse

Collagen type 1 alpha 1 (Collal) | GCTCCTCTTAGGGGCCACT Eurogentec
forward

Collagen type 1 alpha 1 (Collal) | CCACGTCTCACCATTGGGG Eurogentec
reverse

Collagen type 3 alpha 1 (Col3al) | CTGTAACATGGAAACTGGGGAAA Eurogentec
forward

Collagen type 3 alpha 1 (Col3al) | CCATAGCTGAACTGAAAACCACC Eurogentec
reverse

Collagen type 4 alpha 2 (Col4a2) | GACCGAGTGCGGTTCAAAG Eurogentec
forward

Collagen type 4 alpha 2 (Col4a2) | CGCAGGGCACATCCAACTT Eurogentec
reverse

Cytochrome P450 (Cyp4al0) | TCCAGCAGTTCCCATCACCT Eurogentec
forward

Cytochrome P450 (Cyp4al0) | TTGCTTCCCCAGAACCATCT Eurogentec
reverse

Cytochrome P450 (Cyp4al4) | TCAGTCTATTTCTGCTGTTC Eurogentec
forward

Cytochrome P450 (Cyp4al4) | GAGCTCCTTGTCCTTCAGATGGT Eurogentec
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Fatty acid elongase 6 (Elovl6) | ACAATGGACCTGTCAGCAAA Eurogentec
forward

Fatty acid elongase 6 (Elovl6) | GTACCAGTGCAGGAAGATCAGT Eurogentec
reverse

Fatty acid synthase, FAS (Fasn) | TTCCAAGACGAAAATGATGC Eurogentec
forward

Fatty acid synthase, FAS (Fasn) | AATTGTGGGATCAGGAGAGC Eurogentec
reverse

Fibronectin forward TGGCTGCCTTCAACTTCTCCT Eurogentec
Fibronectin reverse TGTTTGATCTGGACTGGCAGTTT Eurogentec
Interleukine 1 beta (II-1) forward | GCCAACAAGTGGTATTCTCCA Eurogentec
Interleukine 1 beta (II-1) reverse TGCCGTCTTTCATCACACAG Eurogentec
Interleukine 6 (11-6) forward GTGGCTAAGGACCAAGACCA Eurogentec
Interleukine 6 (I1-6) reverse TAACGCACTAGGTTTGCCGA Eurogentec
L32 ribosomal protein (L32) | CAAGGAGCTGGAGGTGCTGC Eurogentec
forward

L32 ribosomal protein (L32) | CTGCTCTTTCTACAATGGC Eurogentec
reverse

Monocyte chemoattractant | TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA Eurogentec
protein 1 (Mcpl) forward

Monocyte chemoattractant | GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT Eurogentec
protein 1 (Mcpl) reverse

Peroxisome proliferator-activated | AGTTCACGCATGTGAAGGCTG Eurogentec
receptor alpha PPARo (Ppara)

forward

Peroxisome proliferator-activated | TTCCGGTTCTTCTTCTGAATC Eurogentec
receptor alpha PPARa (Ppara)

reverse

Stearoyl-CoA desaturase 1 (Scdl) | TGGGTTGGCTGCTTGTG Eurogentec
forward

Stearoyl-CoA desaturase 1 (Scdl) | GCGTGGGCAGGATGAAG Eurogentec
reverse

Sterol regularory element binding | GCAGCCACCATCTAGCCTG Eurogentec
protein lc, SREBP1C (Srebplc)

forward

Sterol regularory element binding | CAGCAGTGAGTCTGCCTTGAT Eurogentec
protein lc, SREBP1C (Srebplc)

reverse

Transforming growth factor bl | CAACAATTCCTGGCGTTACCTTGG Eurogentec
(Tgfb1) forward

Transforming growth factor bl | GAAAGCCCTGTATTCCGTCTCCTT Eurogentec
(Tgfbl) reverse

Tumor necrosis factor alpha | AGGCTGCCCCGACTACGT Eurogentec

(Tnfa) forward
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Tumor necrosis factor alpha | GACTTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAA Eurogentec
(Tnfa) reverse
Vimentin forward CGGCTGCGAGAGAAATTGC Eurogentec
Vimentin reverse CCACTTTCCGTTCAAGGTCAAG Eurogentec
o 2 -Smooth muscle actin (Acta2) | GTCCCAGACATCAGGGAGTAA Eurogentec
forward
o 2 -Smooth muscle actin (Acta2) | TCGGATACTTCAGCGTCAGGA Eurogentec
reverse
Biological samples :
Description Source Identifier
Insulin — Prozinc 40Ul/mL Boehringer Ingelheim
Software :
Software name Manufacturer Version
ChemiDoc Software Biorad Version 1.2.0.12
Image Lab Biorad Version 5.2.1 ; RRID: SCR 014210
Imagel http://imagej.nih.gov/ij Version 1.47 ; RRID: SCR_003070
Fiji http://fiji.sc/ Version 1.51n ; RRID:SCR_002285
Multiskan Go Thermo scientific Version 1.00.40
Skannit software Thermo scientific Version 3.2
Biorad CFX Manager Biorad Version 3.1
NIS-Elements Nikon Version F4.60.00 64bit
Prism GraphPad 6.05
Other :
Description Supplier Identifier
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Cat# 23225

Clarity™ Western ECL Substrate

Biorad

Cat# 170-5061

ProLong™ Glod antifade reagent

Invitrogen

Cat# P36934
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Triglycerides FS Diasys Cat# 157109910021
Cholesterol FS Diasys Cat# 113009910021
NEFA FS Diasys Cat# 157819910935
QuantiTect Reverse Transcription Kit | Qiagen Cat# 205314

SSO advanced universal SYBR Green | Biorad Cat# 172-5274
Supermix

TRIzol™ Reagent Invitrogen Cat# 15596026
Standard diet SAFE Laboratory A04

High-Fat/High Sucrose diet INRA Jouy-en-Josas, France N/A

Hoechst 33342 Invitrogen Cat# H3570

HDL and LDL/VLDLCholesterol | Abcam Cat# ab65390
Assay Kit
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B. Role de la néoglucogenése intestinale sur le métabolisme du tissu

adipeux

Le tissu adipeux qui joue un role clé dans le stockage de 1’énergie, est amené a modifier
son métabolisme au cours de I’obésité afin de faire face a un influx important de lipides 1ié
notamment a 1’augmentation des apports caloriques. Ces adaptations vont conduire a un
stockage de lipides accru dans les différents dépdts adipocytaires, associé¢ a I’installation d’un
¢tat pro-inflammatoire et pro-fibrotique. De plus, ces altérations du métabolisme du tissu
adipeux sont étroitement liées au développement d’une résistance locale et périphérique a

I’insuline (757,758).

D’autre part, le tissu adipeux et principalement le TAB joue un réle important dans la
dépense énergétique par I’intermédiaire de la thermogenese (503,510,523-526). Ce poste de
dépense d’énergie est important dans le maintien de la balance énergétique et sa contribution
diminue au cours de 1’obésité (525,526). Ainsi, augmenter la thermogenése dans le tissu
adipeux représente un moyen thérapeutique intéressant pour lutter contre 1’obésité et ses
pathologies associées (510-512,540,541). Le tissu adipeux exerce également une fonction
endocrine impliquée dans le contréle du métabolisme de nombreux autres tissus. Or, au cours
de I’obésité, le profil de sécrétion de ces adipokines est modifié, avec une augmentation et une

diminution des adipokines déléteres et bénéfiques, respectivement (680,759—-761).

L’objectif de cette étude est d’étudier les effets d’une induction et d’une absence de la
NGI sur le métabolisme du tissu adipeux dans un contexte alimentaire délétere (HF-HS pendant
5 mois) et standard, respectivement. Nous avons vu précédemment que la NGI joue un rdle
important dans le contréle du poids corporel et nous précisons dans cette étude que c’est en
modulant la quantité de masse grasse (753). En effet, I’induction et I’absence de NGI entraine
une diminution et une augmentation de la masse grasse chez les souris 1.G6pc® ™ et 1.G6pc

" respectivement.

De facon intéressante, nous démontrons également que I’induction de la NGI protege
des modifications déléteres du tissu adipeux observées dans ’obésité. En effet, dans ce
contexte, les adipocytes bruns sont également recrutés pour le stockage d’énergie sous forme
de lipides, ce qui se traduit par un blanchissement du tissu adipeux brun et une perte de ses
capacités thermogéniques (525,526). Or, dans cette é¢tude, nous montrons que I’induction de la

NGI est capable de prévenir le blanchissement du TAB induit par un régime HF-HS, et
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¢galement d’activer le brunissement du tissu adipeux blanc épididymaire. En effet, les souris
[.G6pc®V™*P présentent une induction de I’expression des marqueurs de thermogenése dans ces
deux dépdts de tissus adipeux. De fagcon cohérente avec ces résultats, nous montrons a la fois
une augmentation de la température rectale et du dégagement de chaleur par le TAB
interscapulaire des souris I.G6pc® "*? par rapport aux souris controles. De plus, I’induction de
la NGI entraine a la fois une augmentation de la dépense énergétique totale et de 1’acticité
locomotrice en phase diurne. L’ensemble de ces effets positifs sur le métabolisme du tissu
adipeux se traduit par une meilleure résistance au froid des souris .G6pc® "*P. Au contraire,
malgré un contexte alimentaire standard, 1’absence de la NGI entraine une diminution de
I’expression des marqueurs de thermogenese dans les tissus adipeux brun et blanc épididymaire

sans que les températures rectale et interscapulaire ne soient modifiées.

D’autre part, nous montrons que 1’induction de la NGI prévient les altérations du profil
de sécrétion des adipokines induites par une alimentation délétere HF-HS (680,759-761). En
effet, le tissu adipeux blanc épididymaire des souris [.G6pc®***P montrent une diminution de
la synthese des adipokines pro-inflammatoires et une augmentation de 1’adiponectine de haut
poids moléculaire (HMW), connue pour ses effets métaboliques bénéfiques (724-728). Au
contraire, I’absence de la NGI se traduit par une augmentation des adipokines pro-

inflammatoires et une réduction de la synthése de 1’adiponectine de HMW.

Le tissu adipeux notamment par I’intermédiaire des adipokines joue un role clé dans le
controle du métabolisme d’autres tissus, dont le pancréas ou le foie. Ainsi, les effets bénéfiques
exercés par la NGI sur le métabolisme adipocytaire pourraient étre impliqués dans
I’amélioration du contrdle glycémique et dans la protection contre le développement de la

stéatose hépatique observées chez les souris [.GOpc® P (753).

Enfin, nous montrons une augmentation et une diminution de 1’expression du gene
codant pour le récepteur 3-adrénergique dans le tissu adipeux blanc épididymaire des souris
L.G6pc®V*™*P et 1.G6pc-/-, respectivement. Nous proposons que la NGI serait capable de moduler
le métabolisme des différents dépdts de tissus adipeux en modulant P’activité du systéme

nerveux sympathique par I’intermédiaire d’un relais central.

Les résultats de cette étude font 1’objet d’un article rédigé en anglais qui n’est pas encore

soumis pour publication.
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ABSTRACT

Obesity is a chronic disease characterized by a significant increase in adiposity. Thus, adipose
tissue appears as the first tissue to undergo deleterious changes and the alteration of its
metabolism may have negative repercussions on other tissues involved in the regulation of
energy homeostasis. Intestinal gluconeogenesis (IGN) is a recently described function that
contributes to the metabolic benefits of specific macronutrients as proteins or soluble fibers, via
the initiation of a gut-brain nervous signal that controls the metabolism of peripheral tissue. In
this study we investigate the specific effects of IGN on adipose tissue metabolism, without

modification of the nutritional context.

We used two transgenic mouse models of suppression or overexpression of G6PC, the catalytic
subunit of glucose-6 phosphatase (G6Pase), the key enzyme of endogenous glucose production,

specifically in the intestine.

In a deleterious nutritional context (high fat-high-sucrose diet), we report here that mice with a
genetic overexpression of IGN showed a lower adiposity and better thermogenic capacities than
wild-type mice, by promoting the browning of white adipose tissue and preventing the
whitening of brown adipose tissue. Interestingly, this confers upon mice overexpressing IGN a
better resistance to cold. Conversely, mice with genetic suppression of IGN spontaneously
exhibit an increase in adiposity under a standard diet, associated with a decrease in markers of

thermogenesis in both brown and white adipose tissues.

We conclude that an induction of IGN, per se, is sufficient to prevent the expansion and the

alteration of adipose tissue metabolism occurring during the development of obesity.
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INTRODUCTION

Faced to the exponential increase in the prevalence of obesity, the World Health
Organization defined this disease as a global epidemic in 1997 and predicts that a quarter of the
world's population will be obese by 2045. Surprisingly, the majority of the world's population
lives in countries where overweight and obesity kill more people (at least 2.8 million deaths per
year) than underweight. Obesity is generally a result of a disequilibrium in the energy balance,
with an excess of caloric intake associated with an increase in sedentary lifestyles. The
development of obesity is associated with the appearance of major metabolic complications
such as type 2 diabetes (T2D), dyslipidemia or hepatic steatosis (1,2). Moreover, obesity is an
important risk factor for many serious health problems as retinopathy, nephropathy,

neuropathy, cardiovascular diseases and various cancer types (2—4).

Adipose tissue is an important tissue in maintaining energy homeostasis and has distinct
morphological and histological characteristics. In mammals, white adipose tissue (WAT) is
mainly dedicated to lipid storage while brown adipose tissue (BAT) is specialized in heat
production. Both BAT and WAT can respond quickly to nutrient deprivation or excess through
mechanisms of adipocyte hypertrophy and hyperplasia. Adipose tissue remodeling is a process,
which is accelerated during the development of obesity. It involves alterations such as
deregulation of fatty acid flux, mitochondrial dysfunctions, changes in adipokine synthesis,
leading to insulin resistance, chronic inflammation, fibrosis and cell death (5-8). Insulin
resistance in adipose tissue results in major changes in lipid metabolism and the development
of dyslipidemia (9). In the early stages of obesity development, WAT is a preferential storage
site for excessive circulating lipids and is the first but not the only one that undergoes
deleterious changes during the development of obesity. Indeed, BAT is also recruited for lipid
storage, and gradually loses its thermogenic capacity. This defect contributes to the aggravation

of obesity and its associated complications such as insulin resistance (10,11).

In this context, it is noteworthy that a recently described function, intestinal
gluconeogenesis (IGN), positively interferes with the control of glucose and energy
homeostasis to exert anti-diabetic and anti-obesity effects. Glucose released in the portal vein
is sensed by a glucose receptor present in the neural system (sodium-glucose co-transporter 3,
SGLTS3), which initiates a nervous signal to the hypothalamus (12—-14). The induction of IGN
prevents body weight gain, reducing fat mass expansion and increasing energy expenditure and

improves glycaemic control decreasing hepatic glucose production and improving insulin
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sensitivity (14—17). These metabolic benefits were previously observed in response to various
nutritional manipulations such as upon protein- or fiber-enriched diets, or after gastric bypass
surgery (15-20). Nevertheless, the determination of IGN beneficial functions per se,
independently of any changes in the nutritional context, is a major concern of our recent work.
For this purpose, we created a mouse model of constitutive overexpression of glucose-6-
phosphatase (G6Pase), specifically in the intestine. Using this model, we demonstrated that the
induction of IGN protects against the development of obesity and some of its associated
complications induced by a hypercaloric diet. More precisely, IGN induction in a deleterious
dietary context delays the onset of type 2 diabetes and protects against the development of
steatosis, inflammation and fibrosis of the liver (21). In agreement with the data obtained from
1.G6pc® ™ mice, mice invalidated for IGN (1.G6pc™ mice) appeared prone to develop hepatic

steatosis.

In this work, we aim at understanding the role of IGN in the regulation of adipose tissue
metabolism. Therefore, we studied 1/ whether the induction of IGN could protect adipose tissue
metabolism in a deleterious context (high fat-high sucrose (HF-HS) diet for 5 months); 2/
whether the lack of IGN could be sufficient to alter adipose metabolism in the context of a

normal chow diet.

METHODS
Animals and diets

We used two transgenic mouse models of suppression (I.G6pc” mice, previously described
(22)) or overexpression (I.G6pc®*P mice; (21)) of IGN by targeting G6pc, the catalytic
subunit of G6Pase that is the last enzyme operating before glucose release. Wild-type C57B16/]
(WT, Charles River Laboratories, France) mice were used as control mice. All the mice were
housed in the animal facility of Lyon 1 University (“Animalerie Lyon Est Conventionnelle and
Specific Pathogen Free”) under controlled temperature (22°C) conditions, with a 12-h
light/dark cycle, and ad libitum access to water and food. I.G6pc™ mice received standard chow

diet and 1.G6pc® " *? mice received HF-HS diet.

HF-HS diet, consisting of 36.1% fat, 35% carbohydrates (50% maltodextrine + 50% sucrose)

and 19.8% proteins, was produced by the Unité de Préparation des Aliments Expérimentaux
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(INRA, UE0300, Jouy-en-Josas, France). Standard diet (SAFE A04, Augis, France) consisted
of 3.1% fat, 60.4% carbohydrates (including 43.5% starch content) and 16.1% proteins.

All procedures were performed in accordance with the principles and guidelines established by
the European Convention for the protection of Laboratory Animals. The regional animal care

committee (CEEA-55, University Lyon I, France) approved all the experiments herein.
Histological and immunostaining analysis

For histological analyses of adipose tissues, formalin-fixed and paraffin-embedded tissues were
cut in 4 pm thick sections and stained with hematoxylin and eosin (HE) staining, Masson's
Trichrome staining, or immunostaining. For immunostaining, slices were incubated overnight
at 4°C with primary antibodies produced in rabbits directed towards PRDM16 (PR domain
containing 16) and UCP1 (Uncoupling Protein 1) (see additional methods). The slices were then
incubated for 30 minutes at room temperature with a secondary antibody coupled to HRP
(Horseradish peroxidase) and revealed using a 3,3'-diaminobenzidine (DAB) solution. The
nuclei were labelled with haematoxylin. The slides were observed under an inverted microscope

(Nikon Eclipse TS2R).

Electronic Microscopy

A piece (1mm?) of epididymal white adipose tissue (eWAT) and BAT was finely cut and added
to a solution of glutaraldehyde 4% and cacodylate buffer 0.2M (CIQLE platform, Université
Lyon 1, SFR Santé Lyon Est). Sections were observed with a transmission electron microscope
JEOL 1400JEM (Tokyo, Japan) operating at 80kV equipped with a camera Orius 1000 gatan
and Digital Micrograph (CIQLE platform, Universit¢ Lyon 1, SFR Santé Lyon Est). The
number and the surface area of mitochondria were determined relative to the cytoplasm area
(excluding the lipid droplet) using imageJ software. The results were obtained from the

quantification of 10 images per sample (n=4).

Energy expenditure, locomotor activity, and nuclear magnetic resonance (MRI) analysis

Energy expenditure (EE) and locomotor activity (LA) were analyzed using a calorimetric

system (LabMaster; TSE Systems) as previously described (23-26). This system is a
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temperature-controlled (24 °C) open-circuit instrument that determines O consumption and

CO2 production. Mice were placed for adaptation for 1 week before starting the measurements.

The measurement of body composition was evaluated using nuclear magnetic resonance
imaging (Whole Body Composition Analyzer, EchoMRI; Houston, TX), as previously

described (23,24). Measurements have been done on 6-7 animals per group.

Temperature measurements

Body temperature was recorded with a rectal probe connected to a digital thermometer (BAT-
12 Microprobe-Thermometer; Physitemp, Clifton, NJ). Skin temperature surrounding BAT was
measured with an infrared camera (B335 Thermal Imaging Camera; FLIR; West Malling, Kent,
UK) (23,24) and analyzed with a specific software package (FLIR-Tools-Software; FLIR).
Measurements have been done on 6-7 animals per group and two pictures were analyzed for

each animal.
Cold exposure

L.G6pc®™*P and WT mice (n=5 per group) were fasted for 5 hours, then re-fed and exposed to

a cold temperature of 6°C for 4 hours. Rectal temperature and food intake were then measured.

Gene expression analysis

Pieces of 150 mg of frozen eWAT or 20 mg of frozen BAT were homogenized using FastPrep®
in Trizol reagent and total RNAs were isolated according to the manufacturer protocol
(Invitrogen Life Technologies). Reverse transcription was done on 1ug of mRNA using the
Qiagen QuantiTect Reverse Transcription kit. Real-time qPCRs were performed using
sequence-specific primers supplied by Eurogentec (See additional methods) with
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix in a CFX Connect™ Real-Time System
(Biorad).

The expression of mRNAs was normalized to the L32 and cyclophilin expression for eWAT
and BAT, respectively. The expression of target mRNAs was calculated using the 2-AACt

method expressed relative to WT controls.
Western blot analysis

Cell extracts from eWAT were lysed in standard lysis buffer (20 mM Tris-HCI, pH 8, 138 mM
NacCl, 1% NP40, 2.7mM KCl, 1 mM MgCl2, 5% glycerol, 5 mM EDTA, ImM Na3VO4, 20mM
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NaF, 1 mM DTT, 1% protease inhibitors), and homogenized using FastPrep®. Proteins were

assayed in triplicate with Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

Denaturing conditions : Aliquots of 30 pg of proteins, denatured in buffer (20% glycerol, 10%
B-mercaptoethanol, 10% SDS, 62.5mM Tris) were analysed from 4%, 9% or 12% -SDS

polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to PVDF Immobilon membranes (Biorad).
After lh-saturation in TBS/0.2% Tween/2% milk (RT), the membranes were probed (overnight
at 4°C) with rabbit or mouse antibodies diluted in TBS/0.2% Tween/2% milk, against different
proteins of interest, which names, references and dilutions are specified in the additional
methods. Then, membranes were rinsed three-times in TBS/0.2% Tween for 10min and
incubated for 1h with goat secondary anti-rabbit or anti-mouse IgG linked to peroxidase
(dilution 1:5,000; Biorad) in TBS/0.2% Tween/2% milk. Membranes were rinsed again and
exposed to Clarity™ Western ECL Substrate (Biorad). The intensity of the spots was
determined by densitometry with ChemiDoc Software (Biorad) and analysed using the Image
Lab™ software (Biorad). Western blots were trimmed on the sides to show 3-4 representative

samples of each experimental condition.

Native condition: To analyse the different conformations of adiponectin, aliquots of 30ug of

protein were prepared in native Tris glycine sample buffer and analysed from NuPAGE 3-8%
Tris-Acetate polyacrylamide gel electrophoresis in a tris-glycine native running buffer (Thermo
Fisher Scientific). After 2-hours of migration at 130 V, proteins were transferred to PVDF
Immobilon membranes (Biorad). After 1h-saturation in TBS/0.2% Tween/2% milk (RT), the
membranes were probed (overnight at 4°C) with rabbit antibodies diluted in TBS/0.2% Tween/
2% milk. Then, membranes were rinsed three-times in TBS/0.2% Tween for 10min and
incubated for 1h with goat secondary anti-rabbit IgG linked to peroxidase (dilution 1:5 000,
Biorad) in TBS/0.2% Tween/2% milk. Membranes were rinsed again and exposed to Clarity™
Western ECL Substrate (Biorad). The intensity of the spots was determined by densitometry
with ChemiDoc Software (Biorad) and analysed using the Image Lab™ software (Biorad). The
results were expressed as a ratio between the HMW and MMW forms of adiponectin (High

molecular weight / Medium molecular weight).
Measure of mitochondria respiratory capacity

A piece of 20 mg of frozen BAT was homogenized with Dounce in a solution composed
of 250mM Sucrose, ImM EGTA, 20mM Tris-base, 1% BSA, pH 7.3. Mitochondrion-enriched
homogenate was obtained by successive centrifugations (2x(1000g; 10min), 2x(10 000g; 10
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Figure 1: Induction of intestinal gluconeogenesis decreases fat mass expansion induced by high fat-high

sucrose diet

(A) Body composition of I.G6pcoverexp and WT mice (means £ SEM, n= 6-7) (B) Hematoxylin and eosin
staining of eWAT and BAT histological sections. Scale bar represents 120 pm. (C-D) Relative mRNA levels
of Perilipin in the eWAT (C) and BAT (D) (means + SEM, n=5). (E) Relative mRNA levels of Leptin in the
BAT (means = SEM, n= 5-6). (A-E) Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p < 0.05 versus
WT mice.



min)). The measure was performed on 1mg/mL of protein in 200uL of solution composed of
120 mM KCl, 5mM KH>PO4, ImM EGTA, 2mM MgClz, 3mM Hepes, 0.3% BSA, pH 7.4,
using digital oxygen measurement controllers (Rank Brothers Ltd). Oxygen consumption was
measured following the addition of different substrates: Pyruvate/Malate (SmM / 2,5mM), ADP
(1ImM), Succinate (5SmM), Oligmycine (2,5ug/mL), p-trifluoromethoxy-carbonyl-cyanide-
phenyl hydrazone (FCCP ; SuM).

Statistical analysis

All data are presented as mean = SEM (standard error of the mean). Two-group comparisons
were analysed using unpaired ¢ test. Values were considered significant at * p <0.05; ** p<0.01
and *** p<0.001. Statistical details and exact value of “n” can be found in the figure legends.

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 6 software.

RESULTS

Intestinal gluconeogenesis induction prevents the excessive development of fat mass in

mice fed a high fat-high sucrose diet

To assess whether IGN per se could prevent the obesity-related excessive fat mass
accumulation, i.e. independently of its activation upon specific nutritional manipulations, we

generated a murine model of intestine-targeted G6Pase overexpression (21).

According to our previous study demonstrating the protective effect of IGN
overexpression against obesity, [.Gopc®***? mice had a lower fat mass than WT mice fed HF-
HS diet (Figure 1-A). Histological observations of hematoxylin-stained brown and white
adipose tissue slices showed that the adipocytes in the eWAT of 1.G6pc® " *P mice appeared
smaller compared to WT mice (Figure 1-B). Moreover, the adipocytes in the BAT of
L.G6pc®¥*™*P contained smaller lipid droplets than WT mice. Consistent with reduced lipid
storage in BAT and eWAT of [.G6pc®***? mice, the expression levels of Perilipin, which is the
major lipid droplet coat protein in mature adipocytes tended to decrease in eWAT and
significantly decreased in BAT compared to WT mice (Figure 1-C-D). In addition, Leptin
expression levels were decreased by about 60% in the BAT of [.G6pc®’“*** mice compared to

WT mice (Figure 1-E).
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Figure 2: Induction of intestinal gluconeogenesis prevents brown adipose tissue whitening induced by
high fat-high sucrose diet

overexp

(A) Skin temperature surrounding the BAT (interscapular region) and rectal temperature of 1.G6pc and
WT mice (means = SEM, n= 6-7) (B) Representative pictures of UCP1 and PRDM 16 staining (in brown) of
BAT histological sections. Scale bar represents 100 um. (C-D-E) Representative pictures of electronic
microscopy of BAT sections, scale bar represents 0.5 um (C) and quantification of mitochondria area (D) and
number (E) (n=4; 10 pictures per mice). (F) Measure of BAT mitochondria respiratory capacity (means =+
SEM, n=12-13). (A-F) Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p <0.05; ** p<0.01 versus WT
mice.



Intestinal gluconeogenesis induction promotes thermogenesis and prevents whitening

processes in brown adipose tissue in mice fed a high fat-high sucrose diet

Thermogenesis is an important energy expenditure component particularly involved in
the resistance to cold and in the control of energy homeostasis. It is reduced in obese subjects
because in this context BAT is recruited for the storage of excess lipids. This process is named

whitening and results in the loss of BAT thermogenic capacities.

[.G6pc®™*P mice showed a higher rectal but also inter-scapular temperatures compared
to WT mice, suggesting an active thermogenesis particularly in the BAT (Figure 2-A).
Moreover, we demonstrated by immunochemistry labelling that levels of two thermogenic
markers, UCP1 and PRDM 16 were higher in [.G6pc®**** BAT compared to WT mice (Figure
2-B). Consistent with an increased thermogenesis in the BAT of mice [.G6pc®***, electron
microscopy analysis revealed that mitochondria were not more numerous but bigger in these
mice compared to WT mice (Figure 2-C-D-E). This modification in mitochondria size could
result in a greater mitochondrial activity. Consistent with this hypothesis, the measurement of
mitochondrial respiratory capacities showed an increase in the activity of complex II in the
BAT of .G6pc®***? compared to WT mice, with no change in the activity of complex I (Figure
2-F). In addition, the experiment using FCCP demonstrated that maximal mitochondrial

respiratory capacity tended to increase in the BAT of 1.G6pc®*"**? mice (Figure 2-F).

Lastly, the induction of IGN protected the BAT of 1.G6pc®*™*® mice against the
whitening process, which usually occurs in a deleterious nutritional context, thus preserving

BAT thermogenic capacities, crucial for the maintenance of energy balance.

Intestinal gluconeogenesis induction promotes browning processes in epididymal white

adipose tissue in mice fed a high fat-high sucrose diet

White adipose tissue can acquire thermogenic capacities under certain conditions such
as cold exposure. This process named browning is modulated by the sympathetic nervous
system (SNS). In the eWAT of L.G6pc® "*P mice, we observed an increase in the expression
levels of thermogenic markers, including Ucp 1, Prdm16, and Ppargcla (tendency ; Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha) and of 3 Adrenergic receptor
(Adrb3) (Figure 3-A-C). These latter results suggested that the increase in thermogenic factors
in L.Gopc®*? eWAT could be mediated by the activation of SNS. Moreover, expression levels

of Ppara, Hsl (Hormone sensitive lipase) and CoxIV (Cytochrome c oxidase subunit 4) were

-221-



A BWT EI1.G6pc overexp B
2.5 o 3.5 5 * %
-0,08
T i — B
g =
- =25
= < *
: 2 7]
%
E 0 155 i
= E 1
Q —_—
“ & 0.5 A
0 p
Cox4 Ppara  Ppargcla Hsl Uepl Prdmi6 Adrp3
C OVEIE:
WT L.G6pcoverexp
O
5
=
&
)
]
F
0.15 - 45 -
o a 4
g 535
=]
=01 - 2 3
= 8
=25
g g
z ®
< 0.05 A o 1.5 1
e g 11
p Zos ]
0 0 1
WT LGoépe WT LGo6pe
overexp overexp

Figure 3: Induction of intestinal gluconeogenesis promotes the browning of white adipose tissue in mice
fed high fat-high sucrose diet

(A) Relative mRNA levels of genes involved in WAT lipolysis (means + SEM, n=4-6). (B) Relative mRNA
levels of genes implicated in thermogenesis capacity (means + SEM, n=4-6). (C) Representative pictures of
UCP1 and PRDM16 staining (in brown) of eWAT histological sections. Scale bar represents 100 um. (D-E-
F) Representative pictures of electronic microscopy of eWAT sections, Scale bar represents 0.5 pm (D) and
quantification of mitochondria area (E) and number (F) (n=4; 10 pictures per mice). Student’s t-test was
performed as a statistical analysis. *p < 0.05; ** p<0.01; ***p<0.001 versus WT mice.



increased in the eWAT of 1.G6pc® ™ compared to WT mice, illustrating a stimulation of
adipocyte metabolism (Figure 3 A-B). Nevertheless, we failed to show any difference in the
size or in the number of mitochondria in the eWAT from both experimental groups (Figure 3

D-F).

Enhanced BAT thermogenesis and eWAT browning in I.G6pc°¥*"*P mice improves energy

balance

Then, we investigated whether the increase in thermogenesis in . G6pc®*"*P mice would
confer on them a better resistance to cold (Figure 4 A-B). We demonstrated that I.G6pc®¥*"**?
mice better maintained their body temperature than WT mice when exposed to a cold

temperature of 6 °C for 3 hours, without any change in their food intake (Figure 4 A-B).

In addition, we measured that [.G6pc®**™*? mice significantly increased their energy
expenditure and locomotor activity in the diurnal period compared to WT mice, without change

in food intake (Figure 4-C-D).

Intestinal gluconeogenesis induction prevents alterations in adipokine secretion induced

by a high fat-high sucrose diet

During the development of obesity, the WAT is the site of numerous deleterious
changes, including the alteration in the production and release of adipokines. In the eWAT of
L.G6pc®™*P mice, we measured a decrease in the gene expression of the necrosis marker TNFa.,
without any change in the expression of pro-inflammatory markers (Figure 5-A). In parallel,
L.G6pc®V™P eWAT showed increased in adiponectin expression levels (4dipoQ). We also
measured an increase in the HMW adiponectin conformation, which corresponds to the

biologically active form exerting the majority of beneficial peripheral effects (Figure 5-B-C).

In addition, while expression levels of pro-fibrotic markers were not modified, results
overexp

of the Masson trichrome staining suggested a reduction in fibrosis in the eWAT 1.G6pc

mice (Figure 5-D-E).

Specific deletion of intestinal gluconeogenesis promotes lipid storage and alteration in

adipokine secretion in mice fed a standard diet

Previously, we have shown that IGN deletion favours the development of hepatic
steatosis, despite a standard diet (21). In this present study, we observed that the absence of this
function also promoted lipid storage in the WAT, illustrated by a higher weight of the eWAT
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(A-B) Rectal temperature and food intake following 4-hours cold exposure (6°C) (means = SEM, n=5). (C)
Total energy expenditure (EE) lean mass corrected (means + SEM, n=6-7). (D) Locomotor activity (LA) lean
mass corrected (means = SEM, n=6-7). Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p < 0.05; **
p<0.01; ***p<0.001 versus WT mice.



and subcutaneous WAT in 1.G6pc™ than in WT mice (Figure 6-A-C). Hematoxylin-stained
sections of adipose tissues showed an increase in the size of adipocytes and of lipid droplets in
the eWAT and BAT of 1.G6pc™ mice, respectively, compared to WT mice (Figure 6-D). In
agreement with an increase in adiposity in 1.G6pc™ mice, Perilipin expression levels were
increased in the eWAT, but not in the BAT (Figure 6-E). Nevertheless, the decrease in Ucp!
expression levels in the BAT were not reflected into lower rectal and inter-scapular
temperatures in 1.G6pc”" mice (Figure 6-F-G). Moreover, IGN deletion led to a decrease in
expression levels of proteins and genes involved in eWAT thermogenic capacities, such as
UCP1, PRDM16, Ppargcla, CoxIV and Hs! (Figure 6-H-I). In addition, we showed a decrease
of about 60% in Adrb3 expression levels (Figure 6-H).

Even in a normal nutritional state (standard diet), the absence of IGN was sufficient to
increase expression levels of the pro-inflammatory markers //-/ and //-6, and the necrosis factor
Tnfa in the eWAT (Figure 7-A-B) and conversely, to decrease expression levels of gene and
HMW conformation of Adiponectin. (Figure 6-C-D). Pro-inflammatory processes can lead to
the extra-cellular matrix proliferation, contributing to fibrosis development in adipose tissue.
Nevertheless, we failed to demonstrate an increase in the expression levels of pro-fibrotic

markers in the eWAT of 1.G6pc” mice (Figure 6-E).

Despite all these deleterious modifications in adipocyte metabolism, we failed to
observe any modification in energy expenditure and locomotor activity in .G6épc” mice fed

standard diet. (Figure S1-A-B).

DISCUSSION

Intestinal gluconeogenesis (IGN) is a new function, which positively interferes with the
control of glucose and energy homeostasis. The metabolic benefits conferred by IGN induction
were previously observed upon various nutritional manipulations. Indeed, IGN is a causal link
in the anti-obesity and anti-diabetic effects of dietary proteins and soluble fibers (17,20,22,27).
In particular, fiber-enriched diets reduce weight gain and fat mass in WT mice fed an HF-HS
diet (17). Importantly, these metabolic benefits were suppressed in .G6pc”™ mice. In order to
study the beneficial effects of IGN per se, independently of the nutritional context, we generated
mouse models of overexpression or suppression of IGN, by targeting G6PC, the catalytic

subunit of G6Pase which is the last enzyme operating before glucose release. A previous study
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Figure 5: Induction of intestinal gluconeogenesis protects against deleterious changes in adipokine
secretion profile induced by high fat-high sucrose diet

(A) Relative mRNA levels of genes involved in pro-inflammatory processes (means = SEM, n=5-6). (B)
Representative image of non-denaturing SDS-PAGE in the eWAT. The graph shows the quantification of High
Molecular Weight (HMW)/Medium Molecular Weight (MMW) forms (means = SEM, n= 10-12). (C) mRNA
levels of AdipoQ expression (means £ SEM, n=4-6). (D) Relative mRNA levels of genes involved in pro-
fibrotic processes (means = SEM, n=5-6). (E) Masson trichrome staining of liver histological sections. Scale
bar represents 100 pm. (A-D) Student’s t-test was performed as a statistical analysis. *p < 0.05; ***p<0.001
versus WT mice.



has shown that IGN induction protects against the development of obesity and associated

complications, including hepatic steatosis (21).

In agreement with the protection against obesity induced by 5 months of HF-HS diet,
we reported here that the induction of IGN, in addition to decreasing the ectopic storage of
lipids in the liver, led to less lipid storage in both eWAT and BAT. Because the expansion of
adipose tissue in obesity is associated with adipocyte death, hypoxia, deregulation of fatty acid
flows and adipokine secretion and can lead to a chronic pro-inflammatory and insulin-resistant

state, the prevention of this alteration is therefore a key parameter (for review see (8)).

BAT is the main player in nonshivering thermogenesis and its activity varies according
to age, outside temperature, gender, and fat mass expansion (28-33). In obese subjects, BAT
undergoes profound deleterious changes. Indeed, prospective studies in humans have shown
that the activity of BAT decreases with increasing adiposity (32,34). Thus, the induction of
BAT thermogenesis represents a therapeutic target in the treatment of obesity and potentially
in the prevention of its associated complications. In this context, we showed here that
[.G6pc®V*™*P mice had a higher body temperature associated with an increase in heat production
by the BAT compared to WT mice. These data therefore strongly suggest that the induction of
IGN protects the BAT against the whitening process, which occurs in a deleterious nutritional

context such as a HF-HS diet and induces the loss of thermogenic capacities (10,35,36).

The morphology of mitochondria is a key parameter for an optimal metabolic activity
of BAT, and particularly for thermogenesis (29,37). The mitochondrial uncoupling protein
UCP1, located in the mitochondrial inner membrane, allows H' proton leakage associated with
heat generation. Specifically, the interaction of an anionic fatty acid with UCP1 allows the H"
fixation and translocation in the mitochondrial matrix by conformational change (38). This
process can be inhibited by binding of a purine nucleotide to UCP1, which masks the interaction
site. On the contrary, an increase in mitochondria size in BAT could be accompanied with an
unmasking of GDP-binding site on UCP1 that removes the inhibition exerted on UCP1 thus
promoting the BAT activity (29,39,40). In line with these data, the increase in mitochondria
size in the BAT of [.G6pc®™*P mice could contribute to the induction of heat production in
BAT. Induction of UCP1-dependent thermogenesis by cold exposure requires an increase in
the oxidation of succinate, while an inhibition of complex II suppresses cold-induced
thermogenesis (41). Thus, we propose that the increase in complex II activity measured in

[.G6pc®v*™*P BAT could be responsible for their better resistance to cold.
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BAT thermogenesis and the process of browning in WAT, which corresponds to the
appearance of beige adipocytes capable of producing heat, are mainly under the control of the
SNS (29,42—45). In this study, we showed that IGN induction led to an increase in the
expression levels of thermogenic markers and B3-adrenergic receptor in the eWAT. These
results suggest that IGN promotes the browning of the eWAT by involving a gut-brain-WAT
neural axis and activating eWAT sympathetic tone. Interestingly, this increase in eWAT-
thermogenesis likely contributes to both the better resistance to cold and the increase in energy

expenditure in [.G6pc®***P mice, improving energy balance.

Mice lacking IGN showed an increase in the size of adipocytes and lipid droplets
associated to a decrease in the expression levels of thermogenic markers in both the eWAT and
BAT. These alterations had not impact on rectal and inter-scapular temperatures but could be
linked to the development of dyslipidemia in the absence of IGN (9,46). Indeed, the decrease
in adipose tissue thermogenesis could be responsible, at least in part, for the increase in plasma
triglycerides observed in 1.G6pc™ mice (21). This excess may contribute to ectopic lipid
accumulation in others tissues, particularly in the liver, which could worsen hepatic insulin
resistance in 1.G6pc”” mice (21). Conversely, the activation of both the eWAT and BAT
metabolism in I.G6pc®***P mice could contribute to the protection against obesity induced by

HF-HS diet (21).

The adipose tissue is an important endocrine tissue implicated in the regulation of
carbohydrate and energy homeostasis by secreting adipokines (Yanai and Yoshida, 2019).
During the development of obesity, the secretion profile of these hormones is altered with a
decrease in so-called beneficial adipokines, such as adiponectin, in favour of pro-inflammatory
adipokines (47-50). This change could be strongly impacts the metabolism of other tissues,
such as the liver, muscles and pancreas (49). A decreased in circulating adiponectin levels in
obese patients was proposed to have a crucial role in the pathogenesis of metabolic
complications associated with obesity, including hepatic steatosis (49,51-53). Moreover,
adiponectin circulating level generally predicts the degree of steatosis and the severity of
NAFLD (53). In this respect, adiponectin, which has beneficial anti-diabetes, anti-steatosis,
anti-inflammation and anti-fibrosis effects, represents a key therapeutic target (53). Indeed, the
administration of recombinant adiponectin has been shown to exert hepatoprotective effects in
mice with NASH (54,55). In this context, [.G6pc®“* mice showed an increase in gene
expression of adiponectin and its HMW conformation, the main biologically active form

exerting its beneficial peripheral effects, such as the improvement of hepatic insulin sensitivity
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Figure 7: Absence of intestinal gluconeogenesis promotes deleterious changes in adipokine secretion
profile (in standard diet)

(A) Relative mRNA levels of genes involved in pro-inflammatory processes (means + SEM, n=5-6). (B)
Relative quantification of protein levels of IL6 in the eWAT (means = SEM, n=5) and representative western
blot picture. (C) Relative mRNA levels of AdipoQ expression (means = SEM, n=7). (D) Representative image
of non-denaturing SDS-PAGE in the eWAT. The graph shows the quantification of MHW/MMW forms
(means = SEM, n=5). (E) Relative mRNA levels of genes involved in pro-fibrotic processes (means = SEM,
n=4-6).



or lipid metabolism. This modification may be involved in protecting against the development
of hepatic steatosis and delaying the onset of diabetes in . Go6pc®**"*P mice. In contrast, .G6pc
" mice showed a decrease in HMW adiponectin levels and in the hepatic expression of its
receptors AdipoR2, whose the activation is known to plays an important role in protecting
against the NASH development (Vily-Petit , Soty and Mithieux, unpublished data) (56,57). All
of these alterations could be partly involved in the installation of the pre-diabetic state and
increase in hepatic lipid content previously observed in 1.G6pc”™ mice and characterized by

hepatic insulin resistance and defects in insulin secretion by the pancreas (21,58).

On the other hand , [.G6pc®****® mice fed HF-HS diet take less weight, without altering
their food intake, but increasing their EE, as suggested in the context of induction of IGN by a
fiber-enriched diet (17). This EE increase probably contributes to protect I.G6pc®*"*P mice
from the development of obesity and could result from the stimulation of their LA during the
diurnal period, which normally corresponds to sleeping times in rodents. Interestingly, it has
been shown that a hypercaloric western diet (40.3% lipids, 42.8% carbohydrates, 16.9%
proteins and 5% cellulose) reduces LA from the first hours (starting at 4h) in mice (59).
According to our results, the IGN induction could protect against this LA alteration induced by
HF-HS diet (36.1% lipids, 35% carbohydrates and 19.8% proteins). Thus, all of these results
show that the induction of IGN protects against obesity by increasing both the thermogenesis

of adipose tissue and the locomotor activity.

CONCLUSION

In conclusion, we here demonstrated the beneficial effects of IGN on energy
homeostasis regulation. Indeed, IGN controls fat mass, thermogenic capacities and the
adipokine secretion profile through a gut-brain-adipose tissue neural circuit. Moreover, this
modulation takes place independently of nutritional manipulations, such as protein or fiber-
enriched diets. Therefore, these data highlight IGN induction as a potential therapeutic approach
to prevent or correct obesity and its deleterious metabolic consequences, including the

pathological expansion of adipose tissue or the energy expenditure decline.
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Supplemental figure 1:

(A) Total energy expenditure (EE) lean mass corrected (means + SEM, n=6-7). (B) Locomotor activity (LA)
lean mass corrected (means + SEM, n=6-7). (A-B) Student’s t-test was performed as a statistical analysis.
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SUPPLEMENTAL METHODS

Organisms:

Name Citation Supplier Strain Sex Age Overall n
number
WT Soty et al., | Charles River | C57BL6/J Male 13 weeks (fed | 38
2014 Laboratory standard diet) or 7
months (fed HF-
HS diet)
LG6pc®v™P | Vily-Petit | Animalerie B6.1osa265%7°LoxS | Male 13 weeks (fed | 23
et al. | Lyon Est | TOP_B6.villcew standard diet) or 7
submitted | Conventionnelle months (fed HF-
et SPF HS diet)
1.G6pc™ Soty et al., | Animalerie B6.G6pclox/lox. | Male 13 weeks (fed | 14
2014 Lyon Est | VillCreERT2 standard diet)
Conventionnelle
et SPF
Sequence based reagents (Eurogentec) :
Name Sequence
Adiponectin (AdipoQ) forward GCAGAGATGGCACTCCTGGA

Adiponectin (AdipoQ) reverse

CCCTTCAGCTCCTGTCATTCC

Adrenergic receptor 3 (ADRB3) reverse

CGCGCACCTTCATAGCCATCAAACC

Adrenergic receptor B3 (ADR3) forward

TCTAGTTCCCAGCGGAGTTTTCATCG

Cluster of differentiation 36 (Cd36) forward

GATGACGTGGCAAAGAACAG

Cluster of differentiation 36 (Cd36) reverse TCCTCGGGGTCCTGAGTTAT

Cyclophilin forward TTGCCATTCCTGGACCCAAA
Cyclophilin reverse ATGGCACTGGCGGCAGGTCC
Cytochrome ¢ oxidase subunit [V (CoxIV) forward CAAATCAGAACGAGCGCAG

Cytochrome ¢ oxidase subunit [V (CoxIV) reverse CCGACTGGAGCAGCCTTTC

Fibronectin forward

TGGCTGCCTTCAACTTCTCCT

Fibronectin reverse

TGTTTGATCTGGACTGGCAGTTT

Hormone sensitive lipase (Hsl) forward

GCT GGA GGA GTG TTT TTT TGC

Hormone sensitive lipase (Hsl) reverse

AGT TGA ACC AAG CAG GTC ACA

Interleukine 1 beta (I1-1) forward

GCCAACAAGTGGTATTCTCCA
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Interleukine 1 beta (I1-1) reverse

TGCCGTCTTTCATCACACAG

Interleukine 6 (I11-6) forward

GTGGCTAAGGACCAAGACCA

Interleukine 6 (I1-6) reverse TAACGCACTAGGTTTGCCGA
L32 ribosomal protein (L32) forward CAAGGAGCTGGAGGTGCTGC
L32 ribosomal protein (L32) reverse CTGCTCTTTCTACAATGGC

Lipoprotein lipase (Lpl) forward

GGCCAGATTCATCAACTGGAT

Lipoprotein lipase (Lpl) reverse

GCTCCAAGGCTGTACCCTAAG

Monocyte chemoattractant protein 1 (Mcpl) forward

TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA

Monocyte chemoattractant protein 1 (Mcpl) reverse

GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT

Perilipin-2 forward

GACCTTGTGTCCTCCGCTTAT

Perilipin-2 reverse

CAACCGCAATTTGTGGCTC

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha PPARa (Ppara)
forward

AGTTCACGCATGTGAAGGCTG

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha PPARa (Ppara)
reverse

TTCCGGTTCTTCTTCTGAATC

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha (Ppargcla) forward

AGA CAA ATG TGC TTC CAA AAA GAA

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-
alpha (Ppargcla) reverse

GCC AAA CCA ACAACTTTATCT CTTC

PR domain containing 16 (PRDM16) forward

GCG TGC ATC CGC TTG TGC

PR domain containing 16 (PRDM16) reverse

CAGCACGGTGAAGCCATTC

Transforming growth factor bl (Tgfb1) forward

CAACAATTCCTGGCGTTACCTTGG

Transforming growth factor bl (Tgfbl) reverse

GAAAGCCCTGTATTCCGTCTCCTT

Tumor necrosis factor alpha (Tnfa) forward

AGGCTGCCCCGACTACGT

Tumor necrosis factor alpha (Tnfa) reverse

GACTTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAA

Uncoupling Protein 1 (UCP1) forward TACCAAGCTGTGCGATGT
Uncoupling Protein 1 (UCP1) reverse AAGCCCAATGATGTTCAGT
Vimentin forward CGGCTGCGAGAGAAATTGC

Vimentin reverse

CCACTTTCCGTTCAAGGTCAAG

o 2 -Smooth muscle actin (Acta2) forward

GTCCCAGACATCAGGGAGTAA

o 2 -Smooth muscle actin (Acta2) reverse

TCGGATACTTCAGCGTCAGGA
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Antibodies used :

Name Citation | Supplier Cat no. Clone no.
Rabbit polyclonal anti-PRDM16 (1/2000) (762) Abcam AB106410 N/A
Rabbit polyclonal anti-UCP1 (1/10000) (763) Abcam AB10983 N/A
Rabbit polyclonal anti-af-tubulin (1/1000) | (764) Cell signalling 2148 N/A
Mouse monoclonal anti- 116 (1/500) (765) Santa Cruz | sc-57315 10ES5
Biotechnology
Rabbit polyclonal anti-adiponectin (1/1000) | (766) Sigma-Aldrich AB3269P N/A
Software :
Software name Manufacturer Version
ChemiDoc Software Biorad Version 1.2.0.12
Image Lab Biorad Version 5.2.1 ; RRID: SCR_014210
Imagel http://imagej.nih.gov/ij Version 1.47 ; RRID: SCR_003070
Fiji http://fiji.sc/ Version 1.51n ; RRID:SCR 002285
Biorad CFX Manager Biorad Version 3.1
NIS-Elements Nikon Version F4.60.00 64bit
Prism GraphPad 6.05
Other :
Description Supplier Identifier
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific Cat# 23225

Clarity™ Western ECL Substrate Biorad Cat# 170-5061
NuPAGE™ 3-8% Tris-Acetate Protein | Thermo Fisher Scientific Cat# EA03785BOX
Gels, 1.0 mm, 10-well

Tris-glycine native running buffer Thermo Fisher Scientific Cat# LC2672
Native Tris-glycine sample buffer Thermo Fisher Scientific Cat# Lc2673
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen Cat# 205314
SSO advanced universal SYBR Green | Biorad Cat# 172-5274
Supermix

TRIzol™ Reagent Invitrogen Cat# 15596026
Standard diet SAFE Laboratory A04
High-Fat/High Sucrose diet INRA Jouy-en-Josas, France N/A
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DISCUSSION






Un déséquilibre de la balance énergétique, caractérisé par une diminution des dépenses au
profit d’'une augmentation des apports, conduit au développement de 1’obésité. Cette maladie
chronique, définie comme une épidémie mondiale depuis 1997 par I’OMS, affecte le
fonctionnement de nombreux organes et favorise 1’apparition de nombreuses pathologies. Dans
ce contexte, le laboratoire a mis en évidence une nouvelle fonction, la NGI, qui exerce des effets
bénéfiques sur le métabolisme (pour revue (279)). Le glucose qui est produit par I’intestin au
cours du jeline ou encore en période post-absorptive apres la prise d’un repas riche en protéines
ou en fibres, se comporte comme une molécule signale qui informe les régions centrales
impliquées dans la régulation de ’homéostasie glucidique et énergétique. Mon projet de theése
visait a mettre en évidence les effets métaboliques bénéfiques de la NGI, en absence de
manipulation nutritionnelle pour I’induire. Dans ce but, mes travaux ont repos¢ sur la
comparaison de deux modéles transgéniques murins d’invalidation (souris 1.G6épc™) et

d’induction de la NGI (souris I.G6pc®V*P).

1. La NGI controle la balance énergétique

1.1 L’induction de la NGI augmente ['activité locomotrice

Mes travaux démontrent le role essentiel de la NGI dans le maintien de la balance
énergétique. En effet, I’induction de la NGI limite la prise de poids induite par un régime
HF/HS, sans modifier la prise alimentaire, mais en augmentant la dépense énergétique, comme
nous 1’avions suggéré dans le cadre de I’induction de la NGI par un régime enrichi en fibres
(746). Cette augmentation contribue probablement a protéger les souris 1.G6pc®* du
développement de I’obésité et pourrait €tre consécutive a la stimulation de leur activité
locomotrice pendant la période diurne, qui correspond normalement aux temps de sommeil des
rongeurs. Or, il a ét¢ montré qu’un régime alimentaire de type occidental riche en calorie
(40.3% lipides, 42.8% glucides, 16.9% protéines et 5% cellulose) diminue 1’activité
locomotrice dés les premieres heures (a partir de 4h) chez la souris (767). D’apres nos résultats,
I’induction de la NGI pourrait protéger de cette altération induite par une alimentation HF-HS
(36.1% lipides, 35% glucides et 19.8% protéines). D’autre part, il est important de souligner
que ces mesures ont été effectuées a une température ambiante de 22°C qui ne correspond pas
aune situation de thermoneutralité (30°C) pour la souris. Ainsi, la dépense énergétique mesurée

inclut toutes les composantes dont la thermogenese.
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1.2 L’induction de la NGI augmente la thermogenése du tissu adipeux

Le controle de la dépense énergétique par la NGI ne se limite pas a la modulation de
’activité locomotrice puisque nous mettons également en évidence son role essentiel dans la
régulation de la thermogeneése du TAB et le brunissement du tissu adipeux blanc, qui
correspond a 'apparition d'adipocytes beiges capables de produire de la chaleur. Ces processus
sont des cibles clés dans les traitements contre 1’obésité, et de nombreuses études
pharmacologiques visent a identifier des molécules capables de les activer afin d’améliorer la
sant¢ métabolique (510-512,540,541). Parmi les molécules d’intérét étudiées, on retrouve
principalement des sympathomimétiques, dont 1’éphédrine ou encore la caféine, qui sont
capables d’induire la thermogeneése dans le tissu adipeux en activant les récepteurs [-
adrénergiques et en réduisant le contenu en lipides du tissu adipeux, un parametre important
dans le controle de I’activité du TAB (503,510,523-526,768). En effet, des études prospectives
chez 'homme ont montré que I'activité thermogénique du TAB diminue avec I'augmentation de
l'adiposité (525,769). Mes travaux s’inscrivent parfaitement dans ce contexte puisqu’ils
montrent que 1’induction de la NGI, tout en diminuant I’adiposité, pourrait protéger le TAB
contre les effets délétéres du régime HF-HS, en limitant la perte de ses capacités
thermogéniques. Ceci confere une meilleure résistance au froid aux souris I.G6pc®**? (690—
692). La NGI pourrait ainsi représenter un moyen thérapeutique clé pour induire les processus
de thermogenese et de brunissement du tissu adipeux blanc ; et ainsi contribuer a I’amélioration
du bilan énergétique dans le traitement de l'obésité et potentiellement intervenir dans la

protection de ses complications, telle que la stéatose hépatique (768,770,771).

2. La NGI controle le métabolisme hépatique

2.1 L’induction de la NGI protege du développement de la stéatose hépatique

Au cours de ma thése j’ai pu montrer que l’induction de la NGI protege du
développement de la stéatose hépatique induite par un régime HF-HS en diminuant a la fois le
captage et la synthese de novo de lipides dans le foie. Au contraire, I’induction de ces deux
mécanismes en 1’absence de NGI, aboutit a I’augmentation du contenu hépatique en lipides
malgré un contexte alimentaire standard. Or, le métabolisme lipidique, notamment dans le foie,
est sous le contrdle de I’insuline, et de facon cohérente avec les résultats obtenus dans le cadre
d’une induction de la NGI par les régimes riches en fibres ou en protéines, nous montrons que

les souris [.GOpc®¥***? présentent une meilleure sensibilité a I’insuline (279,733,739-741,746).
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De ce fait, nous suggérons que cette amélioration pourrait participer a la protection du
développement de la stéatose hépatique observée lors de I’induction de la NGI dans notre
modele de souris (316,613,772). En miroir de ces données, 1’état pré-diabétique, décrit
précédemment chez des souris 1.G6pc™", et caractérisé par une insulino-résistance hépatique,
pourrait favoriser 1’augmentation du contenu en lipides dans le foie de ces souris
(316,613,750,772). De plus, nous avons pu démontrer le role causal de la NGI dans la
modulation de la stéatose hépatique en mettant en évidence une réduction de 1I’expression des
marqueurs de la lipogenese de novo par une perfusion de glucose dans la veine porte, visant a

restaurer le signal glucose portal chez les souris 1.G6pc™".

2.2 L’induction de la NGI protege du développement de la stéato-hépatite non alcoolique

L’accumulation de lipides dans le foie peut ne pas perturber la fonction cellulaire mais
peut aussi évoluer vers la NASH, un stade ou la stéatose est associée a I’inflammation et/ou a
la fibrose. Cet état peut conduire au développement de la cirrhose hépatique qui peut rester
asymptomatique et insoupgonnable jusqu'a ’apparition de complications telles que l'ascite, la
péritonite bactérienne spontanée, 1'encéphalopathie ou encore la mort. Dans ces travaux, nous
suggérons que 1’induction de la NGI permettrait de prévenir I’ensemble de ces troubles en
empéchant la progression de la maladie hépatique vers I’installation d’un état pro-
inflammatoire et pro-fibrotique (pour revue (756)). En miroir de ces données, 1’absence de NGI
chez des souris nourries avec un régime standard entraine 1’apparition d’un état pro-
inflammatoire sans fibrose. Ce dernier résultat pourrait s’expliquer par le fait que les
expériences ont ét¢ réalisées en régime standard chez des souris agées seulement de 13
semaines. Des conditions de durée qui pourraient étre insuffisantes pour observer une fibrose.
Cela peut ¢galement suggérer que seule I’induction de la NGI est susceptible de moduler la voie

de la fibrose, tandis que la NGI basale (non stimulée) serait sans effet sur ce processus.

3. Influence de la NGI sur le métabolisme du foie et du tissu adipeux et les mécanismes

mis en jeu

3.1 Modifications du métabolisme hépatique

»  Mise en jeu d’un circuit neuronal intestin-cerveau-foie

Nos études précédentes réalisées dans le cadre d’une induction de la NGI par un régime
riche en protéines, ont suggéré que cette fonction est capable de moduler le métabolisme

hépatique par I’activation d’un circuit neuronal intestin-cerveau-foie (740).

-255-






Le métabolisme du foie est sous le controle des hormones pancréatiques mais aussi du
systétme nerveux autonome. Nous avons montré une augmentation du nombre de neurones
exprimant la tyrosine hydroxylase, un marqueur de I’activité¢ sympathique dans le foie des
souris L.Gopc® P, Ces résultats suggerent que la NGI serait capable d’inhiber la voie de la
lipogenese de novo dans le foie en activant le SNS (754,755). D’autre part, bien que I’activation
sympathique soit connue pour activer la PHG, nous avons montré que 1’induction de la NGI par
un régime enrichi en protéines était associée a une modération de la PHG (740,773). En accord
avec des données de la littérature, nous suggérons que la PHG pourrait étre davantage controlée
par les hormones circulantes telles que 1’insuline et le glucagon que par I'activation des nerfs

hépatiques sympathiques (pour revue (773)).

» Réle de insuline dans la régulation du métabolisme hépatique

Les résultats contradictoires précédents pourraient s’expliquer par le paradoxe retrouvé
dans le cadre du développement de I’insulino-résistance hépatique. En effet, le métabolisme
hépatique est également régulé par les hormones circulantes telles que 1’insuline, qui inhibe la
PHG et induit la lipogeneése de novo par I’intermédiaire de [’activation du facteur de
transcription SREBP-1c. Néanmoins, dans certaines conditions d’insulino-résistance hépatique,
I’insuline n’est plus capable d’inhiber la PHG mais conserve sa capacité a induire la lipogenése
de novo (624—627). En accord avec ces données, I’absence de NGI est associée a une insulino-
résistance et se traduit par une augmentation a la fois de la PHG et de la lipogenése de novo qui

pourrait €tre régulée, selon nos résultats, par SREBP-1c¢ (279,740,746,750).

Cette résistance sélective a I’insuline pourrait s’expliquer par des différentes
d’expression des protéines IRS1 et IRS2, impliquées dans la voie de signalisation de 1’insuline.
Plus précisément, la protéine IRS1 serait plutdt impliqué dans les effets activateurs de I’insuline
sur les génes de la lipogenése de novo, tandis que 1’activation de IRS 2 serait associée aux effets
inhibiteurs de I’insuline sur la PHG (pour revue (622)). Dans les modeles animaux d’insulino-
résistance ou chez des patients obéses atteints de NAFLD non diabétiques, 1’expression et
I’activité d’IRS 2 est diminuée alors que I’expression d’IRS 1 n’est pas modifi€e, ce qui permet
a I’insuline d’induire SREBP-1c, et par conséquent la lipogenése de novo (626,628,629). Ainsi,
nous suggérons qu’en absence de NGI, ’augmentation de la lipogenese de novo pourrait
s’expliquer par une activation préférentielle de la protéine IRS1 par I’insuline au détriment de
la protéine IRS2. L ’hypothése inverse peut étre proposée pour justifier d’une part la diminution

de la lipogenése de novo consécutive a 1’action de SREBP-1c¢ observée chez les souris
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L.G6pc®V™*P et d’autre part la diminution de la PHG associée a 1’induction de la NGI par les

protéines (740).

3.2 Modifications du métabolisme du tissu adipeux

=  Mise en jeu d’un circuit neuronal intestin-cerveau-tissu adipeux

Le SNS est le principal acteur dans la régulation de la thermogeneése du tissu adipeux
(510). En accord avec cela, I’augmentation de la thermogenese chez les souris I.GOpc®*P est
associée a une augmentation de I’expression du récepteur adrénergique B3 dans le tissu adipeux
blanc épididymaire (TAE). En miroir, la diminution des marqueurs thermogéniques chez les
souris 1.G6pc™ est associée a une diminution de I’expression de ce récepteur. Ainsi, nous
suggérons que la NGI serait capable de contrdler le métabolisme du tissu adipeux en initiant,

comme pour le foie, un circuit neuronal intestin-cerveau-TAE, impliquant le SNS.

»  Modulation de la thermogenése et ses retentissements sur le métabolisme lipidique

Bien que notre hypothése principale implique que les effets de la NGI passent
principalement par voie nerveuse, nous ne pouvons pas exclure que les modifications du
métabolisme d’un tissu se répercutent sur celui des autres. En effet, la diminution de la
thermogenése du tissu adipeux, associée a I’exces d’apport alimentaire, peut conduire a une
dyslipidémie et a une augmentation du stockage ectopique de lipides dans le foie, qui sont
impliqués dans 1’apparition de la résistance hépatique a I’insuline et du DT2 (510,774). Au
contraire, I’activation de ce processus est impliquée dans la réduction des niveaux de
triglycérides et de cholestérol plasmatiques chez les patients obeses (775,776). En accord avec
ces données, la diminution de 1’expression des marqueurs de thermogenese dans le TAB et le
TAE des souris .G6pc™, pourrait participer a I'augmentation des triglycérides plasmatiques, au
développement de la résistance a l'insuline et a 'accumulation de lipides observés dans le foie
(316,613,750). Au contraire, I’induction de la NGI pourrait contribuer a protéger les souris du
développement de la stéatose hépatique en favorisant [’oxydation des lipides via la
thermogenese dans le tissu adipeux, sans pour autant moduler les taux de triglycérides

circulants.

*  Modulation du profil de sécrétion des adipokines et son role dans ’apparition de la

stéatose hépatique et du diabéte

D’autre part, le tissu adipeux est capable de contrdler le métabolisme des autres tissus

tels que le foie, le muscle et le pancréas, en sécrétant des adipokines (760). Au cours du
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développement de I’obésité, le profil de sécrétion de ces hormones est modifié avec une
diminution des adipokines dites bénéfiques, comme l'adiponectine, au profit des adipokines
pro-inflammatoires (680,759-761). Il a été proposé que la diminution du taux d'adiponectine
circulante chez les patients obéses joue un role crucial dans la pathogenése des complications
métaboliques associées a 1'obésité, dont la stéatose hépatique (724,760,777,778). En effet, le
niveau d’adiponectine circulante prédit généralement le degré de stéatose et la gravité de la
NAFLD (778). A cet égard, 'adiponectine, qui exerce des effets bénéfiques anti-diabéte, anti-
stéatose, anti-inflammation et anti-fibrose, représente une cible thérapeutique idéale (778). De
plus, 'administration d'adiponectine recombinante exerce des effets hépato-protecteurs chez la
souris atteinte de NASH (779,780). Dans ce contexte, I’augmentation de I’expression génique
de I’adiponectine et de sa forme HMW pourrait participer a la protection contre le
développement de la stéatose hépatique et au retardement de 1’apparition du diabéte chez les
souris [.G6pc®"*P. En opposition, la diminution du taux d’adiponectine HMW en absence de
NGI pourrait participer a I’accumulation de lipides dans le foie et a I’installation de I'état pré-

diabétique observé chez les souris 1.G6pc™ (750).

4. Conclusion et perspectives

Mes travaux de theése ont permis de montrer les effets bénéfiques de la NGI en tant que
telle, sur la régulation de ’homéostasie énergétique. Plus précisément, nous montrons le role
central de la NGI dans la régulation du métabolisme du foie et du tissu adipeux. En effet, nous
montrons que I’induction de la NGI est protectrice contre le développement de 1’obésité, du
DT?2, de la stéatose hépatique et de I’expansion pathologique du tissu adipeux. En miroir de ces

résultats, 1’absence de cette fonction prédispose les animaux a des troubles métaboliques.

Nous suggérons que la NGI est capable de moduler le métabolisme du foie et du tissu
adipeux en activant un axe nerveux intestin-cerveau-tissus périphériques impliquant le SNS.
Néanmoins, afin de déterminer son implication, nous étudierons les effets de la NGI induite par
un régime riche en fibres sur le métabolisme du foie et du tissu adipeux chez des souris
présentant une ablation périphérique sélective du SNS (781). Une collaboration avec Ana
Domingo (Universit¢ d’Oxford) a été initice a cet effet. Par ailleurs, afin d’étudier plus
précisément la contribution de la thermogenése du tissu adipeux dans les améliorations
métaboliques observées chez les souris [.G6pc®****P, une dénervation chimique restreinte au

TAB ou au TAE est envisagée (782,783).
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D’autre part, alors que I’induction de la NGI exerce une action protectrice sur le
développement de 1I’obésité, il serait intéressant d’étudier si cette fonction est également capable
de corriger un état d’obésité et de diabete préinstallé. Pour répondre a cette question, nous avons
développé un modéele murin de surexpression inductible de la G6Pase. Des études préliminaires
suggerent que l’induction de la NGI serait capable de corriger 1’obésité et les défauts

métaboliques induits préalablement par 3 mois de régime hypercalorique HF-HS.

Enfin, face a I’épidémie d’obésité, il est crucial de trouver des molécules capables de
prévenir ou de traiter ces maladies métaboliques et de mieux comprendre leurs mécanismes
d’action. Mes résultats montrent que I’augmentation de 1’activité de la G6Pase spécifiquement
dans ’intestin est suffisante pour produire les effets métaboliques bénéfiques de la NGI. Les
recherches futures du laboratoire viseront a rechercher des métabolites d'origine alimentaire ou
non, susceptibles d'activer la NGI, soit en tant que substrat, soit en activant 1'expression de ses
genes régulateurs, comme la G6Pase, ou encore en activant I’activité de cette enzyme. Ces
investigations permettront d'élaborer de futures approches préventives et/ou thérapeutiques des
désordres métaboliques, tels que 1’obésité et de ses complications comme DT2 ou encore la

stéatose hépatique
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ABSTRACT

Objective: Roux-en-Y gastric surgery (RYGB) promotes a rapid and sustained weight loss and amelioration of glucose control in obese patients. A
high number of molecular hypotheses were previously tested using duodenal-jejunal bypass (DJB) performed in various genetic models of mice
with knockouts for various hormones or receptors. The data were globally negative or inconsistent. Therefore, the mechanisms remained elusive.
Intestinal gluconeogenesis is a gut function that has been suggested to contribute to the metabolic benefits of RYGB in obese patients.
Methods: We studied the effects of DJB on body weight and glucose control in obese mice fed a high fat-high sucrose diet. Wild type mice and
mice with a genetic suppression of intestinal gluconeogenesis were studied in parallel using glucose- and insulin-tolerance tests. Fecal losses,
including excretion of lipids, were studied from the feces recovered in metabolic cages.

Results: DJB induced a dramatic decrease in body weight and improvement in glucose control (glucose- and insulin-tolerance) in obese wild
type mice fed a high calorie diet, for 25 days after the surgery. The DJB-induced decrease in food intake was transient and resumed to normal in
7—8 days, suggesting that decreased food intake could not account for the benefits. Total fecal losses were about 5 times and lipid losses 7 times
higher in DJB-mice than in control (sham-operated and pair-fed) mice, and could account for the weight loss of mice. The results were
comparable in mice with suppression of intestinal gluconeogenesis. There was no effect of DJB on food intake, body weight or fecal loss in lean
mice fed a normal chow diet.

Conclusions: DJB in obese mice fed a high calorie diet promotes dramatic fecal loss, which could account for the dramatic weight loss and
metabolic benefits observed. This could dominate the effects of the mouse genotype/phenotype. Thus, fecal energy loss should be considered as

an essential process contributing to the metabolic benefits of DJB in obese mice.
© 2019 The Author(s). Published by Elsevier GmbH. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Keywords Gastric bypass surgery; Metabolic disease; Fecal energy loss; Steatorrhea; Intestinal gluconeogenesis

1. INTRODUCTION starting body weight associated with enhanced postprandial satiation

[5,6] and rapid improvement in T2DM, before any weight loss has

Over the past several decades, obesity has become a major health
concern affecting hundreds of millions of people [1]. The rise in the
prevalence of obesity is associated with increased prevalence of
metabolic disorders that are associated with excess body weight, in
particular type 2 diabetes mellitus (T2DM). The primary therapy for
obese patients who have T2DM is to induce weight loss, which im-
proves major parameters involved in the pathogenesis of T2DM [2].
However, most patients fail to achieve successful weight loss and
adequate glycemic control from medical therapy. In contrast, bariatric
surgeries have emerged as an effective treatment for obesity and
T2DM [3,4]. The Roux-en-Y gastric bypass (RYGB) procedure is one of
the most efficient bariatric surgeries, including a gastrointestinal
rearrangement combined with a stomach volume restriction. RYGB
induces a substantial and sustained weight loss of up to 30% of

occurred [7,8]. A lot of work has been undergone to understand the
underlying mechanisms of RYGB, especially in relation with the roles of
intestinal glucose metabolism, gastrointestinal hormones or gastroin-
testinal innervation [9—20]. However, the results were often negative
and/or globally inconsistent (see “Discussion”), which makes that the
mechanisms of the benefits of RYGB in energy homeostasis have
remained elusive.

One mechanism proposed and documented by several groups to ac-
count for the metabolic benefits of RYGB relates to the activation of
intestinal gluconeogenesis (IGN) [21—24]. Basically, an increased IGN
was proven to induce beneficial effects on glucose control and energy
metabolism. Glucose deriving from IGN is released into the portal vein
and sensed by a portal glucose sensor, which initiates a gut-brain-liver
neural circuit inducing satiety, an increase in hepatic insulin sensitivity
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and a decrease in hepatic glucose production [for a review, see [25]].
In fact, IGN is increased and hepatic glucose production decreased in
two models of RYGB, ie. duodenal-jejunal bypass (DJB) in rats
[21,22,24] and enterogastroanastomosis (EGA) in mice [23]. Inter-
estingly, IGN takes place after RYGB in Human [26—28]. Moreover, the
metabolic outcomes of RYGB in obese patients are all the better as IGN
is high at the time of surgery [29].

Given the putative importance of IGN in RYGB, the initial aim of this
work was thus to assess its causal role in the metabolic benefits
deriving from this surgery. To address this question, we performed
DJB in wild-type mice and in mice with a genetically induced deletion
of IGN. Duodenal-jejunal bypass, which is equivalent to RYGB without
size restriction of the stomach, is usually not done in Humans. It was
chosen here as a surgical procedure since it reproduces the intestinal
anatomy rearrangement of RYGB and permits to evaluate the effects on
food intake in absence of mechanical constraints [30]. Interestingly,
RYGB in obese human patients is usually not considered as a mal-
absorptive procedure relating to macronutrients. However, energy
malabsorption, very variable according to patients and of lesser
importance compared to the decrease in food intake, was reported
after RGYB [31]. In the course of this work, we were led to raise the
question of eventual macronutrient malabsorption in DJB-mice.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Animals and diets

All the experiments were carried out in accordance with the principles
and guidelines established by the European Convention for the Pro-
tection of Laboratory Animals and approved by our regional animal care
committee (C2EA-55, Université Lyon 1, Lyon) and the Ministry of
Higher Education and Research (Agreement project number: Apa-
fis#11929—2017102421331413 v1).

Male C57BI/6J wild-type mice (WT) were purchased from Charles River
Laboratories at 4 weeks of age. Mice with an intestine-specific
disruption of the catalytic subunit (G6pc) of glucose-6 phosphatase,
the key enzyme in endogenous glucose production (I—Gﬁpc'/' mice),
were generated as described previously [32]. All mice were housed in
the animal facility of Lyon 1 University under controlled temperature
(22 + 2 °C) and lighting (12 h light/dark cycle with light at 7 a.m.) with
free access to food and water.

To induce obesity, 4-weeks old WT and I-G6pc'/ "~ mice were placed on
high-fat/high-sucrose (HF-HS) diet for 20 weeks prior to surgery. HF-
HS diet, consisting of 36.1% fat, 35% carbohydrates (50%
maltodextrine + 50% sucrose) and 19.8% proteins, was produced by
the Unité de Préparation des Aliments Expérimentaux (INRA, UE0300,
Jouy-en-Josas, France). For experiments in lean animals, WT and I-
GGpc'/' mice were maintained on standard diet (SAFE A04, Augis,
France) and surgery was performed at 24-weeks old. All the animals
were maintained on their respective diet after surgery.

For each genotype (WT and I-G6pc'/ ’), two groups were constituted at
the day of surgery in mice fed a standard diet: DJB-treated mice and
sham-operated mice (sham). Experiments on obese mice involved a
third group: sham-operated pair-fed mice (sham-PF). Sham-PF mice
received sham surgery and were pair-fed to match the daily food
intake of DJB mice.

2.2. Surgical procedures

Duodenal-jejunal bypass surgery was performed under controlled
anesthesia as described in details previously [30]. Briefly, the small
intestine was cut 3—4 cm distal to the ligament of Treitz. The proximal
intestine was anastomosed 5—6 cm further to the distal intestine in an
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and-to-side fashion using a running suture to form the “biliary loop”.
Then, the distal intestine was anastomosed to the glandular stomach
with @ 8—0 nylon running suture (Ethicon) to form the “alimentary
loop”. This surgery resulted in the creation of 3 intestinal limbs:
alimentary and biliopancreatic limbs of approximately 6 cm each and
common limb of nearly 20 cm. Sham operations consisted of a lap-
arotomy and repair. Analgesia was provided by ketoprofen (5 mg/kg)
and buprenorphine (0.05 mg/kg) injection before the surgery and
during 5 days post-surgery. A subcutaneous injection of glucose 10%
solution was performed to avoid deshydratation at the end of surgery
and during 2—3 days post-surgery. In mice intended for inactivation of
the portal gastrointestinal system, a gauze compress moistened with
NaCl 0.9% (sham) or 80 pl of a solution of capsaicin (10 mg/ml in
water:ethanol:tween (8:1:1; vol/vol)) was applied for 10 min around the
portal vein during the DJB procedure, as previously described [23].
The first week after surgery mice were individually housed and put on
heating pad set at 28 °C to improve healing and recovery and then
mice were group-housed (2—4 mice per cage). After the surgery, mice
were given ad libitum access to glucose 1% solution but were deprived
of food for 24 h. From the second post-operative day, mice were fed
with liquid diet (Ensure), and from the 6th day the appropriate diet (HF-
HS or standard diet) was given to mice ad libitum, except for sham-PF
mice.

2.3. Glucose and insulin tolerance tests

Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT) were
carried out 2 and 3 weeks after the surgery, respectively. Animals were
fasted for 16 h (GTT) or 6 h (ITT) and then received an intraperitoneal
injection of glucose (1 g/kg) or insulin (0.75 IU/kg for obese mice and
0.5 IU/kg for lean mice). Blood glucose was monitored for 120 (GTT) or
90 min (ITT) using a glucometer (Accu-Check, Roche) on samples
collected from the tip of the tail vein.

2.4. Body weight, food intake, metabolic cage and fecal fat content
Body weight and food intake was monitored daily during 25 days. On
postoperative days 25—28, mice were placed on metabolic cages
during 48 h. Food intake and water consumption were measured and
urine and stools were collected at the end of the 48 h experiment. Stool
was weighed and stored at —80 °C. Dry weight was determined after
drying for one night at 65 °C, as previously described [33]. Fecal fat
content was determined using acid steatocrit method. Briefly, frozen
stool samples were powdered and mixed with 1N perchloric acid and
0.5% oil red 0. The homogenates were placed in a capillary tube and
centrifuged and the length of the different layers was measured under
a microscope. Steatocrit was calculated as 100x [length of fatty layer/
(length of solid layer + length of fatty layer)]. Fecal fat excretion was
calculated as acid steatocrit (%) x 24 h stool weight.

2.5. Tissue sampling and metabolic studies

Thirty days after surgery, 6 h-fasted mice were killed by cervical
dislocation. The different limbs of the intestine of DJB mice were
measured and rinsed using saline solution and rapidly frozen at liquid
nitrogen temperature to be stored at —80 °C until use. For sham mice,
intestine was cut in fragments reproducing the length of the limbs of
DJB mice. G6Pase activity was assayed under maximal velocity con-
ditions, as previously described [34,35].

2.6. Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM. Areas under the curves
(AUC) were calculated by trapezoidal integration. Unpaired Student’s t
test was used for two-group comparisons. One-way ANQOVA followed
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Figure 1: Effects of duodenal-jejunal bypass on food intake and body weight in obese mice. A-B Time course of food intake, C-D body weight change and E-F body weight
of WT and I-G6pc™ obese mice fed a HF-HS diet after DJB (black circles), sham- (white squares) or sham-PF surgery (grey diamonds). n = 8 for WT sham group, n = 6 for WT
DJB group, n = 8 for WT sham-PF, n = 8 for I-G6pc”" sham group, n = 6 for I-Gépc”" DJB group, n = 7 for I-G6pc™”" sham-PF group; *p < 0.05, **p < 0.01 for DJB vs sham
group; ##p < 0.01 for sham-PF vs sham group; $ p < 0.05 and $$ p < 0.01 for DJB vs sham-PF group.
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Figure 2: Effects of duodenal-jejunal bypass on glucose homeostasis in obese mice. A-B Time course of plasma glucose during glucose tolerance test performed 2 weeks
after surgery, C-D Scatter plots of the values of the area under the curve of GTT vs body weight change for each mice of panels A and B, respectively. E-F Time course of glucose
during insulin tolerance test performed 3 weeks after surgery in WT and 1-G6pc™ obese mice fed a HF-HS diet after DJB (black circles), sham- (white squares) or sham-PF surgery
(grey diamonds). G-H Scatter plots of the values of the area under the curve of ITT vs body weight for each mice of panels E and F, respectively. n = 8 for WT sham group, n = 6
for WT DJB group, n = 8 for WT sham-PF group, n = 8 for I-G6pc™ sham group, n = 6 for I-G6pc™ DJB group, n = 7 for I-G6pc”~ sham-PF group; *p < 0.05 and **p < 0.01 for
DJB vs sham group; $ p < 0.05 for DJB vs sham-PF group.
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by Tukey’s post-hoc test was used for three-group comparisons.
P < 0.05 was considered significant.

3. RESULTS

3.1. Duodenal-jejunal bypass results in transient reduction in food
intake and substantial weight loss in obese mice

In obese WT mice fed a HF-HS diet, DJB resulted in a transient
decrease in food intake from post-operative day 3 to postoperative day
8 (Figure 1A). Then, food intake of DJB-WT mice resumed the level as
that of sham WT mice until the end of the experiment. In obese I-
GGpc'/’ mice, DJB induced a similar effect on food intake as in WT
mice, except that the hypophagic period was slightly shorter
(Figure 1B). Regardless of the genotype, DJB resulted in a rapid and
substantial weight loss (WT mice, Figure 1C and I-G6pc"' mice,
Figure 1D) of about 12 g in 2 weeks, representing about 25% of initial
body weight. Then, both WT-DJB and I-G6pc'/'-DJB mice stabilized
body weight (Figure 1E,F). To distinguish the specific effects of DJB
surgery from those related to the transient decrease in food intake, a
group of sham-operated mice pair-fed with DJB mice was studied
(sham-PF, grey diamond, Figure 1). Weight loss upon pair-feeding was
markedly less important than after DJB in both WT (Figure 1C) and I-
GGpc'/' mice (Figure 1D). Above all, both groups of sham-PF mice
rapidly exhibited weight regain so that their body weight was not
significantly different from that of sham mice throughout the experi-
ment (Figure 1E,F).

Thus, these data reveal that, in obese mice: 1) DJB promotes a
transient decrease only in food intake, but a lasting decrease in body
weight; 2) the dramatic weight loss induced by DJB is only partly
dependent on the initial decrease in food intake; 3) the diminutions in
body weight after DJB surgery in obese mice are comparable in
absence or presence of IGN.

3.2. Glucose tolerance and insulin sensitivity are improved in
obese mice after duodenal-jejunal bypass

DJB in WT mice induced a marked improvement in glucose tolerance
compared to sham WT mice, whereas pair-feeding did not result in a
significant improvement in glucose tolerance compared to sham mice
(Figure 2A). Similar results were observed in I-G6pc" “DJB and sham-
PF mice compared to I-GGpc"' sham mice (Figure 2B). These findings
were corroborated from total areas under the curve of glucose toler-
ance test (Figure 2C,D). Results from insulin tolerance test showed that
DJB-WT mice displayed a substantial improvement in insulin sensitivity
compared to sham-WT mice (Figure 2E). As for glucose tolerance,
sham-PF WT mice exhibited no significant improvement in insulin
sensitivity (Figure 2E). Comparable outcomes about insulin sensitivity
were observed in I-GGpc"‘ mice (Figure 2F). It is noteworthy that there
was a strong positive correlation between the individual area under the
curve (AUC) of GTT and body weight loss in WT and I-Gépc”" mice
(Figure 2 C and D). A comparable observation was made between the
AUC of ITT and body weight (Figure 2 G and H). This suggests that the
amelioration of glucose control after DJB in either WT or I-Gch'/ " mice
was mainly dependent on body weight loss.

Together, these results highlight that the initial blunting in food
intake after DJB could not explain the marked improvement in
glucose homeostasis at the end of the study period. These findings
also show that DJB in both WT and I-G6pc"' obese mice resulted
in similar improvements in glucose tolerance and insulin sensi-
tivity, suggesting that the metabolic benefits of DJB should have a
cause stronger than, and capable of masking, the benefits linked
to IGN.

3.3. Duodenal-jejunal bypass induces gluconeogenic capacity in
gut limbs receiving nutrients in obese WT mice

Face to the intriguing data above, we checked whether the modifi-
cations in gluconeogenic capacity took place in mice with DJB as
previously observed in rats [21,22,24] or mice with gastro-
enteroanastomosis [23]. As expected, G6Pase activity was markedly
increased in the alimentary limb and the common limb after DJB, i.e.
the limbs receiving nutrients (Supplemental figure 1a, showing G6Pase
activities determined in the 3 limbs after DJB and the corresponding
intestinal parts in sham- and sham-PF mice), as previously described
[21—24]. These changes in G6Pase enzymatic activity were associated
with marked hypertrophy in both nutrient-receiving limbs after DJB,
which is a well-known effect of gastric bypass surgery [36]
(Supplemental figure 1b, showing the weight of the 3 limbs reported to
length and compared with the corresponding parts in sham- and
sham-PF mice).

Together, these data highlight that intestinal gluconeogenic capacity
was increased after DJB in obese mice.

3.4. A substantial energy loss in feces is promoted by duodenal-
jejunal bypass in obese mice

Since the dramatic DJB-induced weight loss in either WT or I-Gﬁpc'/‘
mice could not be ascribed to decreased food intake, we then
assessed the question of a possible malabsorption of nutrients
consecutive to the surgery process. Data obtained from 48 h-studies in
WT obese mice placed in metabolic cages showed that food intake,
water consumption and urinary volume were similar in sham, DJB and
sham-PF mice (Figure 3A—C). However, the total weight of stools in
DJB WT mice was approximately 5-fold higher than that in their
counterparts sham or sham-PF mice (Figure 3D). This was associated
with substantial fat malabsorption, since total lipid amount in feces
was on average 7 times higher in DJB-WT mice than that in their
counterparts sham or sham-PF mice (Figure 3E). Interestingly, the
droppings from DJB mice were bigger and lighter in color than those
from their counterparts. Moreover, all were equivalent in terms of
water content (Supplemental figure 3). These findings therefore sug-
gest that DJB in obese mice fed HF-HS diet promotes substantial
malabsorption of nutrients and loss of lipids in feces.

In control mice after EGA [23], the weight loss observed was fully
explained by a dramatic decrease in food intake and not by lipid
malabsorption. Both food intake and weight loss were canceled in
EGA-mice after capsaicin-denervation of the gastrointestinal nervous
system surrounding the portal vein, a treatment that suppresses the
benefits of IGN [23]. Thus, we raised the question to know whether
capsaicin denervation of the periportal gastrointestinal nervous
system could influence the loss of fecal matter, lipid malabsorption
and weight loss in obese DJB-WT mice. Moreover, we also assessed
whether fecal loss and lipid malabsorption could account for the
observed weight loss in DJB-I-G6pc"' mice fed a high calorie diet. In
both cases, again a marked increase in stool weight/lipid loss in
feces took place in capsaicin-treated DJB-WT mice and DJB-I-
Gch'/' mice and not in their counterparts sham or sham-PF mice
(Supplemental figure 2a and b).

Altogether, these data suggest that fecal energy losses could be a
common feature of DJB in mice, irrespective of the genotype or the
integrity of the periportal gastrointestinal system.

3.5. No effect of duodenal-jejunal bypass on body weight in lean
mice

To evaluate further the importance of fecal/lipid loss in faeces in DJB,
we studied the metabolic effects of DJB in lean mice fed a standard
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Figure 3: Stool features in wild-type obese mice after duodenal-jejunal bypass. Food intake (panel A), water intake (panel B), urinary volume (panel C), stool weight (panel D)
and fecal fat content (panel E) were measured for 48 h in metabolic cages in WT obese mice after DJB (black column), sham- (white column) or sham-PF surgery (grey column).
Data are reported to that quantified in sham-operated mice. n = 6 for sham-group, n = 5 for DJB group, n = 6 for sham-PF group; *p < 0.05 and **p < 0.01 for DJB vs both

sham and sham-PF groups.

diet that contains a low proportion of energy as lipids (about 3%). In
agreement with previous data from us [30] and others [37,38], DJB
caused only a very transient effect on food intake in either WT or I-
GGpc'/' mice (Figure 4 A and B), which rapidly resumed to that of
sham-operated mice, and virtually no effect on body weight (Figure 4 C
and D). Importantly, no difference in the mass of feces or lipid
malabsorption was observed in lean DJB mice fed a standard diet, as
demonstrated from the results from metabolic cages studies (data not
shown).

These data highlight that in lean mice fed a standard diet, DJB induces
a transient mitigation in food intake, rapidly resumed to normal, but
neither nutrient malabsorption nor weight loss.

4. DISCUSSION

Since the spectacular emergence of gastric bypass surgeries as
successful treatment of morbid obesity associated or not with dia-
betes, a huge amount of work has been undertaken in various rodent
models with the aim to understand the mechanisms underlying the
metabolic benefits. Mice are often preferred to rats due to the ease of
assess the possible causal role of e.g. specific hormones or receptors,
in relevant gene-knockout models. For example, the study of mice with
a knockout of melanocortin-4 receptor (MC4R) indicated that signaling
via melanocortin-4 receptor could be involved in the effect of gastric
bypass in mice [15]. This seems consistent with the crucial role of
hypothalamic MC4R in the control of energy homeostasis. However,
what appears striking about the examination of this literature is the
high proportion of contradictory or negative results. For example, the
role of the melanocortin system was questioned later [18]. This also

relates to the eventual implications of various hormones (including
gastrointestinal ones but not only) as fibroblast growth factor 21,
peptide YY or glucagon-like peptide 1 (GLP-1), or their receptors as
leptin receptor, serotonin 2C receptor, GLP-1 receptor, Y2 receptor
[9—14,16,17,19,20,39], or other receptors putatively involved in RYGB
beneficial effects as the bile acid receptor TGR5 or mu-opioid receptors
[14,30] that all concluded that the tested hormone or receptor is
dispensable for the metabolic effects of gastric bypass in mice.
Here, we tested the hypothesis that IGN could be causally involved in
the benefits of DJB, using a mouse model (I-Gch'/') in which IGN is
suppressed via the intestine-targeted deletion of the catalytic unit of
G6Pase, the enzyme operating the final reaction of gluconeogenesis
[32]. Several papers previously indicated that increased IGN is asso-
ciated with the metabolic benefits of various models of RYGB in various
models of obese rodents [21—23] and in obese patients [26,29].
However, we observed that IGN seems dispensable for the beneficial
effects of DJB in mice.

Face to these intriguing results, we were led to raise the question of
an eventual fecal loss of energy to account for the prolonged body
weight loss in absence of prolonged decrease in food intake and its
maintenance during food recovery, as observed in ours [30] and
others [9—14,16,17,19,20,39] studies. Indeed, another common
feature of the literature on gastric bypass in mice is that the surgery
induces a strong decrease in body weight under high calorie diets,
but is pretty ineffective under standard diet conditions [30,37,38].
The question of eventual fecal or lipid loss is most often overlooked
in gastric bypass surgery research. When sometimes, fecal lipid loss
was studied and evidenced, this was not considered as a possible
important cause of observed body weight loss, perhaps because
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Figure 4: Effects of duodenal-jejunal bypass on food intake, body weight and glucose tolerance in lean mice. A-B Time course of food intake, C-D Time course of body
weight in WT and I-GGpc'/' lean mice fed a standard diet after DJB (black circles) or sham surgery (white squares). n = 6 for WT sham group, n = 4 for WT DJB group, n = 5 for I-
G6pc™”” sham group, n = 4 for I-G6pc” DJB group; *p < 0.05 and **p < 0.01 vs sham group.

other processes, e.g. energy expenditure or gut microbiota, were the
main focus of the paper [40,41]. However, a comprehensive study
involving several mouse strains and a high number of dietary
regimen of various compositions in macronutrients has recently
established that assimilated lipid is the main driver of body weight
gain [42]. In this case, lipid malabsorption in absence of compen-
sation by increased food intake, as is the case after DJB in mice (see
above), is expected to promote important weight loss. For instance,
mice with a knockout of the peptide transporter PepT1 exhibit a
marked resistance to body weight gain under a high fat diet, with an
increase of about 20% only in energy loss (exclusively under the
form of lipid) in feces [43]. Here, we determined that fecal lipid loss
might be dramatically higher, i.e. about 600% in DJB-mice
compared to sham or sham-PF mice. It is therefore likely that
fecal energy losses could be a major determinant of body weight
loss and inability to regain weight during food recovery in DJB mice.
Irrespective of the substantial lipid loss (around 40 mg per day, see
Figure 3E), it is noteworthy that the cumulative amount of excess stool
in DJB-mice compared to sham- or sham-PF mice (around 500 mg per
day, see Figure 3D) globally matches the weight loss observed during
the 25 days of the study (around 12 g, refer to paragraph 3.1). There
was no compensation on food intake, water intake and urinary volume,

which suggests that a substantial loss of all macronutrients takes place
and may account for the energy deficit in DJB-mice. Moreover, one
cannot exclude that malabsorption of micronutrients, such as vitamin
or salt, could also concur to the phenotype observed.

Malabsorption was studied and evidenced at the end of the 25 days
period of experiment, i.e. at a time were body weight of mice tended to
stop decreasing and plateau, which could appear surprising. However,
such a feature is well known during caloric restriction aimed to weight
loss. The energy requirement of the body being positively correlated
with body weight, it decreases as body weight decreases. As a
consequence, weight loss ceases once the energy requirement of the
body (decreased) is fulfilled by the amount of food ingested (decreased
in the case of caloric restriction, malabsorbed here).

DJB-induced fecal losses appears independent of the periportal nerve
integrity, which is in line with previous data on the absence of (or very
transient and slight only) implication of the vagal nerves in the effects
of gastric bypass in mice [13,19]. It is also noteworthy that fecal/lipid
loss and improvement of glucose control were comparable in both
DJB-WT and DJB-I-GGpc'/' mice while the latter exhibit impaired
glucose control [44]. This suggests that fecal losses could be a
determinant of weight loss that dominates the metabolic effects
deriving from the mouse genotype/phenotype. This could explain the
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high number of negative results from genetically modified mice already
reported in the field.

It may appear surprizing that fecal losses could be essential in DJB-
induced weight loss in mice, since RYGB is usually not considered
as malabsorptive relating to macronutrients in Humans. However, a
weak energy malabsorption, very variable according to patient and of
lesser importance in front of the decrease in food intake, was sug-
gested to be mainly dependent on the patient’s diet [31]. It is note-
worthy that malabsorption was suggested to correlate with the lipid
content of the diet [31]. In addition, a key feature of RYGB is the rapid
disgusting for high calorie food in both human patients and laboratory
rodents [45—47]. This leads human patients to adopt healthier
regimen, especially depleted in fat, very rapidly [45—47]. In this case,
it seems consistent with our data herein that they do not suffer
important fecal (lipid) loss. This is very different from the situation of
rodents in experimental studies in relation with RYGB. Operated ani-
mals are given the same food (calorie-rich) before and after the
operation, which makes them prone to fecal losses during the post-
operative period. Consistently, there is neither fecal loss/steatorrhea
nor weight loss in mice fed a normal diet (see paragraph 3.5). It is
noteworthy that, as human patients, rodents rapidly abandon high-fat
food whenever standard (starch-based, low fat) food is proposed
concomitantly [46,48].

Another notable discrepancy between the outcomes of gastric bypass
in mice and humans relates to energy expenditure. Energy expenditure
is often reported slightly elevated in bypass mice [9,10,14,17,41]. This
is surprizing. Indeed, energy expenditure is positively correlated with
body weight. Consistently, a decrease in energy expenditure is
observed after RYGB-induced weight loss in Humans [49—51]. There
is no clear explanation for such a discrepancy. We could speculate that
the mouse is a very small animal, weakly insulated compared to obese
Humans. Thus, increasing energy expenditure could be an adaptation
to maintain body temperature despite the dramatic adipose tissue loss
that occurs after DJB. Whatever the reason, combined with fecal loss/
steatorrhea, this concurs to the idea that the obese mouse fed a high
calorie diet is probably not a good model to understand the mecha-
nisms of the lasting body weight loss and metabolic benefits occurring
after RYGB in Human.

5. CONCLUSION

To conclude, we report here that DJB induces dramatic loss of fecal
matter in obese mice fed a HF-HS diet. This does not take place in lean
mice fed a control starch diet. In obese mice, this could be sufficient to
explain the lasting weight loss and associated improvements in
glucose control associated with DJB. Since this could dominate the
metabolic features linked to the mouse genotype/phenotype, we
conclude that fecal energy loss should no longer be underestimated in
bypass surgery studies in the mouse and should even be considered as
a key integral component of the mechanism underlying the metabolic
benefits of bypass surgeries in the mouse. These results also suggest
that fecal energy loss could be a component of the weight loss and
associated metabolic benefits associated with RYGB in Humans.
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