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Chapitre I : L’obésité : une maladie pandémique 
 

A. Epidémiologie 
 
Ces dernières décennies ont été marquées par des changements de mode de vie et 

d’habitudes alimentaires conduisant à une augmentation de l’obésité considérée aujourd’hui 

comme une maladie pandémique. La sédentarité liée à un mode de vie plus industrialisé et 

urbanisé, associée à un accès facile à une nourriture bon marché et appétante (riche en acides 

gras saturés et en fructose) ont largement contribué à l’expansion de l’obésité et de ses 

complications métaboliques (1). D’après les chiffres de l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS), la prévalence de l’obésité a triplé depuis 1975. En 2016, plus de 1,9 milliards 

d’adultes étaient en surcharge pondérale et parmi eux, plus de 650 millions étaient obèses 

(Figure 1). L’obésité est une maladie fortement associée au diabète de type 2. En effet, 80 à 

90% des patients présentant une obésité morbide dans les pays occidentaux sont diabétiques 

et plus de 90% des patients diabétiques présentent un surpoids ou une obésité (American 

Diabetes Association, 2016). 

Figure 1 : Prévalence mondiale de l’obésité chez l’adulte en 2016. 
D’après worldobesitydata.org 
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B. Définition 
 
L’obésité se définit par un excès de masse grasse ayant pour conséquence des effets néfastes 

sur la santé. Ainsi, l’obésité a été reconnue comme une « maladie chronique » en 1997 par 

l’OMS. Différents outils de mesure sont utilisés pour la définir dont le plus utilisé est l’indice 

de masse corporelle (IMC). Cet indice se calcule en divisant le poids (kg) de l’individu par sa 

taille au carré (m2). Le « poids santé » correspond à un IMC compris entre 18,5 et 24,9 kg/m2. 

La surcharge pondérale ou surpoids se définit par un IMC compris entre 25 et 29,9 kg/m2. 

L’obésité survient lorsque l’IMC est supérieur ou égal à 30 kg/m2, avec différents stades en 

fonction de l’IMC et du risque de morbidité. En effet, l’obésité morbide (IMC ≥ 40 kg/m2) 

ferait perdre 8 à 10 années d’espérance de vie (2). Cependant, cet outil de mesure présente 

des limites. En effet, l’IMC ne permet pas de faire la distinction entre les masses osseuse, 

musculaire et adipeuse qui varient considérablement pour un même poids d’un individu à 

l’autre. De plus, l’IMC ne donne aucune information sur la répartition de la masse grasse, 

qui peut se répartir de deux manières distinctes. En cas d’excès d’adiposité sous-cutanée, 

c’est-à-dire au niveau des hanches et des cuisses, l’obésité est dite gynoïde, plus 

fréquemment  rencontrée chez les femmes ; alors qu’une répartition péri-abdominale et 

viscérale de l’adiposité définit l’obésité androïde, principalement rencontrée chez les 

hommes (3).  

Il existe donc d’autres types de mesures comme la mesure du tour de taille qui permet 

de déceler plus précisément un excès d’adiposité au niveau de l’abdomen, ou le ratio « tour 

de taille/tour de hanche » pour avoir une meilleure idée de la répartition de la masse grasse 

corporelle. Cependant ces mesures sont seulement utilisées en complément de l’IMC.  

Il est maintenant clairement établi que la répartition du tissu adipeux va avoir des 

conséquences différentes sur la santé.  Ainsi, alors que l’obésité gynoïde est plutôt associée à 

des complications de type mécanique (arthrose des articulations, insuffisance veineuse), 

l’obésité androïde est clairement associée à des complications métaboliques (dyslipidémie, 

diabète de type 2, stéatopathies métaboliques) (4) et vasculaires (coronaropathie, artérite des 

membres inférieurs, accident vasculaire cérébral,…) (Figure 2).  

 
 
 
 



14	
	

Figure 2 : Principales conséquences de l’obésité. 
L’obésité est une maladie chronique ayant des conséquences à la fois mécaniques telles que 
les arthropathies (arthrose, goutte), les insuffisances respiratoires d’origine restrictive ou 
d’apnées du sommeil mais également des conséquences métaboliques (encadrés bleus) telles 
que le diabète de type 2, les hépatopathies dysmétaboliques d’origine non alcoolique 
(NAFLD) et atteintes vasculaires (coronaropathie, accident vasculaire cérébral, artériopathie 
oblitérante des membres inférieurs). 
 
 
C. Etiologies de l’obésité 
 
Plusieurs facteurs étiologiques ont été identifiés dans la physiopathologie de l’obésité tels 

que la génétique, la sédentarité et l’environnement (5–7). Cependant, l’obésité résulte in fine 

d’un déséquilibre chronique de la balance énergétique, c’est-à-dire d’une dépense 

énergétique insuffisante par rapport à l’apport journalier en calories par l’alimentation (7,8). 

En effet, les aliments consommés fournissent de l’énergie à l’ensemble de l’organisme dont la 

dépense intègre trois composantes (9) : 

- La dépense énergétique de repos qui représente 60 % de la dépense énergétique 
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quotidienne est utilisée pour la circulation du sang via l’activité cardiaque, la respiration, les 

fonctions gastro-intestinales et rénales ainsi que la thermorégulation corporelle. 

- La thermogenèse post-prandiale représentant 10 % de la dépense énergétique quotidienne 

(digestion, transport et stockage des nutriments). 

- L’activité physique utilisant 30 % de la dépense énergétique quotidienne chez un individu 

de poids et de taille « standards ». 

Ainsi, un déséquilibre de la balance énergétique de façon répétée et à long terme contribue 

au développement de l’obésité qui se traduit cliniquement par une expansion du tissu 

adipeux blanc.   

Dans le chapitre suivant, nous décrirons les caractéristiques et grandes fonctions du tissu 

adipeux blanc mais également des autres tissus adipeux dont les localisations et fonctions 

métaboliques sont très différentes du tissu adipeux blanc.  
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Chapitre II : Les tissus adipeux 
 

A. Le tissu adipeux blanc 
 

Le tissu adipeux blanc représente 20 à 25 % de la masse corporelle chez la femme et 15 

à 20 % chez l’homme. Son rôle principal est de stocker l’énergie sous la forme de 

triglycérides, faisant de lui la principale réserve énergétique de l’organisme. Cette réserve 

énergétique est utilisée lorsque les réserves glucidiques sont épuisées par exemple lors d’un 

jeûne prolongé, d’un effort physique ou pendant les périodes de froid. De plus, il assure une 

isolation thermique et une protection des organes contre les chocs mécaniques.  

Longtemps considéré comme un organe inerte servant uniquement au stockage 

lipidique, le tissu adipeux est maintenant considéré comme un tissu endocrine capable de 

sécréter de nombreuses hormones et cytokines appelées « adipokines ». Ainsi, dans les 

conditions physiologiques, le tissu adipeux blanc est un organe majeur du système 

endocrinien et joue un rôle important dans le contrôle de l’homéostasie énergétique. 

 
1. Tissus adipeux sous-cutané et profond  
 
Il existe différents dépôts de tissu adipeux blanc. Classiquement, on distingue les 

dépôts sous-cutanés (superficiels) et les dépôts viscéraux (intra-péritonéaux) dont les 

caractéristiques métaboliques sont très différentes.  

Les hormones sexuelles jouent un rôle majeur dans la localisation sous-cutanée ou 

profonde du tissu adipeux. Les observations cliniques montrent que chez la femme, les 

œstrogènes sont impliqués dans la répartition des tissus adipeux avec une plus grande 

accumulation de graisse dans la région glutéo-fémorale et une accumulation moindre dans la 

région viscérale. En effet, chez les femmes en âge de procréer, l’activité de la lipoprotéine 

lipase (LPL)  est plus importante dans la région glutéo-fémorale qu’au niveau abdominal. A 

l’inverse, l’activité lipolytique est plus élevée au niveau abdominal que dans la région 

glutéo-fémorale. Cette différence tend à s’estomper avec la survenue de la ménopause. A 

contrario, chez les hommes avec une testostéronémie élevée, le volume du tissu adipeux 

abdominale est faible et augmente avec l’âge au fur et à mesure que la testostéronémie 

décroit. 
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Les tissus adipeux sous-cutanés et profonds présentent des caractéristiques 

métaboliques différentes. L’activité lipolytique est plus élevée dans le tissu adipeux viscéral 

que dans le sous-cutané contribuant ainsi à l’augmentation de la concentration des acides 

gras libres dans la circulation systémique. Cette activité lipolytique plus élevée dans le tissu 

adipeux viscéral s’explique par une différence régionale de l’action des hormones régulant la 

lipolyse. En effet, l’effet lipolytique des catécholamines est plus prononcé dans le tissu 

adipeux viscéral et l’effet anti-lipolytique de l’insuline plus faible que dans le tissu adipeux 

sous-cutané. Cette différence est en partie due à une augmentation de l’expression des 

récepteurs β-adrénergiques et à une affinité moindre du récepteur de l’insuline dans les 

adipocytes viscéraux que dans les adipocytes sous-cutanés.  

Le développement localisé d’un tissu adipeux (viscéral ou sous-cutané) n’aura pas la 

même conséquence sur la santé de l’individu. En effet, l’augmentation de la masse adipeuse 

viscérale est associée à un risque plus élevé de développer des maladies cardiovasculaires, 

un diabète de type 2 ou une stéatopathie dysmétabolique. A l’inverse, l’augmentation de la 

masse du tissu adipeux sous-cutané s’accompagne d’un moindre risque cardio-métabolique. 

 
 

2. Les différentes cellules du tissu adipeux blanc  
 

Quelle que soit sa localisation, le tissu adipeux blanc est composé principalement de cellules 

«graisseuses», appelées adipocytes (50 à 80 % de la fraction cellulaire) et d’une fraction 

stroma-vasculaire (SVF) constituée d’autres cellules jouant un rôle essentiel dans le 

renouvellement adipocytaire ainsi que dans l’homéostasie tissulaire (Figure 3).  
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Figure 3 : Les différentes types cellulaires du tissu adipeux blanc. 
Différentes populations cellulaires constituent le tissu adipeux blanc. Les adipocytes, 
volumineuses cellules graisseuses représentent la majorité des cellules du tissu.  La fraction 
stroma vasculaire englobe (SVF) les cellules immunitaires (macrophages, lymphocytes), les 
pré-adipocytes (cellules précurseurs des adipocytes) et les cellules endothéliales tapissant la 
paroi des vaisseaux. 
 
 

a) l’adipocyte blanc 
 

L’adipocyte blanc est une cellule volumineuse dont le cytoplasme est entièrement occupé par 

une énorme gouttelette lipidique constituée de triglycérides rejetant le noyau en périphérie 

contre la membrane.  

Il se caractérise par sa capacité à :  

(i) Stocker les acides gras sous forme de triglycérides, 

(ii) Libérer des acides gras non estérifiés (AGNE) qui serviront de substrats 

énergétiques pour les autres tissus, 

(iii) Produire et sécréter de nombreux facteurs (hormones, cytokines, chemokines, …) 

exerçant des fonctions endocrines, autocrines et paracrines. 
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(i) la synthèse des triglycérides 
 

Le stockage des lipides dans les adipocytes se fait principalement sous la forme de 

triglycérides (TG) qui résultent de l’estérification d’une molécule de glycérol par 3 acides 

gras (Figure 4). Chez l’Homme, les acides gras utilisés dans la synthèse des TG proviennent 

essentiellement des AGNE circulants, ou des acides gras alimentaires stockés sous la forme 

de TG dans les chylomicrons d’origine intestinale ou dans les Very Low Density 

Lipoproteins (VLDL) d’origine hépatique. Contrairement aux rongeurs, les acides gras 

synthétisés par la voie de la lipogenèse (synthèse de novo d’acides gras) contribuent très peu 

à la synthèse des TG dans le tissu adipeux humain.   

Les TG contenus dans les chylomicrons ou dans les VLDL sont hydrolysés par la LPL, 

une enzyme synthétisée et sécrétée par les adipocytes et ancrée par des ponts héparane 

sulfates sur les cellules endothéliales des capillaires sanguins (Figure 4). Les acides gras 

libérés suite à cette hydrolyse entrent dans les adipocytes par le récepteur CD36, sont activés 

en acyl-CoA par une acyl-CoA synthase et ré-estérifiés en TG. Les TG ainsi formés sont 

stockés au sein d’une gouttelette lipidique dont la membrane constituée d’une monocouche 

de phospholipides permet l’accumulation de lipides (hydrophobes) dans le cytoplasme.  

La synthèse des TG dans l’adipocyte est régulée par l’état nutritionnel. En période 

post-prandiale, l’insuline va d’une part activer l’expression de la LPL (10) et d’autre part 

augmenter son activité enzymatique par des mécanismes post-traductionnels tels que des 

glycosylations (11). Cette augmentation de la LPL en réponse à l’insuline va permettre le 

catabolisme des TG contenus au sein des lipoprotéines en acides gras puis leur stockage 

après estérification dans l’adipocyte.   
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Figure 4 : Synthèse des triglycérides dans l’adipocyte. 
Après la prise d’un repas, les triglycérides absorbés par l’intestin sont déversés dans la 
circulation sanguine au sein de chylomicrons à destination du tissu adipeux, endroit de 
stockage des graisses, sous le contrôle de l’insuline. Par ailleurs, l’afflux de glucides vers le 
foie, toujours sous le contrôle de l’insuline, va activer la lipogenèse, processus permettant la 
synthèse de lipides à partir du glucose. Ces acides gras seront estérifiés sous forme de 
triglycérides et exportés vers le tissu adipeux au sein des Very Low Density Lipoprotéines 
(VLDLs). 
La lipoprotéine lipase, sécrétée par l’adipocyte, va être transloquée dans la lumière artérielle 
et catalyser l’hydrolyse de chaque triglycéride en 3 molécules d’acides gras non estérifiés 
(AGNE) et une molécule de glycérol. 
Les acides gras non estérifiés sont transportés au sein de l’adipocyte via CD36 et vont être 
estérifiés à nouveau en triglycérides avec une molécule de glycérol-3-phosphate (G3P), issue 
de la glycolyse, pour être stockés au sein de la gouttelette lipidique. 
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(ii) la lipolyse 
 

La lipolyse correspond à l’hydrolyse des TG de la gouttelette lipidique en AGNE 

(Figure 5). Elle est le résultat de l’action successive de 3 lipases présentes dans le cytoplasme 

des adipocytes : l’Adipose Triglyceride Lipase (ATGL), l’Hormone sensitive lipase (HSL) 

puis la monoglycérol lipase. Les AGNE libérés au cours de la lipolyse sont déversés dans le 

sang et sont utilisables par les autres cellules de l’organisme à des fins énergétiques. La 

lipolyse est finement contrôlée par les hormones. En effet, lors d’un jeûne, l’augmentation 

des hormones du stress (adrénaline et noradrénaline) conduit à une activation de la lipolyse 

en stimulant l’activité de l’ATGL et de la HSL. Inversement, l’augmentation des 

concentrations d’insuline au cours des repas diminue l’activité lipolytique. L’activité de 

l’ATGL est contrôlée par la disponibilité de son co-activateur CGI-58 (Comparative-gene-

identification-58). En condition basale, CGI-58 est lié à la périlipine, une protéine qui 

recouvre la gouttelette lipidique. Lors d’un jeûne, les catécholamines vont activer la protéine 

kinase A (PKA) qui va phosphoryler la périlipine. Ceci entraîne la dissociation de CGI-58 de 

la périlipine qui peut alors interagir avec l’ATGL et ainsi l’activer. L’activation de la PKA 

conduit également par phosphorylation à une activation de la HSL. L’insuline va inhiber la 

lipolyse adipocytaire en activant une phosphodiestérase qui va dégrader l’AMPc en AMP et 

donc diminuer l’activation de la PKA et en conséquence la lipolyse (12). 
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Figure 5 : La lipolyse adipocytaire. 
La lipolyse correspond à l’hydrolyse d’un triglycéride contenu dans la gouttelette lipidique 
en 3 acides gras non estérifiés (AGNE). Elle est le résultat de l’action successive de 3 enzymes 
: l’Adipose Triglyceride Lipase (ATGL), l’Hormone Sensitive Lipase (HSL) puis la 
Monoglycérol Lipase (MGL). Les AGNE sont ensuite déversés dans la circulation sanguine à 
destination des organes cibles pour la β-oxydation tels que le foie ou les muscles. 
Lors d’un jeûne, les catécholamines vont activer la protéine kinase A (PKA) qui va 
phosphoryler la périlipine qui recouvre la gouttelette lipidique et activer la HSL par 
phosphorylation et l’ATGL. La phosphorylation de la périlipine va permettre aux lipases 
d’accéder aux triglycérides, déclenchant ainsi le processus de lipolyse. 
En revanche, l’insuline va inhiber la lipolyse adipocytaire en activant une phosphodiestérase 
qui va dégrader l’AMPc en AMP et donc diminuer l’activation de la PKA et en conséquence 
la lipolyse. 
 
 

(iii) La fonction sécrétoire de l’adipocyte blanc 
 
Longtemps considérés comme de simples cellules de stockage, les adipocytes ont 

acquis le statut de cellules sécrétrices après la découverte de la leptine, une adipokine 

capable de moduler la prise alimentaire. La liste des hormones et protéines sécrétées par le 

tissu adipeux blanc n’a depuis cessé de s’agrandir et a été estimé à plus de 600 (13). On 

distingue principalement 2 adipokines principales : la leptine et l’adiponectine. 
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La leptine, hormone de la satiété, agit au niveau de l’hypothalamus afin de réguler 

l’appétit créant ainsi un rétrocontrôle sur la prise alimentaire. Elle active par conséquence la 

voie anorexigène coupant la faim et inhibe la voie orexigène stimulant l’appétit. Cependant, 

les concentrations plasmatiques de leptine sont paradoxalement augmentées chez les 

individus en surcharge pondérale, probablement en raison de l’existence d’une résistance à 

la leptine. La leptine joue également un rôle important dans la régulation de l’homéostasie 

du glucose, indépendamment des actions sur la consommation alimentaire, la dépense 

énergétique ou le poids corporel en altérant la signalisation de l’insuline dans les adipocytes 

murins. Ainsi, la leptine est capable d’induire la lipolyse adipocytaire. Par ailleurs, elle est 

également impliquée dans la réponse inflammatoire favorisant la production de cytokines 

pro-inflammatoires. 

L’adiponectine circule à des concentrations plasmatiques, environ mille fois 

supérieures à celles de la leptine chez les adultes sains. Deux récepteurs « fonctionnels » de 

l’adiponectine ont été identifiés, AdipoR1 et AdipoR2. L’activation des récepteurs AdipoR1 

et AdipoR2 a de nombreux effets métaboliques bénéfiques. En effet, cela induit 

l’augmentation de l’oxydation des acides gras au niveau du foie et des muscles squelettiques 

par activation de l’AMPkinase, l’augmentation du captage du glucose cellulaire, la 

diminution de la néoglucogenèse hépatique et l’inhibition de l’inflammation ainsi que du 

stress oxydatif. Elle joue également un rôle essentiel dans la sensibilité à l’insuline et présente 

des effets anti-inflammatoires. Or, chez les individus présentant une obésité, l’expression de 

l’adiponectine dans le tissu adipeux est plus faible que chez les individus normopondéraux. 

De plus, alors que les concentrations plasmatiques d’adiponectine sont corrélées 

négativement avec l’IMC et l’expression de TNFα au sein du tissu adipeux, elles sont 

corrélées positivement avec la sensibilité à l’insuline. Finalement, il a également été montré 

que les deux récepteurs de l’adiponectine, AdipoR1 et AdipoR2, sont significativement 

diminués dans le muscle et le tissu adipeux des souris insulino-résistantes. Ainsi, l’obésité 

diminue non seulement les concentrations plasmatiques de l’adiponectine, mais aussi 

l’expression de ses récepteurs, réduisant la sensibilité à l’adiponectine et conduisant ainsi à 

une insulino-résistance, qui à son tour aggrave l’hyperinsulinémie, créant ainsi un cercle 

vicieux.  
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b) la fraction stroma-vasculaire 
 
Bien que les adipocytes soient le composant cellulaire majeur du tissu adipeux, ce 

dernier est également composé d’autres populations cellulaires jouant un rôle dans 

l’homéostasie tissulaire mais également dans la plasticité et l’expansion du tissu. Cet 

ensemble de cellules constitue la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux (Figure 3) et est 

composé de :  

(i) Cellules endothéliales et péricytes qui ont un rôle essentiel dans la vascularisation et 

l’angiogenèse tissulaire. 

(ii) Fibroblastes qui assurent le renouvellement de la matrice extracellulaire grâce à la 

sécrétion et à la destruction de la fibronectine et des fibres de collagènes via les 

métalloprotéinases matricielles (MMPs). 

(iii) Cellules immunitaires qui maintiennent l’homéostasie du tissu particulièrement les 

macrophages. 

(iv) Cellules souches mésenchymateuses et pré-adipocytes qui pourront former des 

adipocytes matures en fonction de la balance énergétique et des conditions hormonales.  

Ces dernières cellules joueront un rôle crucial lors de la prise pondérale au cours de 

l’obésité puisqu’elles permettront au tissu adipeux de se développer afin de stocker 

l’excédent énergétique. 

 
 
B. Le tissu adipeux brun 
 

Le tissu adipeux brun est présent tout au long de la vie des rongeurs et est localisé 

dans les régions inter-scapulaires, péri-aortiques, péri-cardiaques et péri-rénales. Chez 

l’Homme, il est présent chez les nouveau-nés pour maintenir la température corporelle puis 

les dépôts de tissu adipeux brun involuent progressivement pour être considérés comme 

absents à l’âge adulte. Néanmoins, en 2007, Nedergarrd et al. (14) ont démontré l’existence de 

ce tissu chez l’adulte à partir de données obtenues grâce à l’imagerie tomographique par 

émission de positions au fluorodésoxyglucose (FDG). En plus des tissus captant de larges 

quantités de glucose (le cœur, le cerveau) et la vessie (pour l’élimination du FDG), 

apparaissaient des zones de captage du FDG symétriques dont la densité et la 

localisation évoquaient celles du tissu adipeux brun. Les études suivantes (15,16) ont 

confirmé cette hypothèse en soumettant des sujets volontaires à un environnement 
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thermique contrôlé : l’exposition au froid augmente le captage de glucose dans la zone 

supra-claviculaire et les biopsies de cette région confirment l’expression ARNm et protéique 

d’UCP1 (Uncoupling Protein 1), marqueur spécifique du tissu adipeux brun. 

Contrairement au tissu adipeux blanc, les lipides sont organisés en de multiples petites 

gouttelettes au sein de l’adipocyte brun et les mitochondries y sont nombreuses, 

responsables de sa coloration brune. Tandis que les adipocytes blancs sont spécialisés dans le 

stockage d’énergie, les adipocytes bruns sont impliqués dans la thermogenèse, autrement dit 

dans la libération d’énergie par production de chaleur. Cette capacité est liée à la présence de 

la protéine découplante, UCP1. Sa présence permet la production de chaleur par les 

mitochondries à partir de la production d’ATP.  

Le phénotype brun résulte d’une cascade transcriptionnelle contrôlée par PRDM16 (PR 

domain containing 16), PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor γ) (marqueur de 

l'adipogenèse), PPARα et PGC1α (PPARγ Coactivator 1α), marqueurs de l'oxydation des 

acides gras et de la biogenèse mitochondriale et UCP1 (thermogenèse) (17). Ce tissu adipeux  

a suscité la curiosité des chercheurs seulement à partir des années 90 quand il a été observé 

que les souris dépourvues de tissu adipeux brun par invalidation de UCP1 développaient 

une obésité et des comorbidités associées (insulino-résistance, stéatose hépatique) et ce en 

l’absence d’hyperphagie (18).  

Alors que les tissus adipeux blanc et brun partagent de nombreuses caractéristiques : 

des marqueurs d’adipogenèse commun : PPARγ et C/EBPα (CCAAT Enhancer Binding 

Protein), SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein -1c), des fonctions communes 

comme le stockage des acides gras et leur mobilisation par la lipolyse, les études de lignage 

cellulaire montrent que l’origine des adipocytes blancs diffère de celle des bruns.  En effet, 

les adipocytes bruns comme les cellules du derme et les cellules musculaires squelettiques 

dérivent d’une même cellule précurseur exprimant Myf5 (Myogenic Factor 5) et provenant 

du dermomyotome. Myf5 est un facteur de transcription spécifique et précoce de la 

différenciation musculaire et seules les cellules ayant exprimés Myf5 se différencieront en 

adipocytes bruns ou en myocytes. Dans le tissu adipeux blanc, les cellules progénitrices 

n’expriment pas Myf5. A la recherche de régulateurs transcriptionnels, Seale et al. (17) ont 

identifié la protéine PRDM16 comme un facteur clef dans la différenciation des adipocytes 

bruns. Surexprimé dans les pré-adipocytes blancs, PRDM16 est capable d’induire 

l’expression de PGC1α et d’UCP1, déclenchant ainsi le programme de différenciation des 
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adipocytes bruns. L’expression ectopique de PRDM16 dans les myoblastes suffit à induire 

une trans-différenciation en adipocytes bruns (19).  

 
Contrairement aux adipocytes blancs, les adipocytes bruns présentent une forte activité 

oxydative du fait de la présence d’un grand nombre de mitochondries. Les acides gras à 

chaînes courtes ou moyennes entrent par simple diffusion au sein de la matrice 

mitochondriale pour être oxydés. La membrane mitochondriale étant imperméable aux 

acides gras à longues chaînes, ces derniers la franchissent en étant convertis en acyl-carnitine 

à partir de la carnitine. L'entrée dans la matrice s'effectue via : un système de navettes : les 

carnitine acyltransférases I et II, sur la membrane externe et interne de la mitochondrie. Dans 

la matrice, les acyl-CoA sont oxydés libérant un acétyl-CoA à chaque tour d’hélice de Lynen 

comprenant une séquence de réactions utilisant 4 enzymes. Les acétyl-CoA ainsi produits 

vont ensuite alimentés le cycle de Krebs et contribuer dans la chaîne respiratoire au transport 

d'H+ hors de la membrane interne mitochondriale. Ces ions H+ vont ensuite rentrer dans la 

membrane mitochondriale par l'UCP1, un canal à protons sans production d'ATP mais avec 

production de chaleur. 

 

 
C. Le tissu adipeux beige 
 

Un troisième type de tissu adipeux a été rapporté ces dernières années : le tissu 

adipeux beige. Celui-ci est composé d’adipocytes présentant les mêmes caractéristiques que 

l’adipocyte brun (gouttelettes lipidiques multiloculaires et une quantité importante de 

mitochondries dans le cytoplasme avec la présence à la membrane interne de la protéine 

UCP1 et possèdent une activité de thermogenèse importante mais sont localisés au sein du 

tissu adipeux blanc. Son origine reste encore sujette à des controverses aujourd’hui. Lors 

d’une exposition au froid, des cellules adipeuses brunes sont observées dans le tissu adipeux 

sous-cutané des souris. Deux hypothèses sont discutées quant à l’origine de ces cellules 

adipeuses brunes. La première serait que ces cellules proviennent d’une différenciation d’un 

pool de précurseurs déjà présent dans le tissu adipeux blanc. Cette hypothèse est défendue 

par l’observation de la présence d’UCP1 dans des adipocytes différenciés issus de cellules 

précurseurs du tissu adipeux blanc (20). La seconde hypothèse serait que ces adipocytes 

bruns soient directement issus de la trans-différenciation des adipocytes blancs matures (21).  
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Outre la localisation tissulaire, une des différences notables entre adipocytes bruns et 

adipocytes beiges réside dans le caractère inductible des adipocytes beiges après stimulation, 

notamment par exposition au froid. On parle alors de brunissement ou de « browning » du 

tissu adipeux blanc. Ce processus n’est pas généralisable à tous les dépôts de tissu adipeux 

blanc puisque seul le dépôt sous-cutané y serait particulièrement sensible. Mis à part le froid, 

d’autres conditions physiopathologiques sont associées à un brunissement du tissu adipeux 

blanc, comme l’exercice physique (22,23), les brûlures étendues (24) ou la cachexie liée au 

cancer (25). In vivo, en réponse au froid, l’adiponectine, sécrétée par les adipocytes beiges, 

agit de façon paracrine et active les macrophages résidents du tissu adipeux blanc sous-

cutané qui stimulent le browning en réponse à l’adiponectine (26).  

L’implication des cellules immunitaires dans ce processus n’a été étudiée que de façon 

très récente, et reste incomprise. Chez la souris, les éosinophiles sont impliqués dans le 

processus de browning du tissu adipeux blanc via la production d’IL-4, induisant une 

polarisation M2 des macrophages (27,28). Ces derniers seraient alors capables de synthétiser 

et de sécréter des catécholamines telles que l’adrénaline et la noradrénaline, induisant le 

browning en augmentant l’expression d’UCP-1 dans les adipocytes par l’intermédiaire des 

récepteurs β3-adrénergiques (29). Néanmoins, cette hypothèse a été remise en cause 

récemment. En effet, les expériences d’invalidation d’expression du gène de la tyrosine 

hydroxylase (enzyme clé dans la voie de synthèse des catécholamines), spécifiquement dans 

les cellules immunitaires, ne perturbent pas le browning du tissu adipeux chez les souris 

exposées au froid (30). Ainsi, l’hypothèse de sécrétion de catécholamines par les 

macrophages M2 induisant le browning reste encore nébuleuse à ce jour.  

Une autre contribution inattendue a été apportée par une étude montrant que les 

macrophages moduleraient l'innervation du tissu adipeux brun (31). L’invalidation ciblée du 

facteur de transcription méthyl-CpG-binding protein 2 (Mecp2) dans les macrophages de 

souris induit une obésité et modifie l'activité sympathique du tissu adipeux brun et l’activité 

locale des cathécholamines, conduisant à une diminution de l'expression d’UCP1 et de la 

thermogenèse. Ainsi, une interaction système sympathique et macrophages pourrait 

également jouer un rôle dans le développement du tissu adipeux beige. 
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Chapitre III : Rôle du tissu adipeux blanc dans l’installation de 
l’insulinorésistance et de l’inflammation de bas grade au cours de 
l’obésité 
 

A. Expansion du tissu adipeux blanc  

 
Au cours de l’obésité, le tissu adipeux blanc va s’expandre et ceci va contribuer à 

l’installation d’une inflammation chronique et d’une insulino-résistance qui joueront un rôle 

majeur dans la mise en place des complications métaboliques de l’obésité que sont le diabète 

de type 2 et les stéatopathies dysmétaboliques (32,33).  

L’expansion du tissu adipeux est la conséquence de deux mécanismes : l’hypertrophie 

adipocytaire et l’hyperplasie du tissu adipeux (Figure 6). L’hypertrophie adipocytaire est le 

résultat d’une balance estérification/lipolyse en faveur de la synthèse des triglycérides qui in 

fine va augmenter la taille de l’adipocyte. Au-delà d’une certaine taille, l’adipocyte ne grossit 

plus car il ne peut se diviser. L’augmentation des capacités de stockage du tissu adipeux va 

alors requérir une augmentation du nombre de cellules par un processus appelé hyperplasie 

(34,35). Ceci se fait à partir de cellules précurseurs, les cellules souches mésenchymateuses 

localisées dans la fraction SVF (36,37). Ce processus implique une prolifération des cellules 

précurseurs et leur différenciation en adipocytes matures. Outre les cellules souches 

mésenchymateuses, la fraction SVF contient également des pré-adipocytes qui, en condition 

adipogénique, acquièrent les fonctions métaboliques et sécrétoires des adipocytes matures 

(38). L’adipogenèse a été très étudiée in vitro à partir de la lignée cellulaire murine 3T3L1 

(39). Cette différenciation est composée de deux étapes majeures. La première est l’étape de 

détermination des cellules souches mésenchymateuses vers la lignée adipocytaire donnant 

lieu à des adipoblastes. La deuxième étape correspond à l’étape de différenciation 

adipocytaire proprement dite, c’est-à-dire à la maturation des pré-adipocytes en adipocytes. 

L’acteur central de cette différenciation adipocytaire est le facteur de transcription PPARγ 

(40,41). Activé par les acides gras ou par leurs dérivés, PPARγ déclenche alors un 

programme de différenciation complexe stimulant l’accumulation lipidique et l’expression 

d’un large panel de gènes spécifiques des adipocytes matures. Outre PPARγ, les facteurs de 

transcription de la famille des C/EBPs jouent également un rôle décisif dans l’adipogenèse. 

En effet, C/EBPβ et C/EBPδ interviennent précocement dans la différenciation en induisant 
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l’expression de PPARγ tandis que C/EBPα permet le maintien de son expression dans les 

phases tardives (42). Ainsi, la famille des C/EBPs et PPARγ jouent un rôle primordial dans 

l’adipogenèse : des études sur génome entier des adipocytes matures montrent que PPARγ 

et C/EBPs induisent environ 60 % des gènes adipocytaires durant la différenciation et sont 

nécessaires à leur maintien (43). 

Une fois différenciés, les adipocytes matures ne retournent plus au stade de 

précurseurs et restent disponibles pour stocker à nouveau les lipides. Leur nombre peut 

rester élevé même après une perte de poids importante. Ainsi, la perte de poids est associée à 

une diminution en taille des adipocytes et non à une diminution du nombre. 

Figure 6 : Hypertrophie, hyperplasie et inflammation lors de l’expansion du tissu 
adipeux blanc au cours de l’obésité. 
Lors d’une prise pondérale, le tissu adieux blanc s’expand via l’hypertrophie et l’hyperplasie 
adipocytaire. Au début de la maladie, le mécanisme d’expansion adipocytaire est maîtrisé 
avec une angiogenèse adéquat permettant la bonne oxygénation des adipocytes 
hypertrophiés et ceux nouvellement différenciés. L’atteinte de la limite maximale 
d’expansion du tissu adipeux induit le développement de zones hypoxiques en son sein, 
conduisant à la nécrose de certains adipocytes. Cette souffrance adipocytaire va induire une 
inflammation avec un recrutement local de macrophages. L’inflammation chronique va 
conduire in fine à la fibrose du tissu adipeux. L’insulino-résistance du sujet s’accroît de 
manière concomitante à l’expansion du tissu adipeux et s’accentue en présence de 
l’inflammation. 
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B. Rôle du tissu adipeux dans l’inflammation de bas grade au cours de l’obésité  
 

Une des anomalies majeures caractérisant le tissu adipeux des individus obèses est une 

inflammation chronique de bas grade principalement liée à l’infiltration et à la prolifération 

de cellules immunitaires pro-inflammatoires au sein du tissu adipeux blanc. Ces cellules 

immunitaires impliquant des lymphocytes T, des éosinophiles et des cellules présentatrices 

d’antigènes (cellules dentritiques) peuvent influencer à différents degrés la polarisation des 

macrophages du tissu adipeux vers un phénotype inflammatoire. Cet état inflammatoire du 

tissu adipeux est associé à une production anormale d’adipokines et de molécules 

inflammatoires qui vont contribuer à générer des complications fonctionnelles au niveau du 

TA lui-même mais également au niveau systémique, étendant ainsi les complications aux 

autres organes tels que le foie ou le muscle.  

 
1. Le tissu adipeux obèse est soumis à de multiples stress  
 
Au cours de l’obésité, l’apport élevé en nutriments engendre une augmentation du flux 

d’acides gras dans les adipocytes qui constitue un des événements initiateurs de 

l’inflammation du tissu adipeux (Figure 7). En effet, les acides gras saturés tel que le 

palmitate en se liant au récepteur TLR4 (Toll like receptor 4) induisent une cascade de 

signalisation conduisant à la production de cytokines pro-inflammatoires tel que le TNFα 

(Tumor Necrosis Factor α) par les adipocytes (44). Le palmitate peut également être 

métabolisé en céramides qui peuvent aussi induire une inflammation et une résistance à 

l’insuline en activant l’inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain 

containing 3) (45). Les inflammasomes sont des plateformes de signalisation multiprotéiques 

assemblées par des récepteurs cytosoliques qui détectent les agents pathogènes, ou les 

dommages subis par la cellule. Leur formation aboutit à l’activation des caspases 

inflammatoires (les caspases-1 et 11chez la souris). Ces caspases contrôlent la maturation, par 

un clivage direct de pro-cytokines cytosoliques, dont l’IL1β et l’IL-18. 

Les acides gras saturés et plus particulièrement le palmitate sont également 

responsables de l’activation du stress du réticulum endoplasmique (RE) dans le tissu 

adipeux (46). Cette activation du stress du RE dans le tissu adipeux de souris obèses est 

associée à une augmentation de l’inflammation et de l’insulino-résistance (47). Chez 
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l’Homme, il a été observé que le stress du RE est augmenté dans le tissu adipeux de patients 

obèses et diminue après une perte de poids provoquée par la chirurgie bariatrique (46,48).  

 Enfin, l'accumulation de lipides au sein du tissu adipeux est corrélée à une 

augmentation du stress oxydant dans les tissus adipeux humain et murin. Ce stress oxydant 

provoque notamment une diminution de la sécrétion de l’adiponectine, hormone insulino-

sensibilisatrice et une augmentation de la sécrétion de molécules pro-inflammatoires telles 

que le plasminogène, l’IL6 ou MCP1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1) (49).  
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Figure 7 : L’inflammation au sein tu tissu adipeux : un dialogue enflammé entre 
l’adipocyte et le macrophage.  
L’obésité survient en présence d’une alimentation riche de manière chronique et est 
caractérisée par une inflammation de bas grade. Les cytokines inflammatoires (TNFα, IL6 et 
IL1β) et les acides gras non estérifiés provenant de l’alimentation sont capables d’activer les 
voies inflammatoires (NFκB, MAPK, NLRP3) au sein de l’adipocyte et/ou du macrophage en 
se fixant sur leur récepteur respectif (récepteur aux cytokines ou TLR (Toll like Receptor). 
L’activation de ces voies va induire la transcription de gènes impliqués dans la réponse 
inflammatoire et la libération dans la circulation sanguine des cytokines dont TNFα, IL6 et 
IL1β et des chimiokines attirant de nouveaux macrophages sur le site inflammatoire. 
L’environnement inflammatoire ainsi créé va entraîner une insulino-résistance locale et 
induire une lipolyse accrue des adipocytes relarguant par conséquent des acides gras non 
estérifiés (AGNE), qui à leur tour pourront voir un effet paracrine ou autocrine en se fixant 
sur le TLR des macrophages ou des adipocytes voisins. L’inflammation va également induire 
un stress du reticulum endoplasmique (RE) qui, à son tour, alimentera la cascade 
inflammatoire. 

 
 

 



33	
	

2. L’expansion du tissu adipeux s’accompagne d’une hypoxie locale 
 
Lors de l’obésité, le tissu adipeux subit une expansion importante résultant de 

l’augmentation de la taille et du nombre des adipocytes. Cette expansion du tissu adipeux 

engendre une mauvaise diffusion de l’oxygène à travers le tissu créant ainsi des zones de 

micro-hypoxie (Figure 6) (33). Or, ce phénomène d’hypoxie provoque un dysfonctionnement 

du tissu adipeux. Un des régulateurs clés de l’hypoxie est le facteur HIF1 (Hypoxia Inducible 

Factor) (50). HIF1 est une protéine hétéro-dimère, avec une sous-unité HIF-1α sensible aux 

variations d’oxygène et une sous-unité HIF-1β constitutivement exprimée. En condition 

normale d’oxygène, la sous-unité HIF-1α est dégradée par le protéasome suite à son 

hydroxylation.  En  hypoxie, l’hydroxylation  et  la  dégradation  de  HIF-1α  sont  inhibées,  

ce  qui  se  traduit  par  une stabilisation  de  HIF-1α  et  une  activation  du  complexe  

transcriptionnel  HIF-1 (51). L’accumulation de HIF1 conduit d’une part à une inhibition de 

la signalisation insulinique (52) et d’autre part à la production d’une multitude de cytokines 

pro-inflammatoires telles que PAI1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1), MCP1 et IL6 (53–55).  

 
 

3. Recrutement macrophagique dans le tissu adipeux chez l’obèse  
 

Outre les anomalies adipocytaires acquises au cours de l’obésité avec la sécrétion de 

cytokines inflammatoires et de chemokines, le tissu adipeux présente également une 

augmentation du nombre de macrophages en son sein avec un recrutement des monocytes 

circulants (Figure 7). L’accumulation de cellules immunitaires dont les macrophages a été 

rapportée pour la première fois en 2003. Cette accumulation se fait de manière 

proportionnelle à l’adiposité et est associée positivement à l’inflammation et à la résistance à 

l’insuline (56,57). L’infiltration macrophagique est plus importante dans le tissu adipeux 

viscéral que dans le tissu adipeux sous-cutané (58), expliquant ainsi le fait que le tissu 

adipeux viscéral soit plus fortement corrélé avec les complications métaboliques que le tissu 

adipeux sous-cutané. Bien que des macrophages résidents soient présents dans le tissu 

adipeux des sujets minces, l’acquisition d’un phénotype délétère et leur accumulation se fait 

dans un contexte obésogène (59). Les études de transplantation de moelle osseuse chez la 

souris ont permis de démontrer que le recrutement macrophagique au sein du tissu adipeux 

au cours de l’obésité se fait essentiellement via les monocytes sanguins (56,60). 
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L’augmentation des chimiokines telles que MCP1, sécrétées par les adipocytes 

hypertrophiques et les macrophages, joue un rôle physiopathologique majeur dans le 

recrutement et l’infiltration monocytaire au sein du tissu adipeux des sujets obèses. D’autres 

chimiokines sont également augmentées au cours de l’obésité telles que CXCL14 

(Chemokine (C-X-C motif) ligand 14), MIP-1α (Macrophage Inflammatory Protein 1α), 

MCP2, MCP3, CCL5 (Chemokines C-C motif Ligand 5), IL8, CCL20 (Chemokines C-C motif 

Ligand 20), favorisant également le recrutement de monocytes et de nombreux autres types 

cellulaires dans le tissu adipeux des sujets obèses (57,61). De plus, la nécrose adipocytaire, 

principalement induite par une hypertrophie incontrôlée engendrant une hypoxie cellulaire, 

contribue également au recrutement des macrophages. Il en résulte des amas de 

macrophages disposés autour des adipocytes nécrotiques appelés « structures en couronne » 

(CLS pour Crown Like Structure) (62,63). Ainsi, les macrophages vont fusionner pour 

phagocyter la gouttelette lipidique résiduelle, formant un grand syncytium multi-nucléé 

chargé en lipides qui est une caractéristique de l’inflammation chronique (62). Enfin, les 

AGNE libérés par les adipocytes vont activer le TLR4 à la surface membranaire des 

macrophages, perpétuant ainsi la réponse inflammatoire et l’accumulation de macrophages 

(44,64).  

Le rôle majeur des macrophages dans l’inflammation chronique et dans l’installation 

de l’insulinorésistance a été démontré dans de nombreuses études. Ainsi, la diminution de 

l’infiltration macrophagique  par inhibition de CCR2 (C-C Chemokine Receptor type 2) dans 

des modèles génétiques murins invalidés pour CCR2 ou par l’utilisation d’anticorps anti-

CCR2 ou encore par la destruction des macrophages par injection de clodronate réduit 

considérablement l’expression des cytokines inflammatoires dans le tissu adipeux et 

améliore la sensibilité à l’insuline chez les souris soumises à un régime riche en lipides (65–

67). 

 
 

4. Polarisation des macrophages dans un contexte obésogène 
 

Il existe plusieurs sous-populations de macrophages caractérisées par leur phénotype 

et leur rôle immunitaire (68). Dans le tissu adipeux des sujets obèses, en plus de leur nombre, 

les macrophages sont polarisés vers un phénotype dit pro-inflammatoire. En effet, alors que 

dans le tissu adipeux des souris minces les macrophages sont principalement de type M2 ou 
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« alternativement activés » ; au cours de l’obésité, il y a une accumulation des macrophages 

dits M1 ou « classiquement activés » (Figure 7). 

 Les macrophages M2 dont la polarisation est induite par les cytokines IL4 et IL13, 

principalement sécrétées par les lymphocytes T auxiliaires (Th) 2 sont présents dans le tissu 

adipeux des souris minces (69). Ils produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que 

l’IL10  et le TGFβ (Transforming Growth Factor β) et sont associés à la réparation tissulaire 

ainsi qu’à la résolution de l’inflammation (70). La diminution de la sécrétion de 

l’adiponectine au cours de l’obésité participe probablement à la perte du phénotype M2 des 

macrophages (71,26). Il a été montré que PPARγ et PPARδ régulent la transcription de 

plusieurs gènes biomarqueurs des macrophages M2, comme l’arginase 1 et le récepteur 

antagoniste de l’IL-1 (72–74). Ainsi, les macrophages M2 préservent les fonctions 

métabolique et sécrétoire des adipocytes. Ils participent également au remodelage du tissu 

adipeux en assurant la clairance des adipocytes morts mais également le recrutement et la 

différenciation des progéniteurs adipocytaires par sécrétion d’ostéopontine, une protéine 

d'adhérence du tissu osseux sécrétée également par les macrophages avec des propriétés 

chimiotactiques pour les cellules précurseurs adipocytaires in vitro. Son invalidation 

génétique conduit à la diminution de la formation des structures en couronnes ainsi que la 

prolifération et la différenciation des progéniteurs in vivo (75). 

Au cours de l’obésité, l’augmentation de l’interféron γ, principalement sécrété par les 

lymphocytes NK et Th1, et des endotoxines issues du dysbiote intestinal tels que le LPS 

(lipopolysaccharide) induit la polarisation M1 des monocytes/macrophages (76). Ces 

macrophages M1 produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFα et l’IL6, 

expriment l’oxyde nitrique synthase et produisent des espèces réactives de l’oxygène (ROS) 

(70) induisant ainsi une inflammation et l’insulino-résistance tissulaire.  

Ainsi, les macrophages M2 servent à maintenir l’homéostasie du tissu adipeux et la 

sensibilité à l’insuline tandis qu’au cours de l’obésité, l’augmentation des macrophages M1 

favorisent l’inflammation chronique de bas grade et la résistance à l’insuline (77,78). 
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C. Rôle du tissu adipeux dans l’installation de l’insulinorésistance au cours de 
l’obésité  
 
Au cours de l’obésité, l’augmentation des flux d’acides gras au sein du tissu adipeux ainsi 

que la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires vont jouer un rôle majeur dans 

l’installation de l’insulinorésistance d’abord adipocytaire puis systémique. Avant d’évoquer 

les mécanismes sous-jacents, il apparait important de rappeler comment l’insuline transmet 

son message et quelles en sont les conséquences métaboliques.  

  
1. Voie de signalisation insulinique 

 
L’ensemble des effets métaboliques de l’insuline résulte de sa liaison à un récepteur 

présent à la surface de toutes les cellules insulino-sensibles de l’organisme, mais exprimé 

majoritairement dans trois tissus cibles : le foie, le muscle et le tissu adipeux. Le récepteur à 

l’insuline appartient à la famille des récepteurs de facteurs de croissance possédant une 

activité tyrosine kinase au niveau de leur domaine intracellulaire. Le récepteur à l’insuline 

est formé de deux chaînes α et β transmembranaires. Chaque sous-unité α possède un 

domaine de liaison à l’hormone, cependant, une seule molécule d’insuline permet 

l’activation du récepteur. Les deux sous-unités β possèdent chacune un domaine 

transmembranaire conférant au récepteur une mobilité latérale. En l’absence d’insuline, les 

sous-unités α maintiennent le récepteur en configuration inactive. Chaque sous-unité β 

possède un domaine à activité tyrosine kinase intracellulaire avec une boucle régulatrice qui 

occlut le site catalytique tyrosine kinase. 

Lors de son activation, la liaison de l’ATP sur son site permet le dépliement de cette 

boucle et la trans-phosphorylation sur des résidus tyrosine de chaque sous-unité β. Le 

domaine tyrosine kinase est alors complètement activé et peut ainsi phosphoryler d’autres 

tyrosines présentes sur les chaînes β, conduisant à une autophosphorylation du récepteur, 

mais également à la phosphorylation de protéines substrats (79).  

Les protéines IRS (Insulin Receptor Substrate), dont les principales sont IRS1 et IRS2, 

sont les premières à être recrutées au niveau de la face cytosolique de la membrane 

plasmique et se fixent au récepteur de l’insuline sur la tyrosine 960 phosphorylée. Les 

protéines IRS sont alors phosphorylées grâce à l’activité kinase du récepteur sur des résidus 

tyrosines spécifiques. Les protéines IRS ainsi phosphorylées sont à leur tour reconnues par 



37	
	

des protéines relais dont la phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K). La PI3K est l’une des 

principales protéines activées par cette liaison des IRS1 et 2. Elle est formée d’une sous-unité 

régulatrice p85 qui se lie à l’IRS et d’une sous-unité catalytique p110. Suite à l’activation de la 

PI3K par l’insuline, du PIP3 (phosphatidyl-inositol 3 phosphate) est généré à partir du PIP2. 

Ce dernier constituera un site de reconnaissance pour d’autres kinases telles que la PKB/Akt 

(Protéine Kinase B) permettant ainsi sa mobilisation du cytosol à la membrane où elle sera 

activée par phosphorylation (79). La PKB activée va à son tour phosphoryler et activer 

d’autres relais intracellulaires impliqués en priorité dans les effets métaboliques de 

l’hormone (Figure 8).  

Outre la voie PI3 kinase, une autre voie importante de signalisation de l’insuline est la 

voie des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), commune à de nombreux facteurs de 

croissance et qui permet, in fine, la croissance et la prolifération cellulaire.  

La fin du signal insuline implique la dégradation de l’hormone après internalisation des 

complexes insuline-récepteur dans les endosomes. La majorité des récepteurs est recyclée au 

niveau de la membrane, tandis que d’autres sont dégradés. Dans les conditions 

physiologiques, les récepteurs nouvellement synthétisés permettent de restaurer un nombre 

normal de récepteurs sur la cellule. En revanche, en présence d’un hyperinsulinisme 

persistant, les cycles d’internalisation/recyclage aboutissent à une diminution du nombre de 

récepteurs à la surface participant de façon secondaire à l’installation d’un phénomène de 

résistance à l’insuline. 
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Figure 8 : Signalisation et effets métaboliques de l’insuline. 
La fixation de l’insuline sur son récepteur induit l’auto-transphosphorylation de ce dernier 
via  son activité récepteur tyrosine kinase. L’apparition de domaines phosphorylés sur le 
récepteur de l’insuline permet le recrutement d’IRS1 qui, à son tour, est phosphorylé par le 
récepteur de l’insuline sur ses résidus tyrosine. Ceci permet le recrutement de la 
Phosphoinositide-3-kinase (PI3K) qui métabolise Phosphatidyl-inositol-diphosphate (PIP2) 
en Phosphatidyl-inositol-triphosphate (PIP3). PIP3 permet ensuite le recrutement d’AKT (ou 
PKB, Protéine kinase B) à la membrane plasmique. Akt est alors phosphorylée sur son résidu 
sérine 473 (Ser473) et sur son résidu thréonine 308 (Thr308). Akt relayera ainsi l’action de 
l’insuline en induisant de manière indirecte la translocation des vésicules contenant GLUT4 à 
la membrane plasmique, permettant ainsi l’entrée du glucose dans la cellule. Akt activée 
phosphorylera aussi la Glycogène Synthase Kinase 3 (GSK3), la rendant inactive permettant 
ainsi la synthèse du glycogène à partir du glucose via la Glycogène Synthase.  
Outre son activité médiée par IRS1/PIP3K/Akt, l’insuline a un effet pléïotrope dont une 
partie est médiée par la voie des MAP kinase (MAPK) assurant la croissance et la survie 
cellulaire. 
 
 

2. Effets métaboliques de l’insuline 
 

L’insuline est une hormone hypoglycémiante exerçant des effets anaboliques. Elle 

stimule l’entrée du glucose dans les tissus et son stockage sous la forme de glycogène dans le 

foie et dans les muscles squelettiques ou sous la forme d’acides gras dans le foie et le tissu 
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adipeux. Un de ses rôles majeurs est également d’inhiber la production de glucose 

(glycogénolyse et néoglucogénèse) par le foie (Figure 8).  

L’effet de l’insuline sur le transport du glucose est sans doute l’un des effets les mieux 

étudiés. L’insuline augmente le transport de glucose dans les muscles et les adipocytes en 

induisant la translocation de vésicules intracellulaires contenant les transporteurs GLUT4 

(Glucose Transporter 4) vers la membrane plasmique. Ce processus met en jeu la 

phosphorylation d’AS160 (Akt Substrate 160) par PKB permettant en conséquence la 

translocation de GLUT4 à la membrane plasmique (79). Un des substrats majeurs de 

l’insuline est la protéine GSK3 (Glycogène Synthase Kinase 3) qui est phosphorylée et 

inhibée par la PKB conduisant à une augmentation de la glycogénogénèse (71). Dans le foie, 

l’insuline permet également de stocker le glucose sous la forme d’acides gras par la voie de la 

lipogénèse. L’effet de l’insuline sur la lipogénèse s’exerce principalement à un niveau 

transcriptionnel en activant le facteur de transcription lipogénique SREBP-1c. Finalement, 

dans le tissu adipeux, l’insuline inhibe la lipolyse en activant une phosphodiestérase qui 

dégrade l’AMPc en AMP, empêchant ainsi l’activation de la PKA et donc la phosphorylation 

activatrice de la HSL.   

 
 

3. Altération de la voie insulinique au cours de l’obésité 
 
Au cours de l’obésité, les acides gras ou certains de leurs métabolites (céramides, 

diacyglycérol), l’hypoxie, le stress du RE et les cytokines pro-inflammatoires vont conduire à 

une altération de la voie de signalisation insulinique. Ces facteurs agissent en activant 

différentes voies de signalisation impliquant entre autres des kinases de stress (PKCε, PKCζ, 

MAPK, JNK (c Jun Kinase)), la voie NFκB/IKKβ (Nuclear Factor κB/ IKβ kinase) et 

l’inflammasome (80).Toutes ces voies de signalisation convergent vers la phosphorylation  

des protéines IRS sur des résidus sérines ou thréonines ce qui empêche la phosphorylation 

sur les résidus tyrosine bloquant ainsi la propagation du signal insulinique (Figure 9) (81). 

La voie NFκB, qui est activée par le LPS, un glycolipide constituant de la membrane 

externe des bactéries Gram négatif, ou les acides gras via les TLR joue un rôle essentiel dans 

l’insulinorésistance induite par l’inflammation. En effet, de nombreuses cibles de NFκB tels 

que le TNF-α, l’IL6 et CCL2 sont augmentées dans le TA des individus en situation d’obésité 

et contribuent au blocage de la signalisation insulinique. De façon intéressante, l’inhibition 
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de la voie NFκB par des inhibiteurs pharmacologiques de IKK ou par son invalidation 

génique améliore la résistance à l’insuline induite par un régime riche en graisses (82,83). La 

JNK est une kinase de stress qui joue un rôle clé dans l’inflammation et l’inhibition de la 

sensibilité à l’insuline induite par le stress du RE (84). Son invalidation améliore la résistance 

à l’insuline induite par l’obésité.  

Les AGNE et les céramides activent l’inflammasome dans les macrophages (45,85). La 

délétion de constituants de l’inflammasome tels que NLRP3, la caspase-1 ou l’ASC conduit à 

une diminution de l’inflammation du TA chez l’obèse due une diminution des macrophages 

inflammatoires et améliore la sensibilité à l’insuline (45,85,86).  

Figure 9 : Altération de la signalisation insulinique dans l’obésité et le diabète de 
type 2. 
La présence d’une inflammation, d’acides gras non estérifiés (AGNE) circulant et de leurs 
dérivés tels que les céramides ou les diacyl-glycérol (DAG) active la protéine kinase C (PKC) 
et la IκB kinase (IKK) qui vont inhiber la signalisation insulinique en phosphorylant le 
récepteur de l’insuline sur ses résidus thréonine et IRS1 sur son résidu Ser307. Ceci va 
empêcher la transduction du signal en aval avec l’absence de phosphorylation d’Akt et 
bloquer en conséquence le signal de l’insuline.  
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La mise en place d’une inflammation bas grade dans le tissu adipeux conduit donc à une 

insulinorésistance locale qui va avoir des répercussions importantes sur l’homéostasie 

énergétique. En effet, la résistance à l’insuline adipocytaire va entrainer une lipolyse accrue 

conduisant à une augmentation des AGNE circulants qui vont être captés et stockés sous la 

forme de dépôts ectopiques dans le foie, les muscles squelettiques, et la cellule ß 

pancréatique. Ces acides gras et plus particulièrement leurs dérivés comme les céramides ou 

les diacylglycérols vont conduire par les mêmes mécanismes que décrits précédemment à 

l’apparition d’une insulinorésistance dans le foie et les muscles squelettiques, phénomène 

également exacerbé par les cytokines pro-inflammatoires provenant du tissu adipeux. Au 

niveau de la cellule ß du pancréas, la lipotoxicité et les cytokines proinflammatoires vont 

conduire à une diminution de la sécrétion d’insuline. Celle-ci combinée à l’insulinorésistance 

périphérique conduira au développement des co-morbidités associées à l’obésité comme le 

diabète de type 2 et les stéatopathies dysmétaboliques.    
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Chapitre IV : Les complications métaboliques de l’obésité 
 

A. Le diabète de type 2 

 
Le diabète est une maladie métabolique chronique qui se caractérise selon les 

définitions établies par l’OMS par une glycémie veineuse à jeun supérieure à 1,10 g/L. Une 

glycémie à jeun comprise entre 1,10 et 1,26 g/L définit une hyperglycémie modérée à jeun et 

est caractéristique d’un état de pré-diabète. Le diabète est lui défini par une glycémie à 

jeun supérieure ou égale à 1,26 g/L à deux reprises, seuil défini à partir duquel débute la 

microangiopathie diabétique (rétinopathie) (87).  

L’hyperglycémie est la conséquence d’un défaut d’action de l’insuline sur les tissus 

cibles et d’un déficit de sa sécrétion. L’insulinopénie et l’insulino-résistance sont donc les 

deux composantes principales du diabète de type 2.  

Le diabète de type 2 est le type de diabète le plus fréquent (environ 80-90% des 

diabètes connus) et représente un problème majeur de santé publique (88). En effet, la 

prévalence du diabète de type 2 augmente parallèlement avec le vieillissement et le nouvel 

mode de vie imposée par une urbanisation de plus en plus importante et une sédentarisation 

contribuant au développement du surpoids et de l’obésité. Bien que sa prévalence ne cesse 

de croître, elle reste difficilement évaluable de façon précise et est sous-estimée du fait que 

l’anomalie glycémique souvent asymptomatique peut évoluer de façon insidieuse et 

silencieuse pendant de nombreuses années avant que le diagnostic ne soit posé. En 2014, 

l’OMS estimait le nombre de personnes atteintes de diabète de type 2 à 422 millions contre 

108 millions d’individus en 1980. Aujourd’hui, 60 millions de personnes sont diabétiques en 

Europe (statistiques de l’International Diabetes Federation) dont plus de 3 millions en France 

(soit près de 5% de la population). Dans les autres pays du monde, la prévalence est aussi 

alarmante avec 29,1 millions de diabétiques en 2011 aux Etats-Unis (soit près de 10% de la 

population, statistiques de l’American Diabetes Association) ; 14 millions en Afrique et 78 

millions dans l’Asie du Sud-Est (Figure 10). 
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Figure 10 : Prévalence mondiale du diabète de type 2 chez l’adulte en 2017. 
D’après diabetesatlas.org 

 

 

Outre l’influence de l’environnement et les facteurs génétiques, l’obésité avec une répartition 

androïde des graisses, est un facteur de risque majeur de survenue du diabète de type 2 (89). 

La pandémie mondiale de l’obésité est une des raisons majeures de l’inflation épidémique du 

diabète de type 2 dans les pays industrialisés mais également dans les pays en voie de 

développement. En effet, 80 à 90% des patients présentant une obésité morbide dans les pays 

occidentaux sont diabétiques et plus de 90% des patients diabétiques présentent un surpoids 

ou une obésité (American Diabetes Association, 2016). 
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B. Les stéatopathies dysmétaboliques (NAFLD) 

 
Par son rôle central dans l’homéostasie glucidique, l’atteinte hépatique dans l’obésité 

contribue largement au développement du diabète de type 2. Les stéatopathies 

dysmétaboliques d’origine non alcoolique (NAFLD : Non Alcoholic Fatty Liver Disease) 

prédisposent donc les individus au développement du diabète de type 2 mais l’inverse est 

également vrai puisque le diabète de type 2 participe à la pathogenèse de la NAFLD. 

 
1. Définition  

 
La NAFLD représente un spectre de maladies hépatiques dysmétaboliques et reflète la 

manifestation hépatique du syndrome métabolique en lien avec la dérégulation de 

l’homéostasie énergétique observée chez les patients obèses et/ou diabétiques de type 2 

(Figure 11). Par définition, elle exclut les lésions de stéatose hépatique et de stéatohépatite 

liées à une consommation excessive d’alcool. La stéatose hépatique est le premier stade de la 

NAFLD et est caractérisée par une accumulation ectopique de lipides au sein des 

hépatocytes. Longtemps considérée comme bénigne, elle est néanmoins un facteur de risque 

d’apparition ou d’aggravation d’une insulino-résistance. L’accumulation de lipides peut 

également provoquer une inflammation et permettre la progression de la maladie vers des 

stades plus avancés de la NAFLD comme la stéato-hépatite non alcoolique (NASH) et la 

fibrose (90). 

La prévalence mondiale de la NAFLD est actuellement en plein essor du fait de la pandémie 

d’obésité et de diabète de type 2. Actuellement, la NAFLD, pouvant aller jusqu’à la cirrhose 

(stade final de la fibrose) et au carcinome hépato-cellulaire, représente la première cause de 

transplantation hépatique, devant les hépatites virales et les cancers hépatiques. 
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Figure 11 : Les NAFLD : un spectre de maladies hépatiques. 
En présence d’une obésité et/ou d’un diabète de type 2, les hépatopathies d’origine 
dysmétabolique et non alcoolique (NAFLD : Non Alcoholic Fatty Liver Disease) sont le reflet 
hépatique du syndrome métabolique. Plusieurs stades caractérisent la maladie et à chaque 
stade lui correspond une caractéristique majeure. La stéatose hépatique est définie par 
l’accumulation de lipides intéressant plus de 5% des hépatocytes. L’accumulation de lipides 
va entraîner une inflammation permettant la progression de la NAFLD vers le prochain 
stade : la stéato-hépatite, caractérisée par la présence d’une stéatose et d’un infiltrat 
inflammatoire. Enfin, l’inflammation va engendrer la synthèse d’un tissu cicatriciel 
caractéristique de la fibrose pouvant aller jusqu’à la cirrhose hépatique, stade terminale de la 
fibrose. 

 
 
 
2. Epidémiologie 

 
La prévalence de la NAFLD est estimée à plus de 30% dans la population nord-américaine et 

Européenne et à 25% dans la population asiatique, faisant d’elle la maladie hépatique la plus 

fréquente dans le monde. La stéatose hépatique se complique dans 25% des cas d’une 

NASH, et approximativement 5-8% de ces patients vont développer une cirrhose hépatique 

dans les 5 ans (90). La NASH est une étape charnière de la maladie puisque sa présence 

augmente de manière plus importante le risque cardiovasculaire que la présence d’une 

stéatose simple, et ce indépendamment des facteurs de risque classiques telles que 

l’insulinorésistance et la présence d’un syndrome métabolique. En effet, les patients avec une 

NASH présentent une mortalité 2,2 fois supérieure à celle des patients sans NAFLD (91).  De 

plus, l’inflammation au sein de la NASH va permettre la progression de la maladie vers la 
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cirrhose exposant ainsi les patients à de sévères complications telles que le carcinome 

hépato-cellulaire, l’insuffisance hépatique et l’hypertension portale. Les causes de décès les 

plus fréquentes sont les maladies cardio-vasculaires, les cancers et les décompensations 

cirrhotiques (91). Les coûts de santé liés à la prise en charge des NAFLD et des NASH ne 

sont pas connus mais, dans la mesure où la NASH est associée aux maladies métaboliques et 

cardiovasculaires et peut évoluer vers la cirrhose et ses complications allant jusqu’à la 

transplantation hépatique, ces coûts peuvent être conséquents. Ainsi, la NAFLD représente 

un enjeu de santé publique majeur en lien avec la haute prévalence de la maladie et ses 

risques élevés de morbi-mortalité associés. 

L’obésité et le diabète de type 2 sont les 2 principaux facteurs de risque associés à la NAFLD. 

La prévalence de la NASH est trois plus élevée dans la population de patients diabétiques 

que dans la population saine (92). Parmi les patients diabétiques de type 2 présentant une 

NAFLD, la prévalence de la NASH est estimée entre 63-87% avec une prévalence de fibrose 

modérée à sévère estimée à 22-60%. Quand le diabète de type 2 et l’obésité co-existent, 66% 

des patients avec NAFLD présentent une fibrose à un stade avancé. Mais si le diabète 

participe à la pathogenèse de la NAFLD, il est clair que la stéatose en exacerbant l’insulino-

résistance hépatique participe au développement du diabète de type 2. Dans des études 

épidémiologiques incluant des patients sans diabète, la seule présence d’une NAFLD était 

associée à une augmentation du risque de développer un diabète de 2,4 à 3,5 fois (93). 

En conclusion, la NAFLD prédit le développement d’une insulino-résistance et du diabète de 

type 2 mais l’inverse est également vrai.   

 

 

3. Une maladie hépatique à point de départ adipeux 

 
Comme nous l’avons vu précédemment le tissu adipeux très développé chez les patients 

obèses, joue un rôle majeur dans l’apparition de l’insulino-résistance (94) en étant à l’origine 

de la libération excessive d’AGNE dans la circulation suite à l’hydrolyse accrue des 

triglycérides contenus dans les adipocytes. Ces acides gras libérés dans la circulation 

splanchnique sont stockés de manière ectopique dans les tissus périphériques comme le foie 

qui, par sa localisation anatomique, est le premier organe à recevoir cet afflux d’acides gras 

libres. Comme décrit précédemment, l’accumulation de ces acides gras et de leurs dérivés 
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actifs entraîne une altération de l’activation de la voie insulinique dans les hépatocytes. 

L’obésité est également caractérisée par une inflammation chronique de bas grade. Les 

macrophages infiltrés au niveau du tissu adipeux macrophages vont sécréter de façon 

excessive des cytokines pro-inflammatoires d’abord au niveau local puis au niveau 

systémique, qui conduisent, par des mécanismes similaires aux acides gras à une inhibition 

de la signalisation insulinique (94).  

Ainsi, au cours de l’obésité, à travers la libération d’acides gras et de cytokines pro-

inflammatoires, le tissu adipeux participe de façon active au développement de l’insulino-

résistance et de la NAFLD. 

 
 

4. La stéatose hépatique 
 

a) Définition 
 
La stéatose représente le premier stade de la NAFLD. Sa définition est histologique et 

requiert une ponction-biopsie hépatique révélant une accumulation de lipides intéressant 

plus de 5% des hépatocytes. Cette infiltration lipidique concerne principalement les 

hépatocytes mais touche également les cellules de Kupffer, macrophages résidents du foie 

(95,96). Les triglycérides représentent l’espèce lipidique majoritairement accumulée dans les 

hépatocytes. Cependant, les analyses lipidomiques ont permis de mettre en évidence 

d’autres espèces lipidiques (diacylglycérols, céramides, cholestérol libre et estérifié) jouant 

des rôles plus ou moins importants dans l’insulino-résistance et dans l’évolution de la 

stéatose vers la NASH (97,98).  

 
b) Développement de la stéatose  

 
En condition physiologique, les triglycérides ne s’accumulent pas dans le foie. En effet, bien 

que le foie soit exposé à un afflux important d’acides gras par sa situation anatomique 

(premier organe à recevoir le sang drainé par le système veineux splanchnique), les voies 

d’apports et de clairance hépatiques sont en équilibre. Il existe trois voies principales 

d’apport d’acides gras vers le foie :   

- Le captage d’acides gras libres circulants provenant essentiellement de la lipolyse 

adipocytaire  
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- La lipogenèse, c’est-à-dire la synthèse de novo d’acide gras à partir du glucose, 

- L’alimentation. 

Dans une situation physiologique, ces acides gras s’accumulent transitoirement sous la 

forme de TG au sein de gouttelettes lipidiques. Les TG sont rapidement éliminés par le foie 

sous la forme de VLDL et ainsi exportés vers les autres tissus. Lors des périodes de jeûne, les 

acides gras libres libérés par l’hydrolyse des TG peuvent également être oxydés par les 

mitochondries pour fournir de l’énergie.  

La stéatose se développe lorsque le flux d’acides gras arrivant au foie dépasse les 

capacités de ce dernier à les éliminer (Figure 12). Selon les espèces, la part de ces différentes 

voies dans l’apparition de la stéatose sera différente. Chez les rongeurs de laboratoire qui 

sont nourris avec une alimentation majoritairement glucidique, les triglycérides stockés dans 

le foie proviennent essentiellement de la lipogenèse hépatique. En effet, l’expression des 

enzymes de la lipogenèse hépatique est activée par l’insuline et le glucose à travers 

l’activation de deux facteurs de transcription appelés respectivement SREBP-1c et CREBP 

(Carbohydrate Responsive Element Binding Protein) (99).  

Cependant, alors que l’activité de la lipogenèse hépatique est insulino-dépendante, celle-ci 

reste paradoxalement également très active dans les situations d’insulino-résistance 

rencontrées lors des pathologies métaboliques telles que l’obésité et le diabète de type 2. 

Dans ces conditions, la lipogenèse est alors activée par le stress du RE, et ce, de manière 

indépendante de l’insuline (100).  

L’augmentation de la lipogenèse s’accompagne en contrepartie d’une diminution de 

l’oxydation des acides gras, contribuant ainsi à l’accumulation de lipides dans le foie. En 

effet, le malonyl-CoA, produit lors de la lipogenèse, est un puissant inhibiteur allostérique de 

la Carnitine Palmitoyl Transférase 1, enzyme permettant l’entrée des acides gras dans la 

mitochondrie (101).  

La situation chez l’Homme est différente de celle du rongeur. En effet, par l’utilisation 

d’isotopes stables en 2005 (102), il est montré que 60% des acides gras accumulés dans le foie 

proviennent de la lipolyse du tissu adipeux,  30% de la lipogenèse et 10 % de l’alimentation. 

Le tissu adipeux est donc un contributeur majeur au développement de la stéatose hépatique 

chez l’Homme. Parmi les dépôts de tissus adipeux, le tissu adipeux viscéral est le siège d’une 

lipolyse accrue par rapport au tissu adipeux sous-cutané (103) et est particulièrement 

impliqué dans le développement de la stéatose. A la différence des rongeurs, la lipogenèse 
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hépatique contribue plus modestement au développement de la stéatose chez l‘Homme chez 

qui l’alimentation est principalement lipidique. Néanmoins, si la proportion de glucides est 

augmentée dans l’alimentation, l’activité lipogénique hépatique est proportionnellement 

augmentée (104). Toujours en rapport avec le mode alimentaire actuel, le fructose présent 

dans les sodas est également un fort inducteur de la lipogenèse hépatique (105).  

Figure 12 : Du foie sain… vers la stéatose hépatique. 
La stéatose hépatique survient lorsque l’apport en lipides vers le foie dépasse ses capacités 
de clairance (β-oxydation, exportation via les VLDLs). 3 voies d’apport sont décrits : (i) les 
acides gras non estérifiés (AGNE) provenant de la lipolyse accrue du tissu adipeux, par 
absence de rétrocontrôle négatif de la lipase hormono-sensible (LHS) dans le contexte de 
l’insulino-résistance, contribue majoritairement au mécanisme d’apparition de la stéatose 
hépatique; (ii) dans un contexte d’hyperglycémie et d’hyperinsulinisme, le foie est capable de 
synthétiser des acides gras à partir du glucose via la lipogenèse. Cette voie participe pour 20-
30% au développement de la stéatose hépatique chez l’Homme; (iii) les chylomicrons 
véhiculant les triglycérides d’origine alimentaire et provenant de l’intestin contribuent pour 
10% à la physiopathologie de la stéatose hépatique. 
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5. De la stéatose vers la NASH : l’hypothèse du « double-hit » 
 

La NASH représente le 2ème stade des NAFLD. Outre la présence d’une stéatose 

hépatique, elle est caractérisée par la présence d’une nécro-inflammation. Sa définition en est 

donc également histologique. On y trouve une ballonnisation c’est-à-dire un gonflement des 

hépatocytes signant leur souffrance et une désorganisation des lobules hépatiques au niveau 

centro-lobulaire. La NASH se caractérise également par une forte inflammation illustrée par 

une infiltration de cellules immunitaires dont les monocytes circulants, recrutés au niveau 

systémique, et un remodelage de la matrice extracellulaire signant le début d’une fibrose 

hépatique (bien que cette dernière ne fasse pas partie des critères requis pour poser le 

diagnostic de NASH).  

La NASH est une étape charnière et décisive dans la progression des NAFLD. En effet, la 

NASH évolue plus rapidement que la stéatose hépatique vers la fibrose (106). De plus, les 

patients présentant une NASH sont plus exposés aux morbidités et mortalités liées aux 

complications hépatiques (107). La prévalence de la NASH dans la population est difficile à 

estimer compte-tenu de la nature invasive de la méthode de diagnostic par biopsie et de la 

faible fiabilité des marqueurs non invasifs comme les transaminases hépatiques. Cependant, 

les nouveaux outils de diagnostic non invasif des NAFLD comme le fibroscan ou le fibromax 

ont permis une progression dans l’estimation de la prévalence de ces maladies dans la 

population. La prévalence de la NASH dans la population mondiale est estimée autour de 2 

à 3% (108).  

L’hypothèse des « 2 hits » est la plus acceptée pour expliquer la progression de la 

NAFLD. Selon cette théorie développée par Day et James (95), la mise en place de la stéatose 

(représentant le premier hit), est un prérequis nécessaire à la progression de la maladie 

hépatique vers la NASH (Figure 13). Le stress oxydatif par production hépatocytaire 

d’espèces réactives de l’oxygène  (ROS  pour  reactive oxygen species) engendrant la nécro-

inflammation des hépatocytes et l’inflammation médiée par les cellules immunitaires dont 

les macrophages représentent le 2nd hit (95). Cependant, les modèles génétiques murins 

d’obésité et les méta-analyses sur des cohortes humaines ont permis de discuter et d’affiner 

cette théorie (109). En effet, toutes les stéatoses hépatiques n’évoluent pas vers la NASH 

(108). Il a ainsi été proposé que la nature des lipides stockés joue un rôle majeur dans 

l’évolution délétère de la maladie. Les triglycérides, lipides majoritairement stockés dans les 
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hépatocytes lors de la stéatose ne seraient pas délétères mais constitueraient un moyen de 

neutraliser les effets nocifs des lipides actifs parmi lesquels les céramides. Les modèles 

animaux ont permis d’étayer cette hypothèse.  En effet, les souris chez lesquelles la synthèse 

des triglycérides a été inhibée dans le foie par invalidation de la diacylglycérol 

acyltransférase 2 développent peu de stéatose quand elles sont nourries avec un régime gras 

(110) mais sous un régime déficient en méthionine et choline inducteur de NASH, elles 

présentent une exacerbation de l’inflammation et de la fibrose avec une diminution du 

contenu hépatique en triglycérides (111). Il est donc maintenant clairement établi que 

certaines espèces réactives lipidiques (acides gras libres, notamment acides gras saturés, 

cholestérol libre, céramides…) plutôt que les triglycérides eux-mêmes sont les principaux 

acteurs de la progression de la stéatose vers la NASH. En agissant à la fois au niveau des 

hépatocytes et au niveau des cellules immunitaires, ces espèces réactives de lipides 

entraînent un stress cellulaire ainsi que l’activation d’une inflammation importante.  
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Figure 13 : De la stéatose hépatique… vers la stéato-hépatite. 
L’obésité et le diabète de type 2 sont caractérisés par une insulino-résistance, une 
inflammation de bas grade et une modification de la flore intestinale. Les adipokines et 
cytokines inflammatoires provenant du tissu adipeux blanc associés au Pathogen Associated 
Molecular Patterns (PAMP) sécrété par le dysbiote intestinal entraînent une inflammation 
hépatique via l’activation des cellules de Kupffer (macrophages résidents du foie) ainsi 
qu’un recrutement des monocytes circulants. L’inflammation, le stress oxydatif et le stress du 
reticulum endoplasmique (RE) alimentés par l’infiltration et l’activation des macrophages et 
la surcharge d’acides gras non estérifiés (AGNE) vont entraîner une souffrance hépatocytaire 
allant jusqu’à la nécro-apoptose de la cellule. Ce phénomène va à son tour alimenter la 
spirale inflammatoire. L’inflammation va également participer à l’activation des cellules 
hépatiques stellaires, synthétisant des fibres de collagène favorable au développement de la 
fibrose.  
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a) Rôles des acides gras au niveau des hépatocytes 
 

Au cours de la NASH, les hépatocytes évoluent vers un état nécro-inflammatoire 

caractérisé par un aspect de ballonnisation sur les coupes histologiques. Ces hépatocytes sont 

plus volumineux, ont un noyau hyperchromatique et peuvent contenir des corps de Mallory 

qui sont des amas résiduels de cytokératines endommagées dans le cytoplasme, témoins de 

la désorganisation du cytosquelette et de la souffrance cellulaire (112). La ballonnisation 

conduit à une mort cellulaire apopto-nécrotique (113). L’accumulation d’espèces lipidiques 

nocives telles que le palmitate, les céramides ou le cholestérol libre au sein des hépatocytes 

participe activement à la progression vers la NASH à travers différents mécanismes.  

Tout d’abord, ces espèces lipidiques peuvent altérer la composition lipidique des 

membranes cellulaires dont celle du RE entraînant une perturbation de la fluidité 

membranaire. Ainsi, le ratio phosphatidylcholine/phosphatidyléthanolamine 

(phospholipides) est augmenté dans le foie de souris obèses. L’activité de la pompe SERCA 

(pompe ATPase permettant le passage du Ca2+ du cytoplasme vers le RE) est perturbée 

provoquant une altération de l’homéostasie calcique et in fine un stress du RE  (114). Ce 

dernier va d’une part activer la lipogenèse via SREBP-1c, conduisant à l’accumulation de 

lipides au sein des hépatocytes (alimentant ainsi un cercle vicieux et d’autre part activer 

l’inflammasome NLRP3 (115) et le TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand Receptor 

(TRAIL-R), médiateurs majeurs de l’inflammation et de la mort cellulaire (116).  

L’accumulation d’acides gras saturés au sein de l’hépatocyte va également engendrer 

la production de ROS. Ces derniers vont perturber l’activité oxydative mitochondriale 

(OXPHOS) et inactiver les enzymes anti-oxydantes comme la superoxyde dismutase. Ainsi, 

l’activité OXPHOS diminue mais la production de ROS augmente alimentant ainsi une 

spirale sans fin (112). Les données humaines montrent qu’il existe à la fois une augmentation 

de la production des ROS chez les patients atteints de NASH mais également des 

dysfonctions de l’OXPHOS (117). Comme chez le rongeur, le stress oxydatif est également 

capable d’induire l’inflammation et l’apoptose des hépatocytes (118). Les lipides participent 

directement à la mort des hépatocytes via l’activation des récepteurs de mort  Fas 

(inducteurs intrinsèques de la mort cellulaire par apoptose) (119) et de TRAIL-R (112).  

Enfin, les AGNE sont également des ligands du TLR4 présents à la membrane des 

hépatocytes et des cellules de Kupffer, participant ainsi à l’augmentation de l’inflammation 
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par l’activation des TLR-4, à la translocation du Nuclear Factor kappa B (NFκB) dans le 

noyau et à la médiation d’une réponse inflammatoire (120).  

 
 

b) Rôles des acides gras au niveau des cellules de Kupffer 
 

Au cours de l’apoptose, les hépatocytes produisent des Damage-Associated Molecular 

Patterns (DAMPs) qui activent les récepteurs de reconnaissance de motif Pattern Recognition 

Receptor (PRR) dont les TLRs. Par un effet paracrine, les DAMPs induisent une réponse pro-

inflammatoire en activant les TLRs à la membrane des cellules à proximité comme les 

hépatocytes, les cellules de Kupffer et les cellules immunitaires infiltrées au niveau de la 

zone de souffrance hépatocytaire (121,122).  

Outre les DAMPs, les TLRs sont également activés par les Pathogen Associated 

Molecular Patterns (PAMPs) comme le LPS. Le LPS est principalement sécrété par le 

microbiote intestinal modifié par une alimentation riche en lipides. Due à une altération de la 

perméabilité intestinale, ce dernier passe dans la circulation systémique. Au niveau 

hépatique, les PAMPs et les DAMPs participent à l’activation des cellules de Kupffer et à 

leur polarisation vers un phénotype pro-inflammatoire dit M1 et à l’infiltration des cellules 

immunitaires (123).  

En plus de son rôle dans l’apoptose des hépatocytes, le récepteur TRAIL-R participe 

également à la dimension inflammatoire de la NASH en activant les cellules de Kupffer et en 

recrutant les monocytes circulants. En effet, l’invalidation de TRAIL-R dans les hépatocytes 

entraîne l’absence de production de MCP1 en réponse à un traitement au palmitate et donc à 

l’absence d’infiltrat inflammatoire dans le tissu hépatique. De plus, l’invalidation de TRAIL-

R dans les cellules de Kupffer engendre l’absence de sécrétion de cytokines dites pro-

inflammatoires comme IL1β et MCP1 en réponse à un traitement au palmitate ou au LPS 

(116,124).  

Ainsi, en présence d’une NASH, les cellules de Kupffer et les monocytes recrutés 

s’activent et se polarisent vers un phénotype M1. Ces cellules produisent alors une quantité 

importante de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines en réponse à la souffrance 

hépatocytaire. La cascade nécro-apoptose hépatocytaire, l’activation et le recrutement des 

macrophages et inflammation est alors perpétuée au sein du tissu hépatique. Cet 

environnement inflammatoire chronique favorise la formation de zones de nécrose évoluant 



55	
	

vers une réorganisation de la matrice extra-cellulaire avec une synthèse excessive de 

collagènes dans un but cicatriciel. C’est l’évolution de la NASH vers la fibrose hépatique. 

 

 

L’inflammation est donc au cœur de la pathologie dysmétabolique. A l’échelle systémique, 

elle induit ou aggrave une insulino-résistance. A l’échelle tissulaire, elle se traduit par le 

recrutement, l’activation et la polarisation M1 des macrophages dans les tissus adipeux et 

hépatique alimentant ainsi la réaction inflammatoire intra-tissulaire. A l’échelle cellulaire, la 

machinerie transcriptionnelle inflammatoire est finement régulée par un facteur de 

transcription majeur : NFκB. En effet, NFκB est impliqué dans l’initiation de la réponse 

inflammatoire et immune, orchestrant la transcription d’une centaine de gènes codant pour 

des cytokines, chimiokines, des facteurs apoptotiques ou de survie cellulaire, et est activé par 

de nombreux stimuli représentant un danger potentiel pour l’hôte. Dans ce travail de thèse, 

nous avons étudié le système RANK/RANKL, une voie cellulaire peu explorée dans le 

domaine des maladies métaboliques et qui conduit à l’activation de NFκB.  
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Chapitre V : Le système RANK/ RANKL 
 

Découvert à la fin des années 90, le système RANK/RANKL représente la voie principale de 

régulation du remodelage osseux. 

RANKL (RANK ligand) appartient à la superfamille du TNF qui se compose de plus de 40 

membres. RANKL se lie à son récepteur membranaire RANK (Receptor Activator of Nuclear 

factor Kappa-B), membre de la superfamille des récepteurs du TNF. Les liaisons entre le 

ligand RANKL et son récepteur RANK sont régulées par un récepteur-leurre soluble pour 

RANKL appelé Ostéoprotégérine (OPG).  

 
A. Les différents acteurs du système RANK 
 

1. RANKL 
 
Découvert par plusieurs équipes simultanément, RANKL (125) est connu sous plusieurs 

acronymes : TRANCE (TNF Related Activation-Induced cytokine) (126), OPGL 

(Osteoprotegerin Ligand) (127), et ODF (Osteoclast Differenciation Factor) (128). Bien que 

RANKL soit le nom communément utilisé pour cette cytokine, sa nomenclature officielle est 

le TNFSF11.  

RANKL est une protéine membranaire (129) partageant une homologie de 30 % avec le 

cluster de différenciation 40 ligand (CD40L) et le TRAIL et d’environ 20 % avec Fas ligand 

(126). Que ce soit chez la souris ou chez l’Homme, RANKL existe sous trois isoformes issues 

d’un épissage alternatif de l’ARNm (130). 

Parmi ces isoformes (Figure 14), RANKL1 est une protéine transmembranaire de 317 

acides aminés chez l’Homme et de 316 acides aminés chez la souris. Il s’agit de la forme la 

plus longue de RANKL. La seconde isoforme, RANKL2, est une forme plus courte de 

RANKL1 qui possède un domaine extracellulaire réduit chez la souris, et qui en est 

dépourvue chez l’Homme. Ainsi, cette protéine fait respectivement 287 acides aminés chez la 

souris, et 270 acides aminés chez l’Homme. Enfin, RANKL3 est une forme possédant le 

domaine extracellulaire de RANKL comptant 199 acides aminés chez la souris contre 244 

chez l’Homme. Il est suggéré que cette isoforme soit la forme soluble de RANKL. Cependant, 

les travaux peinent à démontrer sa sécrétion extra-cellulaire et son rôle n’est pas totalement 

élucidé (131). En revanche, suite au clivage des formes membranaires de RANKL par 
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différentes protéases comme la TNF alpha converting enzyme (TACE) (132) ou encore par 

ADAM10 (Disintegrin And Metalloproteinase domain-containing protein 10), MMP7 (Matrix 

Metalloproteinase 7) ou MMP14 (Matrix Metalloproteinase 14) (133,134), RANKL peut 

acquérir une forme soluble. Cette isoforme a une taille d’environ 32 kDa comparée aux 

formes membranaires qui ont une taille comprise entre 40 et 45 kDa (135). 

RANKL est exprimé dans une large variété de tissus tels que le cerveau, la peau, 

l’intestin, les muscles squelettiques, le foie, le rein, les poumons et le tissu mammaire. 

Toutefois, son expression est la plus importante dans le tissu osseux (127,128,136), les 

organes lymphoïdes et le système vasculaire (137). De ce fait, RANKL est exprimé par de 

nombreuses cellules incluant les ostéoblastes, les chondrocytes, les lymphocytes B et T 

activés et les fibroblastes (126,128,129,137–139). Son expression est régulée par de nombreux 

facteurs qui peuvent soit le stimuler (vitamine D3, IL1β, IL6, IL11, TNFα, oncostatine M, 

parathormone, prostaglandine E2) (129,138,140,141), soit au contraire, le réprimer (TGFβ et 

l’IL13) (135,141). 
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Figure 14 : Structure de RANKL. 
RANKL est une cytokine faisant partie de la superfamille des TNF et possède 3 isoformes. La 
première est la plus longue avec 317 acides aminés. Elle possède plusieurs domaines 
transmembranaires, un domaine intra-cellulaire et un large domaine extra-cellulaire présentant 
une homologie avec le TNF. La deuxième isoforme est similaire à la première mais est dépourvue 
de domaine intra-cellulaire et possède par conséquent 270 acides aminés. La dernière isoforme est 
la forme soluble mais n’est pas sécrétée et possède 244 acides aminés. Son rôle n’est pas encore 
élucidé. Les deux premières isoformes sont capables d’être clivées par différentes protéases 
comme la TNF alpha converting enzyme (TACE) ou encore par ADAM10, MMP7 et MMP14 pour 
ainsi donner une forme circulante de RANKL. C’est cette forme soluble qui est biologiquement 
active.  

 
 
2. RANK 

 
RANK ou TNFRSF11A d’après la nomenclature officielle, est le récepteur de RANKL. 

Appartenant à la famille des récepteurs au TNF, il possède environ 40% d’homologie avec 

CD40 et est codé par le gène TNFRSF11A situé sur le chromosome 18 de l’Homme et le 

chromosome 1 de la souris (125). 
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Chez l’Homme, ce gène code pour une protéine transmembranaire constituée de 616 

acides aminés. RANK, qui est exprimé à la membrane sous forme de monomère (Figure 15), 

possède un domaine extracellulaire en N-terminal avec 4 sites riches en cystéine et 2 sites de 

N-glycosylation (125) qui sont impliqués dans l’interaction avec RANKL (142), et un large 

domaine intra-cytoplasmique en C-terminal dépourvu d’activité enzymatique mais 

présentant des motifs permettant la liaison des molécules adaptatrices de la famille des TNF 

Receptor Associated Factor (TRAF). La fixation de RANKL sur son récepteur permet la 

trimérisation de RANK puis le recrutement de protéines adaptatrices dont TRAF6 qui à son 

tour, permettra l’acitvation des voies de signalisation médiées par RANKL/RANK.  

RANK est exprimé dans de nombreux tissus comme le thymus, le colon, la glande 

mammaire, le foie, la prostate, le cerveau, la peau et de façon plus significative dans l’os 

(125,143–146). Au niveau cellulaire, RANK est fortement induit dans les ostéoclastes en 

présence de Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) (147). Il est également exprimé 

par les lymphocytes T, les cellules dendritiques, les lymphocytes B (147,148), les cellules 

épithéliales et les fibroblastes. D’une manière générale, l’expression de RANK est très peu 

modulée par des facteurs exogènes. Son expression peut être induite par le CD40-Ligand sur 

les cellules dendritiques, et par l’engagement du récepteur aux cellules T (TCR) associée au 

TGFβ et à l’IL4 sur les lymphocytes T. Par contre, l’expression de RANK ne semble pas être 

régulée par les principaux agents ostéotropiques dans les cellules de la lignée ostéoclastique 

(138). 

Figure 15 : Structure de RANK. 
RANK est une protéine-récepteur à un domaine transmembranaire et fait parti de la famille 
des récepteurs au TNF. Sa partie extra-cellulaire possède 4 domaines riches en cystéine et sa 
large partie intra-cellulaire permet sa trimérisation lorsque son ligand RANKL vient se lier à 
son récepteur.  
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3. Ostéoprotégérine  
 
L’OPG, ou TNFRSF11B selon la nomenclature officielle est un récepteur de la superfamille 

des récepteurs du TNF qui diffère néanmoins des autres membres de cette famille par 

l’absence d’un domaine transmembranaire. Ainsi, l’OPG est un récepteur soluble ayant la 

capacité de se lier à différents ligands incluant RANKL et TRAIL (149,150). La fixation de 

RANKL ou de TRAIL à l’OPG inhibe respectivement leur effet ostéoclastique ou 

apoptotique. 

Chez l’Homme, le gène code une glycoprotéine de 401 acides aminés (151). L’OPG qui 

ne contient pas de domaine intra-membranaire ni de domaine cytoplasmique est produite 

exclusivement sous la forme d’une protéine extracellulaire soluble (Figure 16). Ainsi, la 

protéine mature comporte 380 acides aminés, possède une partie N-terminale contenant 4 

motifs riches en cystéine (D1-D4) permettant l’inhibition de l’ostéoclastogenèse par liaison 

avec le ligand RANKL. Son extrémité C-terminale contient un résidu cystéine (Cys400) 

nécessaire à son homodimérisation. En effet, bien que l’OPG soit synthétisée sous forme 

monomérique, cette molécule se dimérise via des ponts disulfures afin d’être sécrétée sous 

forme de protéine homodimérique (110 à 120 kDa) présentant 4 à 5 sites de N-glycosylation 

(129).  

L’OPG est une molécule ubiquitaire exprimée dans de nombreux tissus comme le tissu 

osseux, le foie, le cœur, les reins, la glande mammaire, le placenta et le cerveau (128,138,152). 

Physiologiquement, l’OPG est sécrétée en quantité plus importante par plusieurs cellules 

dérivées de la moelle osseuse, dont les ostéoblastes (153) et les cellules stromales (154). 

Cependant, l’OPG est également exprimée dans les cellules endothéliales, les lymphocytes B 

et les cellules dendritiques (148). L’expression et la sécrétion d’OPG par les cellules stromales 

et les ostéoblastes sont modulées par de nombreux facteurs de régulation métabolique. 

L’IL1β, le TNFα, le TGFβ, les œstrogènes augmentent son expression (138,155,156) alors que 

la parathormone, la prostaglandine E2, les glucocorticoïdes et la 1,25 dihydroxyvitamine D3 

la diminuent (138,154,157,158). 

 

 

 
 
 



61	
	

Figure 16 : Structure de l’Ostéoprotégérine. 
L’Ostéoprotégérine (OPG) est une protéine-récepteur leurre, soluble de RANKL et fait partie 
de la famille des récepteurs au TNF. Elle possède 401 acides aminés. Après maturation, la 
protéine sécrétée possède 308 acides aminés et se dimérise afin d’augmenter son affinité 
pour RANKL et bloquer ainsi la liaison RANKL/RANK. 
 

 

4. LGR4 
 
Leucine rich repeat-containing G-protein-coupled receptor 4 (LGR4) a été identifié 

récemment comme un nouveau récepteur de RANKL. Ce récepteur, dont l’expression est 

quasi-ubiquitaire, se caractérise par la présence de 7 segments transmembranaires et est 

capable de stimuler la voie de signalisation Wnt. Luo et al. (159) montrent que RANKL se 

fixe sur le domaine extracellulaire de LGR4, ce qui a pour effet de réguler négativement 

l’ostéoclastogenèse via l’activation de la signalisation Gαq/GSK3-β et de la voie Wnt et la 

répression de la voie Nuclear Factor of Activated T cells 1 (NFATc1). Par ailleurs, LGR4 est 

une cible transcriptionnelle de la voie canonique RANKL-NFATc1, ce qui montre que la 

signalisation de LGR4 agit comme une boucle de rétrocontrôle de l’activité de RANKL. De 

façon intéressante, une mutation dans le gène codant LGR4 a été rapportée comme induisant 
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un phénotype d’ostéoporose chez l’Homme (160). Ce phénotype peut ainsi s’expliquer par le 

nouveau rôle de LGR4 comme récepteur de RANKL.  

 

 

B. La signalisation en aval de RANKL/RANK 

 
La fixation de RANKL à son récepteur RANK conduit à l’activation de différentes voies de 

signalisation telles que la voie NFκB, la voie des MAPK ou encore celle de la 

PI3K/Akt/mTOR.  

 
1. Les protéines adaptatrices 

Tout comme les autres récepteurs membres de la superfamille des récepteurs au TNF, RANK 

est caractérisé par l'absence d'activité kinase intrinsèque et nécessite par conséquent des 

protéines adaptatrices afin de transmettre un signal cellulaire. Ces différentes protéines 

adaptatrices appartiennent à la famille des TRAFs. Le domaine intracellulaire de RANK 

possède deux sites de liaison à TRAF qui est capable in vitro d'interagir avec TRAF-2, -3, -5 et 

-6 (214, 215). Cependant, seule l’invalidation de TRAF6 conduit à un phénotype 

ostéopétrotique similaire au phénotype des souris invalidées pour RANK, démontrant ainsi 

le rôle prédominant de TRAF6, parmi les membres de la famille TRAF, dans la signalisation 

associée à RANK (214,216). Consécutivement, l’interaction avec TRAF6 conduit à l'activation 

de différentes voies de signalisation, telles que Src/PLCγ, PI3K/Akt/mTOR et MAPK (p38, 

JNK, ERK1/2) qui entraînent l’activation de facteurs de transcription tel que NFκB (217). 

S’ensuit la transcription de nombreux gènes impliqués notamment dans la différenciation 

des précurseurs ostéoclastiques et dans l’activation des ostéoclastes matures. 

 
2. La voie de signalisation NFκB 
 

Initialement détecté uniquement dans les extraits nucléaires des lymphocytes B matures en 

se fixant sur un motif d’ADN localisé sur une séquence activatrice du gène codant la chaîne 

légère des immunoglobulines κ (161), son expression est désormais décrite comme 

ubiquitaire. Il est impliqué dans la régulation d’un grand nombre de processus cellulaires, 

comme la réponse immunitaire, la croissance cellulaire et l'apoptose (162,163). 
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a) Structure de NFκB 
 

Les complexes NFκB sont tous constitués de dimères. Toutes les protéines intervenant dans 

la composition de ces dimères appartiennent à la même famille : celle des protéines Rel (164). 

Ces protéines présentent des caractéristiques communes : la présence d’un long domaine 

hautement conservé, le domaine RHD (Rel Homology Domain) de 300 acides aminés, 

responsable de la dimérisation des sous-unités et de la liaison du complexe à l’ADN (165). 

Les protéines de la famille Rel sont généralement divisées en 2 groupes en rapport avec leurs 

caractéristiques structurales et fonctionnelles :  

- Le premier groupe comprend les protéines p50 et p52. Ces protéines sont 

synthétisées sous forme de précurseurs cytoplasmiques, respectivement appelés  

p105 et p100. Après clivage, les protéines p50 et p52 possèdent un domaine Rel 

mais sont dépourvues de domaine transactivateur (166).  

- Le deuxième groupe inclut les sous-unités RelA (p65), RelB et c-Rel. Ces protéines 

ne sont pas synthétisées sous la forme de précurseurs et possèdent un domaine de 

transactivation (166). 

Les complexes NFκB sont composés d’homo- ou d’hétérodimères formés de combinaisons 

variées de ces cinq sous-unités, dont le plus commun et le plus largement étudié est l’hétéro-

dimère p50/p65 (163,167). Les homodimères p50/p50 et p52/p52 sont transcriptionnellement 

inactifs et peuvent être répresseurs en empêchant, par compétition, des dimères 

transcriptionnellement actifs (p50/p65, p50/c-Rel, p65/p65, p65/c-Rel ou p52/RelB) de se lier à 

leur site κB (ou NFκB) sur l’ADN (167–169).  

 
b) les voies d’activation de NFκB 

 
On distingue 2 voies d’activation de NFκB (Figure 17) :  

- la voie dite classique impliquant les sous-unités RelA, c-Rel et p50 et induite 

notamment par le TNFα, l’IL1β, le LPS, 

- la voie dite alternative impliquant RelB et médiée par la lymphotoxine β (LTβ), le 

B-cell Activating Factor (BAFF) ou le CD40 ligand. 
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Figure 17 : Les voies d’activation de NFκB. 
NFκB est un homo- ou hétérodimère formé à partir de cinq sous-unités : p50, p52, p65 (ou 
RelA), RelB et c-Rel, et est activé selon 2 voies. La première est la voie classique activant le 
plus souvent l’hétérodimère p65:p50. A l’état basal, NFκB est maintenu inactif dans le 
cytoplasme par la protéine Inhibitrice NFκB  alpha (IκBα). La liaison des cytokines 
inflammatoires à leur récepteur membranaire va permettre le recrutement d’une protéine 
adaptatrice de la famille des TRAF (TNF receptor associated factor) puis l’activation du 
complexe Inhibiteur NFκB Kinase (IKK), constitué de 3 sous-unités (IKKα, IKKβ et NEMO). 
IKK va, à son tour, phosphoryler IκBα, permettant ainsi son ubiquitination puis sa 
dégradation par le protéasome. NFκB, libéré d’IκBα, sera transloqué dans le noyau et 
permettra la transcription de ses gènes cibles. L’autre manière d’activer NFκB est la voie 
alternative et l’hétérodimère classiquement activé est RelB:p52. En présence de stimuli 
comme la lymphotoxine β (LTβ), le B-cell activating factor (BAFF) ou le CD40 ligand, NIK 
(NF-κB inducing kinase) va permettre l’activation du complexe IKK en le phosphorylant. Le 
complexe IKK est constitué de 2 sous-unités IKKα, ce qui en fait sa particularité. Une fois 
actif, IKK va phosphoryler p100, ce qui va permettre son ubiquination puis sa dégradation 
partielle par le protéasome. Il s’ensuit une libération de l’hétérodimère actif NFκB RelB/p52 
qui sera transloqué dans le noyau et permettra la transcription de ses gènes cibles. 
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(i) La voie d’activation classique 
 
La voie d’activation classique de NFκB peut être induite par un certain nombre de stimuli 

tels que le TNFα (170), l’IL1β suite à leur liaison à leur récepteur membranaire mais 

également par les TLR en réponse à des stimuli bactériens et viraux (171,172). Bien qu’initiée 

à partir de récepteurs différents, la voie d’activation classique converge vers le même 

complexe IKK, composé d’un hétérodimère IKKα/IKKβ et d’un homodimère de NEMO 

(NFκB Essential Modulator).  

En l’absence de stimuli, IκBα (Inhibiteur κBα) séquestre NFκB dans le cytoplasme. En 

présence d’un inducteur, le complexe IKK est activé par phosphorylation de sérines dans les 

domaines catalytiques de ses sous-unités IKKα et IKKβ. Une fois activé, le complexe IKK va 

phosphoryler à son tour IκBα sur les sérines 32 et 36 permettant ainsi la poly-ubiquitination 

de ce dernier sur les lysines 21 et 22 (173,174). IκBα est ensuite dégradé par le protéasome.  

NFκB n’étant plus séquestré dans le cytoplasme va pouvoir être transloqué dans le noyau 

pour activer la transcription de ses gènes cibles. 

Cette voie d’activation s’applique majoritairement aux complexes NFκB composés des sous-

unités RelA/RelA, RelA/p50 et c-Rel/p50 (175). La voie d’activation classique de NFκB est 

impliquée dans les réponses rapides et réversibles telles que l’inflammation.  

 
(ii) la voie d’activation alterne 

 
La voie d’activation alternative est centrée sur la protéolyse inductible de p100, réalisée de 

manière dépendante d’IKKα mais indépendante d’IKKβ et de NEMO.  

Elle est induite par différents membres de la superfamille du TNF comme le CD40 ligand, le 

facteur BAFF et la LTβ (176–178) et contrôle des processus essentiels pour l’immunité et le 

développement des organes lymphoïdes secondaires (176–179). 

En présence d’un des stimuli, la voie alternative est activée. La protéine NIK (NFκB-inducing 

kinase), située en amont du complexe IKK et constamment dégradée dans les cellules au 

repos, phosphoryle alors un homodimère d’IKKα, qui, ainsi activé, phosphoryle à son tour 

p100 dans la partie C-terminale. La phosphorylation de p100 permet son ubiquitination 

entraînant sa dégradation partielle par le protéasome. La protéine p52 est ainsi obtenue après 

maturation post-traductionnelle et, liée à RelB, peut ainsi migrer dans le noyau pour assurer 
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son rôle de facteur transcriptionnel. La signalisation de la voie alternative de NFκB est lente 

et induit une réponse transcriptionnelle soutenue (175). 

c) NFκB et inflammation 
 

Les données dans la littérature sur le rôle pro-inflammatoire sont indiscutables. 

L’hétéro-dimère le plus étudié est composé de p65/p50. Outre son rôle à la phase aigüe de 

l’inflammation par activation de la transcription des cytokines, NF-κB joue également un rôle 

dans les maladies chroniques inflammatoires comme l'asthme, la polyarthrite rhumatoïde, 

les maladies inflammatoires chroniques intestinales et le psoriasis en recrutant et en activant 

les cellules immunitaires au niveau de la lésion, amplifiant et perpétuant de ce fait la réaction 

inflammatoire (180). La réponse inflammatoire est due à une expression accrue des gènes 

codant pour les protéines inflammatoires telles que les cytokines, les chimiokines, d’enzymes 

et des molécules d’adhésion.  

De nombreux stimuli sont capables d’activer NFκB. Dans le contexte d’une maladie 

inflammatoire, les cytokines TNFα et IL1β présents à des concentrations plasmatiques 

élevées se lient à leur récepteur membranaire et activent le complexe NFκB qui, à son tour, 

va activer la transcription des gènes codant les cytokines pro-inflammatoires. Cette boucle 

amplifie et perpétue les réponses inflammatoires locales (181,182). L'un des rôles 

physiologiques de NFκB est donc d'induire rapidement l'expression des gènes de défense 

dans des situations menaçantes telles que les infections virales et bactériennes.  

Enfin, NFκB est également capable d’induire l’expression des gènes codant pour les 

molécules d'adhésion telles que ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), VCAM-

1 (vascular-cell adhesion molecule 1) et E-selectin ; ce qui a pour conséquence le recrutement 

de nouvelles cellules inflammatoires comme les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, 

ainsi que les lymphocytes T de la circulation au niveau du site inflammatoire. 

 Néanmoins, des données soutiennent également un rôle anti-inflammatoire de NFκB 

dès los que celui-ci est formé par un homo-dimère p50. En effet, Cao et al. (183) montrent que 

seule la surexpression de p50 engendre une augmentation de l’activité de la luciférase 

induite par le promoteur de l’IL10 dans les cellules RAW264.7. En outre, en réponse à la 

stimulation par le LPS, seul l’homodimère p50 induit l’expression de l’IL10. Les 

macrophages issus des souris KO pour p50 diminuent d’un facteur 4 leur capacité à sécréter 

l’IL10 par rapport à ceux issus de souris contrôles (183). De plus, NFκBp50/p50 semble 
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capable de réprimer l’expression de cytokines inflammatoires telles que le TNFα et IL1β 

(184–188) 

 
d) Rôles de NFκB dans l’obésité et le diabète de type 2 

 
Le rôle de NFκB dans la physiopathologie des maladies métaboliques a été suggéré pour la 

première fois lorsque l’aspirine, anti-inflammatoire non stéroïdien, largement utilisé au 

début du XXe siècle pour traiter les maladies rhumatismales, s’est révélé bénéfique chez les 

patients présentant une intolérance au glucose (189). La découverte que les salicylates ciblent 

NFκB (182) a été suivie par des études murines démontrant l’amélioration de l’insulino-

résistance par les salicylates à forte dose, que ce soit dans des modèles d’obésité acquise ou 

d’origine génétique (190). Depuis, le rôle majeur de la voie IKK/NFκB dans la mise en place  

de l’état chronique inflammatoire observée dans les maladies métaboliques a été largement 

conforté. Les souris invalidées pour IKKβ spécifiquement dans les hépatocytes ou dans la 

lignée myéloïde sont protégées de l’inflammation induite par un régime gras (164). Outre 

IKKβ,  la kinase IKKε s'est révélée également nécessaire dans le développement de l'obésité 

et de son inflammation induite par un régime alimentaire riche en lipides (191). L'expression 

d'IKKε est fortement augmentée en réponse à la suralimentation, jusqu'à 40 fois dans les 

adipocytes et les macrophages infiltrant les tissus adipeux (191). En revanche, les souris IKKε 

KO sont protégées de la résistance à l'insuline induite par le régime, de l'inflammation 

chronique dans le foie et le tissu adipeux et de la stéatose hépatique. Ces effets protecteurs 

s’expliquent par une augmentation de la dépense énergétique et de la thermogenèse. Au 

contraire, l'expression d'IKKβ constitutivement active spécifiquement dans les hépatocytes 

entraîne une altération de la voie insulinique conduisant à une insulino-résistance et à une 

intolérance au glucose (192).  

 
 

3. La voie de signalisation des MAPK 
 

La famille des Mitogen-activated protein kinases (MAPK) (MAP kinases) est composée de 4 

sous familles de protéines kinases : les protéines ERK1/2 (extracellular signal regulated 

protein kinases), les p38 MAPKs, les protéines JNKs (c-Jun N-terminal kinases). Les études in 

vitro montrent que ces différentes voies cellulaires sont activées lors de la surexpression de 

RANK ou lors d’un traitement avec RANKL dans plusieurs types cellulaires.  
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4. La voie de signalisation PI3K-Akt 

Par l’intermédiaire de TRAF-6, RANK est capable d’activer la voie de signalisation PI3-

kinase (PI3K) / Akt (193). PI3K activée va générer la production de PIP3 à partir du PIP2 au 

niveau de la membrane plasmique permettant le recrutement membranaire et l’activation 

d'Akt/PKB qui à son tour va induire la différenciation des ostéoclastes en régulant la cascade 

de signalisation GSK3-β/NFATc1.  

 
 
C. Rôles physiologique et physiopathologique du système RANK/RANKL/OPG 
 

Les fonctions physiologiques de la triade RANK/RANKL/OPG ont été largement 

étudiées à travers des modèles de souris transgéniques surexprimant ou invalidées pour ces 

différentes protéines. Ces modèles présentent tous des troubles plus ou moins importants du 

remodelage osseux (ostéoporose ou ostéopétrose) secondaires à une absence ou à une sur-

activation des ostéoclastes. Ces troubles peuvent être compensés dans les souris knock-out 

par l’apport exogène de la protéine recombinante correspondante. Ainsi, l’utilisation de ces 

modèles murins a permis de mettre en évidence le rôle essentiel de cette signalisation dans le 

remodelage osseux. Au-delà de leur rôle dans le tissu osseux, d’autres études récentes ont 

mis en évidence des implications de la triade RANK/RANKL/OPG dans de nombreux 

processus comme dans la maturité des cellules immunitaires intestinales (194,195), la 

régulation de la température corporelle (196) et la vascularisation (197) (Figure 18). 
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Figure 18 : RANKL/RANK : un duo impliqué dans de nombreuses pathologies. 
L’expression de RANK étant quasi-ubiquitaire, son implication est rapportée dans diverses 
pathologies. La liaison du ligand RANKL à son récepteur membranaire RANK va permettre 
la trimérisation de ce dernier puis l’activation de la voie. La première qui lui a été reconnu 
est dans le tissu osseux. Une fois que RANKL, sécrété par les ostéoblastes, se fixe sur RANK, 
exprimé par les ostéoclastes (macrophages résidents de l’os), ces derniers s’activent et 
fusionnent pour donner une cellule géante multinucléée à l’origine de la résorbption osseuse. 
Il joue un rôle également dans la maturation des lymphocytes et dans la réponse 
inflammatoire médiée par les macrophages, raisons pour lesquelles sa contribution est 
rapportée dans les pathologies inflammatoires telles que le cancer. Récemment, il a été 
rapporté que le système RANKL/RANK est impliqué dans le développement du diabète de 
type 2 et de la stéatose hépatique. D’autres rôles leur sont attribués tels que l’angiogenèse et 
la régulation de la température corporelle. 
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1. RANK/RANKL et remodelage osseux 

 
Le rôle de la triade RANK/RANK/OPG a été d’abord mis en évidence dans le remodelage 

osseux. Outre les ostéocytes (cellules osseuses), le remodelage osseux est assuré par les 

ostéoclastes (macrophages résidents de l’os) d’une part et par les ostéoblastes d’autre part. 

Les observations phénotypiques des souris génétiquement modifiées pour les différents 

acteurs, ainsi que des expériences de cultures cellulaires, ont permis de mettre en évidence 

que la sécrétion de RANKL par les ostéoblastes stimule la différenciation 

(127,128,145,198,199), la maturation (127,145,200) et la survie des ostéoclastes (201) via la 

fixation sur son récepteur RANK présent à la surface des pré-ostéoclastes (128) (Figure 19). 

Néanmoins, la présence de M-CSF dans l’environnement cellulaire est requise pour induire 

les effets biologiques de RANKL (199). Les pré-ostéoclastes vont alors s’activer en 

ostéoclastes puis fusionner pour former une cellule géante multinucléée dont le rôle sera de 

résorber l’os et d’induire une ostéoporose en cas d’activité accrue. 

RANKL peut également se lier à l’OPG, récepteur-soluble leurre capable d’inhiber les 

interactions entre RANKL et RANK, et de moduler la différenciation, la survie et l’activation 

des ostéoclastes (202) inhibant par conséquent la résorption osseuse et pouvant conduire 

dans des cas extrêmes à une ostéopétrose c’est-à-dire une hyper densification de l’os. 

Le blocage de RANKL au cours de la croissance par un anticorps bloquant (IKK22.5) induit 

un arrêt transitoire de la croissance des os longs et du crâne ainsi qu’un blocage irréversible 

de l’éruption des dents et de leur développement (203). À l’opposé, l’injection de RANKL 

soluble à des souris naïves induit une hypercalcémie associée à une ostéoporose sévère (127). 

Ces résultats confirment l’importance de RANKL dans le remodelage osseux et en particulier 

dans le recrutement des ostéoclastes. Plus précisément, c'est le ratio entre le niveau 

d'expression de RANKL et de son récepteur leurre, l’OPG, qui semble contrôler la résorption 

osseuse. La surexpression d’OPG chez la souris conduit au développement d’une 

ostéopétrose s’accompagnant d’une diminution de nombres d’ostéoclastes différenciés (152). 

Les mêmes effets sont observés lors de l’administration par voie sous-cutanée d’OPG 

recombinant. À l’opposé, les souris invalidées pour l’OPG développent une ostéoporose 

sévère. Ainsi, l’ensemble des études menées sur la triade RANK/RANKL/OPG a confirmé le 

rôle essentiel de cette dernière dans le maintien et le contrôle de l’homéostasie osseuse à 

travers le contrôle de l’ostéoclastogenèse.  
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Figure 19 : Signalisation RANKL/RANK dans le tissu osseux. 
RANKL, synthétisé par les ostéoblastes, se présente sous 3 isoformes : 2 formes 
transmembranaires, qui peuvent être clivées par les protéines de la famille ADAM ou MMP 
pour donner une forme soluble avec une activité biologique plus importante. 
En se fixant sur son récepteur RANK présent sur la membrane plasmique des ostéoclastes, 
celui-ci se trimérise et recrute TRAF6 (TNF Receptor Associated Factor 6) permettant 
l’activation de plusieurs voies de signalisation dont l’activation des voies classique et 
alternative de NFκB, l’activation de la voie des MAP Kinase (MAPK) : p38, JNK et ERK 
permettant le processus d’ostéoclastogenèse et l’activation de la voie médiée par Akt 
permettant également l’ostéoclastogenèse via l’inactivation de la Glycogène Synthase Kinase 
3 (GSK3). La liaison RANKL/RANK peut être inhibée par l’Ostéoprotégérine, récepteur-
leurre soluble de RANKL, mais également de manière pharmacologique par l’utilisation 
d’anticorps monoclonaux anti-RANKL, traitement actuellement utilisée dans le traitement 
contre l’ostéoporose ou dans le traitement symptomatique des métastases osseuses de 
cancer. 
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2. RANK/RANKL et immunité 
 
La signalisation RANK/RANKL joue un rôle majeur dans le système immunitaire, d’une part 

par son implication dans le développement des organes lymphoïdes secondaires (204), en 

particulier des ganglions lymphatiques (205) et d’autre part par son implication dans la 

maturation des cellules épithéliales du thymus nécessaires au développement des 

lymphocytes T (206). Par ailleurs, RANKL est aussi impliqué dans la modulation de la 

réponse immunitaire en induisant la prolifération des lymphocytes T (151) et la survie des 

cellules dendritiques (126). En réalité, les lymphocytes T via la production de RANKL 

stimulent les cellules dendritiques qui expriment RANK afin d’améliorer leur survie et 

d’augmenter la réponse mémoire des lymphocytes T (125). Par ailleurs, RANK est présent à 

la membrane cellulaire des monocytes/macrophages et RANKL agit comme un facteur 

chimio-attractant pour ces cellules (207). Ainsi dans un environnement tumoral, les 

macrophages contribuent à la prolifération, l’angiogenèse ou la dissémination des métastases 

(208). Parmi les macrophages, RANK est principalement exprimé par le macrophage M2, or 

de façon intéressante ce dernier est fortement associé au processus angiogénique (209). Par 

ailleurs, l’activation de la signalisation RANK/RANKL au sein du macrophage M2 permet de 

moduler la production de chimiokines promouvant la prolifération des lymphocytes T 

régulateurs en faveur d’un environnement immunosuppressif (210). En résumé, la 

signalisation RANK/RANKL joue un rôle important dans l’immunité via ses implications 

dans la modulation de la réponse immunitaire (immunotolérance), la maturation des  

lymphocytes, l’activation des cellules dendritiques, et le développement des organes 

lymphoïdes. 

 

 

3. RANK/RANKL et cancer 

 
De nombreuses études ont montré une forte expression de RANK/RANKL dans des 

tissus néoplasiques indiquant une possible implication dans les processus oncogéniques. 

Cette implication est probablement en lien avec les différentes propriétés du système 

RANK/RANKL dans l’immunité, le remodelage osseux et le développement des vaisseaux 

sanguins.  
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Une large variété de cellules carcinomateuses (sein, os, prostate, …) exprime RANK à 

des niveaux transcriptionnels ou protéiques très différents (211–213) . En effet, 89% des 

carcinomes évalués par immunomarquage montrent un marquage positif pour RANK. 

Parmi ceux-ci, environ 60 % présentent un marquage positif pour RANK intéressant au 

moins 50 % des cellules cancéreuses. En outre, chez les patients présentant des métastases 

osseuses, l’expression de RANK est également associée à un mauvais pronostic (214).  

De façon intéressante, l’expression de RANK dans les carcinomes semble être un 

marqueur de mauvais pronostic dans le cancer du sein (213). Son expression y est associée à 

une forte sensibilité à la chimiothérapie, mais expose à un risque plus élevé de rechute et de 

décès (215).   

Sécrété par les lymphocytes T régulateurs, RANKL induit une croissance tumorale, une 

diffusion des cellules tumorales ainsi qu’une augmentation du processus métastatique (216) 

en se fixant sur son récepteur à la surface des cellules cancéreuses. De plus, Jones et al. (217) 

ont fourni la première preuve d'une activité chimiotactique de RANKL. En effet, ces auteurs 

ont montré que RANKL produit par les ostéoblastes et les cellules stromales de la moelle 

osseuse attire les cellules cancéreuses exprimant RANK et induit leur migration. Ce 

mécanisme semble être relativement universel et a été observé dans le cancer de la prostate 

(217,218), du poumon (219), du rein (220), de l’endomètre (221), dans les hépatocarcinomes 

(222), les mélanomes (217), les carcinomes épidermoïdes oraux (223) et l’ostéosarcome (224), 

révélant l’expression de ce système dans des cancers autres que celui du sein. 

Cependant bien qu’initialement considérée comme un facteur pro-métastatique, RANKL est 

nécessaire au développement de la glande mammaire (146). En effet, une carence en RANKL  

entraîne un défaut dans la formation des structures lobo-alvéolaires de la glande mammaire 

requises pour la lactation (225). Ainsi, RANKL est capable de promouvoir la survie et la 

prolifération des cellules épithéliales au cours du développement de la glande mammaire. La 

perturbation de ce mécanisme peut conduire à la formation de lésions pré-néoplasiques, puis 

à la formation de foyers tumoraux.  

 
 

4. RANK/RANKL et angiogenèse 
 

Les vaisseaux sanguins sont utilisés par les cellules tumorales pour capter de grandes 

quantités de nutriments et représentent leur principal moyen de migration pour envahir des 
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organes éloignés. Il a été démontré que RANK est exprimé par les cellules endothéliales et 

que RANKL impacte le processus angiogénique en stimulant d’une part l'angiogenèse via 

des mécanismes dépendants de Src et de la phospholipase C (226,227), et d’autre part en 

augmentant la survie des cellules endothéliales via un mécanisme dépendant de la voie 

PI3K/Akt (228). De plus RANKL, induit également la prolifération des précurseurs des 

cellules endothéliales et la formation des tubes vasculaires (229). Au sein de la niche 

tumorale, ce phénomène est exacerbé par le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), 

souvent sécrété par les cellules tumorales, qui régulent positivement la réponse des cellules 

endothéliales à RANKL en augmentant l’expression de RANK (227) et la perméabilité 

vasculaire (230).  

Outre l’angiogenèse tumorale, le récepteur RANK est exprimé dans les cellules 

endothéliales des artères coronaires du rat et des vaisseaux sanguins en développement dans 

l'embryon de rat, ainsi que dans les cellules endothéliales de veines ombilicales humaines 

(HUVEC) (227). Dans ces modèles, RANKL stimule la survie des cellules endothéliales en 

culture et leur sécrétion de molécules d'adhésion cellulaire; il favorise également une 

angiogenèse in vitro par les cellules endothéliales et induit une néo-angiogenèse in vivo  

(226,230). En outre, le VEGF augmente l’expression messager et protéique de RANK dans les 

cellules endothéliales, augmentant ainsi leur réponse angiogénique à RANKL (227). 

L’OPG est exprimée à la fois par les cellules musculaires lisses et les cellules 

endothéliales des parois artérielles et veineuses. Elle semble être un facteur de mauvais 

pronostic chez les patients présentant une pathologie coronarienne ischémique. En effet, des 

concentrations plasmatiques élevées sont observées au sein de cette population et sont  

corrélés à la sévérité des lésions athéromateuses et à un risque de décès d'origine 

cardiovasculaire 3 à 4 fois plus élevé (231). De plus, l’OPG pourrait agir comme un facteur de 

croissance autocrine/paracrine pour les cellules musculaires lisses vasculaires et contribuerait 

à la progression des lésions d’athérosclérose (232). 

 
 
5. RANK/RANKL et contrôle de la température corporelle 

 
RANKL et RANK sont également exprimés dans le système nerveux central (136,144).  

Plus précisément, l’ARNm de RANKL est détecté dans le noyau septo-latéral de 

l'hypothalamus par hybridation in situ (196) tandis que RANK est exprimé à la fois dans les 
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neurones et les astrocytes de l’aire pré-optique et dans le noyau septo-médial de 

l'hypothalamus. Cette région cérébrale est impliquée dans la thermorégulation (233,234), 

suggérant que le système RANKL / RANK pourrait jouer un rôle dans la régulation de la 

température corporelle. 

Ainsi, les expériences d’injection intra-cérébro-ventriculaire de RANKL recombinant 

dans des modèles murins provoquent une hyperthermie (196), atténuée lors d’un pré-

traitement avec de  OPG. En revanche, l’injection intra-péritonéale de RANKL recombinant 

n’entraîne aucune modification de la température corporelle (196). Ces résultats suggèrent 

que le système RANKL/RANK dans le cerveau joue un rôle essentiel dans la 

thermorégulation. 

La fièvre est un exemple de dysfonctionnement de la thermorégulation. Elle est une 

manifestation commune pour de nombreuses pathologies (cancer, maladies auto-immunes..,) 

ainsi que les infections et ce quel que soit la nature de l’agent pathogène. L’augmentation de 

la température corporelle est une réponse systémique secondaire aux stimuli inflammatoires 

médiés par l'action coordonnée des cytokines. En effet, chez la souris, l’injection de LPS 

induit l’expression de RANKL et RANK dans le cerveau, alors que l’expression de l’OPG est 

diminuée. A contrario, l’invalidation de l’expression de RANK spécifiquement dans les 

astrocytes empêche l’apparition de la fièvre induite par l’injection centrale de RANKL. Ces 

résultats indiquent que l'expression de RANK dans les astrocytes est crucial pour provoquer 

la fièvre (196). 

 
 

6. RANK/RANKL et diabète de type 2 
 

En utilisant une approche épidémiologique et expérimentale, Kiechl et al. (235) 

montrent que RANKL est impliqué dans l’insulino-résistance hépatique et dans le 

développement du diabète de type 2.  En effet, dans une grande étude prospective (n=844), la 

concentration sérique élevée de RANKL est fortement corrélée à une augmentation de 

l’insulino-résistance des patients mis en évidence par le modèle HOMA-IR.  

Dans la recherche du lien mécanistique entre RANKL et diabète de type 2, 

l’invalidation du gène codant pour le récepteur RANK spécifiquement dans les hépatocytes 

entraîne une amélioration de la sensibilité à l’insuline à la fois hépatique et systémique ainsi 

que de l’homéostasie glucidique chez des souris soumises à un régime riche en lipides (235). 
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Les analyses du contenu lipidique hépatique montrent clairement que les souris invalidées 

pour RANK dans les hépatocytes sont protégées du développement de la stéatose hépatique. 

Cette étude apporte des preuves que la voie de signalisation médiée par RANKL/RANK 

pourrait jouer un rôle dans la pathogenèse des NAFLD.  

Outre le récepteur RANK, RANKL est également capable de se lier au récepteur LGR4, 

(voir ci-dessus). Les souris invalidées pour LGR4 et soumises à un régime riche en lipides 

sont protégés du développement de l’obésité et de ses complications métaboliques (insulino-

résistance et intolérance au glucose) induite par un régime riche en graisses. par une 

augmentation de la dépense énergétique avec un phénomène de browning au sein des 

différents dépôts de tissu adipeux blanc (236).  

Ces résultats suggèrent fortement l’implication du système RANKL/RANK dans la 

pathogenèse de l’obésité et du diabète de type 2. 

 
  

D. Approches thérapeutiques ciblant la signalisation RANKL/RANK 
 
L’intérêt d’identifier le rôle pathogène ou non du système RANKL/RANK dans le 

développement de l’obésité et de ses complications réside dans le fait qu’il existe 

actuellement sur le marché un traitement inhibant spécifiquement le ligand RANKL. 

Le Denosumab®, un anticorps monoclonal entièrement humanisé, a été développé afin de 

bloquer RANKL et d’empêcher sa liaison à son récepteur RANK (Figure 19). Chez les 

patients atteints d’ostéoporose, le Denosumab® est bien toléré et une seule dose sous-

cutanée suffit à induire une diminution prolongée du remodelage osseux (237). L’efficacité  

du blocage de l’activité de RANKL a également été démontrée par l’inhibition de la 

résorption osseuse dans de nombreuses études précliniques liées aux tumeurs osseuses 

primitives telles que le sarcome d’Ewing (238) ou les ostéosarcomes (239) mais aussi aux 

métastases osseuses d’autres cancers tels que celui du cancer du sein (240), de la prostate 

(241), du poumon (242) ou le myélome multiple (243).  
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Ces deux dernières décennies, l’inflammation a émergé comme un acteur clef dans la 

physiopathologie des maladies métaboliques. En effet, la présence d’une inflammation 

qualifiée de « bas grade » due à l’infiltration de cellules immunitaires a été mis en évidence 

dans les principaux tissus (foie, muscles squelettiques, tissus adipeux blancs…)  impliqués 

dans la régulation de l’homéostasie énergétique chez les individus présentant une obésité. 

Des recherches très nombreuses ont en particulier mis en exergue le rôle des macrophages 

dans la genèse de ces maladies. En situation d’obésité, ces derniers s’accumulent dans les 

tissus et, en réponse à l’environnement obésogène, adoptent un phénotype dit 

inflammatoire. Ils vont sécréter un ensemble de cytokines et de chimiokines  pro-

inflammatoires qui vont participer avec d’autres acteurs comme les lipides à la détérioration 

de la sensibilité à l’insuline.  

A l’échelle cellulaire, l’inflammation est orchestrée par le facteur de transcription 

NFκB. En effet, ce dernier est capable d’activer la transcription de plus d’une centaine de 

gènes impliqués dans la réponse inflammatoire comme des cytokines inflammatoires, des 

chimiokines, des régulateurs de l’apoptose cellulaire. NFκB a été également impliqué dans le 

développement de l’insulino-résistance de l’obésité et du diabète de type 2. 

Il existe de nombreuses voies de transduction conduisant à l’activation de NFκB 

comme celles des TLR ou encore celles induites par les cytokines pro-inflammatoires. Dans 

cette thèse, pour des raisons exposées ci-dessous, nous nous sommes intéressés à la voie 

RANKL/RANK qui représente un des moyens d’activer NFκB et qui a été peu étudié dans le 

domaine des maladies métaboliques.    

Le complexe RANKL/RANK a été initialement rapporté dans le tissu osseux et joue un 

rôle majeur dans le remodelage osseux.  En 2013, l’équipe de Joseph Penninger propose que 

la voie de signalisation médiée par RANKL/RANK pourrait jouer un rôle dans la 

pathogenèse des NAFLD et de l’insulino-résistance (235). Les arguments à la base de cette 

hypothèse était d’une part la mise en évidence d’une augmentation de la concentration 

sérique de RANKL chez les patients présentant une insulino-résistance et d’autre part une 

amélioration de la sensibilité à l’insuline et de la stéatose hépatiques chez des souris 

invalidées pour RANK dans les hépatocytes (235).  

Sachant que NFκB joue un rôle majeur dans le développement de l’inflammation et de 

l’insulino-résistance et dans la stéatose hépatique et qu’il peut être activé par la voie  
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RANKL/RANK, le but de notre de travail était d’étudier le rôle du récepteur RANK dans le 

foie et dans le tissu adipeux blanc et de comprendre les conséquences physiopathologiques 

suite à son activation.  

Pour répondre à cette question, notre travail a été divisé en 3 parties : 

1/ Nous avons étudié l’expression RANK dans les différentes cellules du foie murin et 

dans des biopsies de foie humain aux différents stades de NAFLD et dans les tissus adipeux 

humains sous-cutanés et viscéral. 

2/ Nous avons caractérisé un modèle murin surexprimant RANK dans la lignée 

myéloïde en étudiant l’insulino-sensibilité et l’inflammation dans les tissus métaboliques 

(tissus adipeux blancs et foie) et la polarisation des macrophages. 

3/ Finalement, nous avons étudié in vitro le dialogue entre les macrophages 

surexprimant RANK et les adipocytes.  

 

L'ensemble de ces résultats est présenté dans l'article suivant " Overexpression of Rank 

in the myeloid lineage leads to activation of beiging in mice adipose tissue". 
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Abstract 
The receptor activator of nuclear factor-κB (RANK) and its ligand (RANKL) regulate 

bone metabolism as RANKL secreted by osteoblasts stimulates RANK on 

preosteoclasts to promote osteoclastogenesis and then bone resorption. However 

RANK is also expressed in other cell types. Here, we show that in the liver, RANK is 

principally expressed in the resident macrophages (Kupffer cells) and increases with 

inflammatory conditions in both rodent and humans. RANK expression also 

increases in obese rodent and human adipose tissue. A transgenic mouse model of 

RANK overexpression in myeloid cells gives mice protection against the development 

of obesity and its metabolic complications with a high fat diet challenge. 

Overexpression of RANK in myeloid cells promotes energy expenditure, induces the 

beiging of adipocytes in white adipose tissue depots and improves insulin sensitivity. 

This is concomitant with a M2 polarization of adipose tissue macrophages. Coculture 

of macrophages overexpressing RANK with white adipocytes, induces the 

expression in the later of genes related to adipocyte beiging. We conclude that the 

RANK/RANKL system in macrophages is an important actor for metabolic 

homeostasis and adipose tissue metabolism.  
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Introduction 
Obesity is defined as an excessive white adipose tissue (WAT) expansion caused by 

an energy imbalance in favor of calorie intake instead of energy expenditure. WAT 

stores energy in adipocyte cells in the form of triglycerides found in an unilocular lipid 

droplet. Depending on its location, WAT can be divided into visceral and 

subcutaneous white adipose tissue. In the context of abnormal fat accumulation, 

expansion of visceral WAT results in systemic insulin resistance and chronic low-

grade inflammation by pro-inflammatory M1 macrophages polarization and infiltration 

[1]. The development of these pathophysiological traits leads to metabolic diseases 

such as type 2 diabetes and a spectrum of liver disease called NAFLD (Non 

Alcoholic Fatty Liver Disease) [2,3]. Unlike WAT, brown adipose tissue (BAT) 

presents adipocytes with multilocular lipid droplets and a high mitochondrial content. 

Through its mitochondrial oxidative machinery, BAT is responsible for adaptive non-

shivering thermogenesis induced by a cold environment. WAT can acquire, under 

certain conditions, typical characteristics of BAT [4]. This process, called beiging, is 

concomitant with improved insulin sensitivity and metabolic health and represents an 

interesting therapeutic alternative for obesity and metabolic diseases [5].  

Accumulating evidence suggest that bone cells are not only able to execute their 

proper functions of mineral ion homeostasis and skeletal support but are also able to 

participate to systemic energy balance by secreting factors such as osteocalcin [6] 

and bone morphogenetic proteins [7] which have been reported to participate in the 

regulation of insulin sensitivity. Beside these secreted factors, the receptor activator 

of nuclear factor-κB (NF-κB) (RANK) and its ligand (RANKL) regulate bone 

metabolism as RANKL secreted by osteoblasts stimulates RANK on preosteoclasts 

to promote osteoclastogenesis and then bone resorption [8]. However, production of 

RANKL is not specific to osteoblasts and has also been documented in bone marrow 

adipocytes to promote local effects on osteoclasts leading to bone remodeling [9,10]. 

In contrast with other bone-related factors, the relationship between the 

RANKL/RANK system and insulin sensitivity is much less documented.  High-serum 

RANKL concentration was recently considered as an independent risk predictor of 

type 2 diabetes in a prospective human cohort study [11]. RANK Knock-out in mouse 

hepatocytes confers protection against NAFLD development and these mice fed a 

high fat diet have an improvement in hepatic insulin sensitivity and glucose tolerance 
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compared to wild-type mice [11].  However, RANK implication in metabolic diseases 

such as obesity, type 2 diabetes and NAFLD remains largely unclear.  

Here, we show that in the liver, RANK expression is principally found in the resident 

macrophages (Kupffer cells) rather than in hepatocytes and in the stroma vascular 

fraction in adipose tissues and increases with inflammatory conditions. We report that 

overexpression of RANK in myeloid cells including macrophages gives mice 

protection against the development of obesity and its metabolic complications despite 

a high fat diet challenge. Overexpression of RANK in myeloid cells promotes energy 

expenditure, induces the beiging of adipocytes in white adipose tissue depots and 

improves insulin sensitivity.  
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MATERIALS AND METHODS 
 
Animals 
All animals were acclimatized at least one week at the animal house before 

experiments. They were maintained with a 12 hour light/dark cycle in a temperature- 

and humidity-controlled environment, with ad libitum access to water and standard 

diet (65% carbohydrates, 11% lipids, 24% protein, SAFE, France). All animal 

experiments were approved by the Ethics Committee for Experimentation of 

Sorbonne University (Comité d'éthique en expérimentation animale Charles Darwin 

N°5, La Pitié-Salpêtrière Hospital) and authorized by the French Ministry of National 

Education, Higher Education and Research (APAFiS #4029-2016020513385222v1). 

 

To develop NAFLD-related murine models, 8 week-old male C57Bl/6 mice were 

purchased from Charles River Laboratory (France), and challenged 8 weeks with a 

high fat diet (HFD), 60% fat, 21% carbohydrates, 19% protein, (Safe, France), to 

induce steatosis or 12 weeks with a choline-deficient, L-amino-acid-defined, high-fat 

diet with 0.1% methionine (CDAHFD), Safe, France, to induce NASH, or 3 weeks 

with intraperitoneal carbon tetrachloride (CCl4,) injections (0.5µl/g body weight twice 

a week) to induce fibrosis. For the CCl4 treatment, equivalent volume of olive oil was 

injected to control mice.  

Rank transgenic (TgRANK) mice were as described in [12] and obtained by 

heterologous recombination of a cassette containing 1.5 kb of the human myeloid-

related protein 8 (Mrp8) gene promoter and the coding sequence of the mouse Rank 

gene. The transgene was shown to be expressed in the monocyte–macrophage 

lineage [12]. Transgenic mice were developed on the CD1 Swiss mice genetic 

background. 

 

Metabolic phenotyping  
During each animal study, body weight and post-absorptive glycaemia 

(glucometer, Freestyle Optium Neo, Abbott) were monitored once a week. For control 

and TgRANK mice under standard diet, an intraperitoneal glucose tolerance test 

(IPGTT) was performed on 8-week-old mice, by injecting 2g/kg body weight of 

glucose intraperitoneally after an overnight fasting. Concerning the HFD diet, control 

and TgRANK mice started to receive HFD at the age of 8 weeks for a total of 11 
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weeks. An insulin tolerance test (ITT) was performed on the 10th week on the HFD 

diet, by injecting 0.5UI/kg body weight of insulin intraperitoneally (insulin lispro®, Lilly) 

after a 6-hour fasting. An IPGTT was performed on the 10th week of the HFD diet, in 

control and TgRANK mice. Upon sacrifice, liver tissues and retroperitoneal, 

sucutaneous and epididymal adipose tissues were collected and frozen immediately 

in liquid nitrogen. A sample of each tissue was embedded in paraffin for histological 

analyses. Blood samples were centrifuged at 4°C at a speed of 10.000g for 5 

minutes and the plasma collected. All samples were stored at -80°C until use.  

 

Metabolic cages 
Control and TgRANK mice were placed individually in metabolic cages with a 12 hour 

light/dark cycle in a temperature and humidity-controlled environment, with free 

access to water and diet (Phenomaster – TSE Systems, Bad Homburg, Germany) 

after 10 weeks of standard or HFD diets. After 5 days of acclimatization, VO2, VCO2, 

respiratory exchange ratio (RER), water and food consumption, spontaneous 

locomotor activity, and body mass were measured during 4 days. Body composition 

(fat/lean mass) was analyzed at the beginning and at the end of the experiment by 

nuclear magnetic resonance (Bruker Minispec, Wissembourg, France). 

 

Cell isolation and co-culture  
Primary mouse hepatocytes and hepatic macrophages were isolated by in situ 

perfusion of the liver with collagenase A according to [13]. Mouse liver was first 

digested in situ by collagenase A. The liver was then placed in 50ml of HEPES buffer 

and the cells isolated by gentle stirring. After a 40g centrifugation for 3min, the pellet 

of hepatocytes was washed twice in HEPES buffer before collection, while the 

supernatant underwent a centrifugation on a density gradient of 25% and 50% percoll 

(GE Healthcare), diluted in a 0.25M Glucose, and run at 900g for 20 min at 4°C. The 

cell ring between the 25% and the 50% percoll corresponding to the macrophage 

fraction was carefully collected with a Pasteur pipette. Hepatocytes and 

macrophages were then stored at -80°C until use. Adipocytes and the stroma 

vascular fraction (SVF) were isolated by digestion for 45 min to one hour of white 

adipose tissue fragments in Krebs-Ringer Modified Buffer (KRB) pH 7.4, 

supplemented with 2% bovine serum albumin (BSA, fraction V) containing 0.1% 

collagenase at 37°C. Fat cells were liberated from tissue fragments by gentle stirring 
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with a pipette. Digested tissues were then filtered through nylon filter (pore size ~ 200 

µm) to remove the remaining fragments of tissue. The floating fat cells were 

collected. The stromal vascular fraction (SVF) including endothelial, preadipocytes, 

macrophages, and epithelial cells was centrifuged and kept in -80°C until use. The fat 

cells were washed three times in 10 ml of warm Krebs Ringer Bicarbonate buffer. 

Adipocyte size was determined on this adipocyte fraction. Isolated adipocytes were 

then collected and kept in -80°C until use or resuspended to perform co-culture 

experiments.  

Bone marrow cells of control and TgRANK mice were isolated from the 

marrow of femurs and tibias and were seeded and differentiated to macrophages 

(Bone marrow derived macrophage, BMDM) in DMEM medium supplemented with 

30% M-CSF, 10% FBS and 1% P/S for 7 days in 6-well plates at a density of 2.106 

cells per well. At day 8, BMDM were well plated at the bottom of the well. Adipocytes 

from epididymal adipose tissue of control and TgRANK mice isolated as previously 

described were resuspended in DMEM medium supplemented with 1% P/S and 10% 

FBS. The cell suspension was gently swirled to ensure uniform suspensions of fat 

cells and was immediately distributed (2 mL) into each well so that floating 

adipocytes were clearly separated from the BMDM by the culture medium. The co-

cultures were incubated at 37°C, in a 5% CO2 incubator during 6 hours. Adipocytes 

were then collected and kept at -80°C until use for the determination of mRNAs 

expression. 

 

Human biopsies 
Liver samples were obtained from 73 patients from the Hepatology 

Department of La Pitié-Salpêtrière Hospital, Paris, France, investigated for 

unexplained, persistently elevated aminotransferases. Steatosis, activity and fibrosis 

were scored according to the FLIP-SAF histological score [14]. All patients signed an 

informed consent form and the study was approved by the institutional ethics 

committee. Tissues were frozen before RNA extraction.  

Subcutaneous and visceral adipose tissue from normal (18kg/m2 ≤ BMI (body 

mass index) < 25 kg/m2), overweight (25kg/m2 ≤ BMI < 30 kg/m2), and obese (BMI ≥ 

30 kg/m2), patients were provided by the Vascular Surgery Department (la Pitié 

Salpêtrière Hospital, Paris, France) during abdominal aorta surgeries. Adipocytes 

and SVF cell isolation were performed according to the protocol used for mice 
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adipose tissue. All patients signed an informed consent form and the institutional 

ethics committee approved the study.  

 
 

SVF cell isolation and flow cytometry analyses  
Mice adipose tissues were minced into small pieces using scissors and digested with 

collagenase D (Roche) during a 30-min incubation at 37°C with vigorous shaking. 

After digestion, samples were passed several times through a 5 mL syringe in order 

to detach immune cells from adipocyte then filtered through a 100µm nylon filter. 

After 2 centrifugations for 5 min, 180 rpm at 4°C adipocytes were separated as a 

white layer above the SVF cells in the pellet. After 15 min incubation on ice in the 

dark with fixable Viability dye eF506 (eBiosciences, 65-0866-14), SVF cells were 

resuspended in Fc blocker (Miltenyi, 130-092-575) and stained with appropriate 

antibodies for 30 min at 4 °C in the dark with: Cd45 (BD Pharmingen, 564279), 

Cd11b (eBiosciences, 48-0112-82), F4/80 (eBiosciences, 17-4801-82), Cd11c (BD, 

561241) and Cd206 (eBiosciences, 25-2061-82). Adipose tissue macrophages 

(ATM) were defined as live Cd45+Cd11b+F4/80+ cells. Pro-inflammatory M1 and anti-

inflammatory M2 ATM were discriminated on the presence of either Cd11c or Cd206 

markers, respectively (Supplemental Figure 1). Samples were fixed for 30 min on ice 

in the dark with FoxP3 staining buffer set (eBiosciences, 00-5523-00) and kept at 4°C 

until data acquisition using an LSRFortessa cytometer (BD). Data analysis were 

performed with FlowJo v10.6.1 software program. 

 

Real-time quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis 
RNA was extracted from hepatic tissues or cells using the RNeasy RNA Mini 

Kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. RNA from adipose tissue was 

extracted using Qiazol reagent lysis (Qiagen) according to manufacturer’s instruction. 

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using 500 ng to 1µg of RNA 

with Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) reverse transcriptase kit (Invitrogen) 

or Transcriptase inverse SuperScript (Invitrogen).  

qRT-PCR analyses were performed by using the CFX384 Touch Real-time 

PCR (Bio-Rad) with SYBR-Green real time PCR Master Mix (Eurogentec) or Mesa 

Green qPCR MasterMix Plus (Eurogentec). Relative quantifications of each gene 

were calculated after normalization to cyclophiline or 18S by using the comparative 
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Ct method. SYBR green primers are listed in supplementary table 1.  

 

Western blotting and protein analysis 
Total adipose tissue were lysed by RIPA lysis buffer (Sigma-Aldrich) 

supplemented with a cocktail of protease inhibitors and were diluted to a 

concentration of 20 µg of protein, then heated for denaturation at 95°C during 5 

minutes. Briefly, proteins were next separated electrophoretically by SDS-PAGE and 

transferred to nitrocellulose membrane (GE Healthcare). Blocking reagent (PBS with 

0.5% Tween 20 and 3% of bovine serum albumin, pH 7.4) were incubated for 1 h, 

and primary antibody was incubated overnight at 4 °C. The membranes were 

hybridized with the Cocktail OXPHOS mouse (ab110413) β-actin (Cell Signaling 

Technology). Membranes were then incubated with secondary antibodies and then 

with ECL western-blotting substrate (Pierce, 32106) and imaged by myECL Imager 

(ThermoFisher, 62236). Blots were analyzed using ImageJ software. 

 

Morphometric and immunofluorescence analyses.  
Adipose tissue samples were fixed overnight in a 3% formaldehyde solution 

and embedded in paraffin. Tissue slices were stained with Hematoxylin and Eosin for 

the evaluation of the tissue morphology, following standardized protocols.  

Immunofluorescence analysis of adipose tissue for UCP1was performed using      

UCP1 ab23841 from Santa Cruz Biotechnology. 

Adipocyte size was determined by measuring the diameter of the cells in light-

microscopy images (x 20) of isolated adipocytes (approximatively 40 adipocytes per 

section, three sections per mouse adipose tissue, five mice per group) and analyzed 

using ImageJ software. 

 

Analysis of metabolic parameters 
Plasma insulin concentrations were determined by an ELISA kit (Mercodia). 

Plasma and hepatic cholesterol, triglycerides, non-esterified fatty acid and ALT/AST 

were measured using a colorimetric kit (RANDOX Laboratories).  
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Statistical analysis 
Results were expressed as mean ± SEM. Statistical significance was 

assessed using Student’s t-test (comparison of two groups) or one-way ANOVA 

(more than two groups). P value ≤ than 0.05 was considered significant.  
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RESULTS 
 
RANK is mostly expressed in macrophages and its expression increases with 
NAFLD stage and obesity.  
We first studied whether hepatic and adipose RANK expression is modified in 

NAFLD conditions and obesity.  We analyzed the expression of RANK in several 

models of mice that covered the different stages of NAFLD:  mice fed an HF diet for 

hepatic steatosis, a CDAHFD diet for NASH and with CCl4 injection for hepatic 

fibrosis. RANK expression is higher in total liver extracts from CDAHFD and CCl4 

treated mice and not modified by HF feeding (Fig 1A). We then compared the 

expression of RANK in isolated hepatocytes and in total macrophages purified on a 

Ficoll gradient. RANK is principally expressed in macrophages where its expression 

increased in fibrotic liver (Fig 1B). We then studied whether these results could be 

extended to human with NAFLD. We explored liver biopsies from 73 individuals with 

histological characterization of hepatic steatosis, activity score, and fibrosis. As 

observed previously in mice, RANK expression is mainly expressed in NASH livers 

(Fig 1C) although a milder increase is present in steatotic patients and its expression 

increased with the activity score (hepatocyte ballooning plus inflammation) (Fig 1D) 

highlighting the link between hepatic RANK expression and inflammation.  

We next measured RANK expression in adipocytes and in the SVF of subcutaneous 

and visceral adipose tissues of lean, overweight and obese individuals. As presented 

in Fig 1E and 1F, RANK expression is mainly detected in the SVF fraction (that 

contains macrophages) and its expression is strongly enhanced in overweight and 

obese subjects.  Altogether, these results indicated that in liver and adipose tissue, 

macrophages are the primary source of RANK of which expression correlated with 

inflammatory conditions. 

 
TgRANK mice are leaner and displayed an healthy phenotype 
To characterize the role of RANK in macrophages, we studied a mouse model in 

which RANK was overexpressed in the myeloid lineage under the control of the 

hMRP8 promoter (TgRANK). Compared to control mice, RANK expression is induced 

3-fold in the subcutaneous adipose tissue, 5 fold in the epididymal adipose tissue 

and 2-fold in the liver (Fig2A). RANK is overexpressed in the bone marrow and in the 

liver macrophages (Fig. 2A). The TgRANK mice had a glycemia and insulinemia (Fig 
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2B) comparable to their control littermates but displayed lower body weight (Fig 2C). 

Mass composition analysis revealed a decreased fat mass in TgRANK compared to 

WT mice (Fig 2D) and a decreased weight of epididymal and retroperitoneal adipose 

tissues (Fig 2E) without change of liver weight (Fig 2F). TgRANK mice challenged 

with a glucose bolus showed a  slightly improved glucose tolerance but with a much 

lower insulin secretion suggesting that TgRANK mice under a chow diet have an 

increased insulin sensitivity (Fig 2G). To understand the mechanism of weight loss 

observed in TgRANK mice, we placed the mice in metabolic cages in order to 

measure food intake and energy expenditure.  

Energy expenditure was increased in TgRANK mice during both day and night 

periods (FIG 2H and 2I). The RER was higher at night and close to one suggesting 

that the increased energy expenditure relies mainly on carbohydrate oxidation. In 

contrast, food intake was similar in both groups (Fig 2I) as well as locomotor activity 

(not shown).  

 

Adipose tissues of TgRANK mice display a beige phenotype 
In order to analyze the reasons leading to the increased energy expenditure of 

TgRANK mice, we examined the adipose tissues of these mice. Both subcutaneous 

(not shown) and epididymal adipose tissue of TgRANK mice were darker in color (Fig 

3A). Histological analysis by hematoxylin eosin reveals the presence of adipocytes of 

smaller sizes than those observed in the control mice (Fig 3B) with some multilocular 

adipocytes (Fig. 3B, insert). TgRANK presented smaller size adipocytes both in 

subcutaneous and epidydimal adipose tissues (Fig 3C). Western blot analysis of the 

mitochondrial complexes revealed an increased content of the complexes I, II and IV 

of the respiratory chain (Fig 3D) in both epidydimal and subcutaneous adipose 

tissues. The expression of enzymes, Long Chain Acyl-CoA Dehydrogenase (LCAD), 

Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase (MCAD) and the transcription factor 

PPARα, involved in fatty oxidation were higher in epidydimal and subcutaneous 

adipose tissues of TgRANK mice compared to control littermates (Fig 3E). The 

expression of UCP1, a marker of brown and beige adipocytes was increased in 

subcutaneous adipose tissue of TgRANK mice but not in epidydimal adipose tissue 

(Fig 3F).  

Altogether, these results show that TgRANK mice have a lower body weight linked to 

a higher energy expenditure concomitant with a beiging of adipose tissue. 
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TgRANK mice are protected from high-fat induced obesity. 
We then fed the TgRANK and control mice with a high fat diet (60% calories from 

fat). The TgRANK mice had lower fasting plasma glucose and insulin concentrations 

(Fig. 4A) and a strong reduction of body weight compared to control mice (Fig.4 B) 

concomitant with a marked decrease of adipose tissue weights (Fig. 4B). Glucose 

tolerance was improved in TgRANK mice after an IPGTT and insulin sensitivity was 

higher as shown by an ITT (Fig. 4C). 

When expressed per animal, energy expenditure was similar (Fig. 4D) with RER 

ranging from 0.75 to 0.85, indicating preferential lipid oxidation (Fig. 4E). However 

when expressed per kg body weight, TgRANK mice showed a 50 % increase of 

energy expenditure compared to control mice with a similar food intake (Figure 4F) 

and locomotor activity (not shown). 

 

Adipose tissues of TgRANK mice fed a high fat diet display a beige phenotype 
Both epididymal and subcutaneous adipose tissues of TgRANK mice were darker in 

color (Fig 5A). Histological analysis by hematoxylin eosin reveals the presence of 

adipocytes of smaller sizes in TgRANK mice when compared to control mice (Fig 

5B).  

UCP1 mRNA expression was higher in both epididymal and subcutaneous adipose 

tissue and immunofluorescence staining for UCP1 revealed a much higher UCP1 

protein content in subcutaneous adipose tissue in TgRANK mice than in control mice 

(Fig. 5C). Western blot analysis of the mitochondrial complexes revealed an 

increased content of the complexes I, II and IV of the respiratory chain (Fig 5D) in 

epidydimal adipose tissue of TgRANK mice. The mitochondrial content was 

increased in both epididymal and subcutaneous adipose tissues of TgRANK mice as 

shown by the ratio 16S rRNA /EiF5α mRNA (Fig. 5D).  

The expression of PPAR α, PGC1 α and PGC1 β was increased in epididymal and 

subcutaneous adipose tissues of TgRANK mice as well as enzymes of fatty acid 

oxidation in epididymal adipose tissue (Fig. 5E). These increases were found in 

mature adipocytes but not in the stroma vascular fraction (SVF) Fig. 5E. 

Analysis of SVF from epididymal adipose tissue by flow cytometry revealed a 

significant decrease of the macrophage content (Cd45+Cd11b+F4/80+) in TgRANK 

mice as compared to control animals (Fig. 6A and supplemental Fig. 1). In addition, 

an elevation of the anti-inflammatory M2 macrophage subset (Cd206+) was detected 
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in TgRANK mice while there was no effect on the pro-inflammatory M1 macrophage 

subset (Cd11+). In agreement with these observations, the expression of pro-

inflammatory cytokines and M1 macrophage markers was decreased in epididymal 

adipose tissue from TgRANK mice fed a high-fat diet whereas those of anti-

inflammatory cytokines and M2 macrophages markers were upregulated (Fig. 6B). 

Taken together, these findings indicate that expression of RANK in the myeloid 

lineage alleviates inflammation in epididymal adipose tissue by favoring macrophage 

polarization toward an anti-inflammatory phenotype.  

 

Liver and plasma triglycerides and cholesterol concentrations 
The liver of control mice on a high fat diet had a pale colour (Fig. 7A) and was 

steatotic as shown by a major increase in triglyceride and cholesterol concentrations 

when compared to mice on a normal chow diet (Fig. 7B). This was not the case in 

TgRANK mice. Similar results were obtained for plasma triglyceride and cholesterol 

concentrations (Fig. 7B). Plasma ALAT and ASAT were increased in control mice fed 

a high fat diet whereas it was not the case in TgRANK mice (Fig. 7C).   

In contrast with adipose tissue, hepatic PPARα, LCAD and MCAD expressions were 

not increased in TgRANK mice compared to control mice under a high fat diet (Fig. 

7D). 

 
Coculture of BMDM from control and transgenic mice with adipocytes from 
control mice. 
In order to see whether TgRANK macrophages act on adipocyte beiging by secreting 

a factor, plated BMDM from control and TgRANK mice were cocultured with floating 

adipocytes from control mice. As seen in Figure 8, a 6-hour coculture in the presence 

of TgRANK BMDM induces in adipocytes an increase in two markers of beige  

adipocytes, UCP1 and PRDM16, a transcriptional regulatory protein involved in the 

beiging process. It also induces the expression of genes involved in fatty acid 

oxidation, PPARα, PGC1α, PGC1β, LCAD, MCAD and carnitine palmitoyl 

transferase 1 (CPT1). This strongly suggests that TgRANK macrophages secrete a 

soluble factor that induces the beiging process in adipocytes.  
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Discussion 
 
RANK/RANKL signaling plays a major role in bone remodeling and represents a 

therapeutic target in the treatment of osteoporosis. The other roles of the 

RANK/RANKL pathway are much less clear. It was shown that the signaling pathway 

mediated by RANKL/RANK could play a role in the pathogenesis of NAFLD and 

insulin resistance [11]. The arguments underlying this hypothesis were on the one 

hand the demonstration of an increased RANKL serum concentration in patients with 

insulin resistance and type 2 diabetes and on the other hand an improvement in the 

insulin sensitivity and hepatic steatosis in mice invalidated for RANK in hepatocytes 

in response to a high fat diet [11].  
 

RANK expression increases with NAFLD severity and with obesity in the liver 
and white adipose tissue and is found mainly in macrophages.  
We have analyzed the expression of RANK in the liver in a rodent model and in 

human liver biopsies with different stages of NAFLD. We showed that RANK 

expression is increased in the liver during NAFLD in both mouse and human models. 

In mice, we investigated in which cells RANK was expressed. Our results clearly 

show that RANK is expressed mainly by hepatic macrophages. These results are not 

very surprising since in bone, RANK is essentially expressed by osteoclasts which 

have a common origin with monocytes/macrophages in the bone marrow. 

We then studied the expression of RANK in white adipose tissue. RANK is expressed 

mainly by the SVF fraction which contains macrophages and its expression increases 

in obese individuals in subcutaneous and visceral adipose tissue. The increase in 

RANK expression in adipose tissue and in the liver during obesity and NAFLD is 

probably explained by an important recruitment of macrophages during these 

pathologies. These data are rather surprising compared to the results of the 

invalidation of RANK in hepatocytes [11] since RANK is very weakly expressed in 

these cells. At this stage, we have no explanation for these discrepancies.  

 

The TgRANK mouse model 
In order to analyse the role of RANK in macrophages, RANK was overexpressed in 

the myeloid lineage under the control of the hMRP8 promoter. It was previously 

shown in this model that RANK is overexpressed in the monocyte/macrophage 
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lineage [12]. We have verified here that RANK is overexpressed in the bone marrow 

and in liver macrophages. Importantly, it was previously shown that an 

overexpression of RANK leads to receptor oligomerization and that this is sufficient to 

induce downstream signaling pathways in a ligand-independent manner [15]. 

 

TgRANK mice are protected from complications associated with obesity 

 Mice overexpressing RANK in macrophages have an improved insulin sensitivity 

and are protected against the development of obesity and its metabolic complications 

such as steatosis through an increase in energy expenditure. We demonstrated that 

this increase in energy expenditure is correlated to the beiging of white adipocytes. 

Interestingly, two studies in which alternative receptors of RANKL, LGR4 and 

osteoprotegerin, the soluble RANK receptor, were invalidated are showing similar 

results with a resistance to high fat diet induced obesity and a beiging of white 

adipocytes [16,17]. These results can be explained if one considers that the absence 

of these receptors leads to a greater availability of RANKL for the RANK receptor. 

This is confirmed by the fact that a RANKL infusion in osteoprotegerin invalidated 

mice induces beiging and increased oxygen consumption in the subcutaneous WAT, 

as well as an increase in energy expenditure in mice [17].  

 

Overexpression of RANK leads to M2 polarization of macrophages in the 
adipose tissue 
In our mouse model overexpressing RANK in macrophages, characterization of 

adipose tissue macrophages by cytometry and analysis of M1/M2 macrophage 

markers clearly show an M2-type anti-inflammatory polarization of macrophages with 

increased expression of CD206, Arg1, CD163 and interleukin 10. Correlations 

between RANK expression and a macrophage M2 phenotype have been 

documented in other models. RANK colocalizes in tumor tissues with M2 markers 

such as CD163, CD206 and Arginase1 [18]. Indeed, a wide variety of carcinomatous 

tissues (breast, bone, prostate) express RANK at very different transcriptional or 

protein levels [19–21]. RANK expression in carcinomas appears to be a marker of 

poor prognosis [22]. These studies strongly suggest that macrophages expressing 

RANK are M2 polarized in these cancerous tissues and play a crucial role in the 

establishment of an immunosuppressive microenvironment at the level of the tumor, 

thus allowing the survival and dissemination of tumor cells [23,24]. At the placental 
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interface, RANKL is secreted by embryonic trophoblasts and by maternal decidual 

stromal cells, and induces M2-type polarization of decidual macrophages by binding 

to its membrane receptor RANK [25]. Thus, M2 polarized decidual macrophages 

allow maternal-fetal tolerance through a Th2-type immune response. In case of 

altered expression of RANKL, the Th2 type immune response is dysfunctional, thus 

causing a breakdown in maternal-fetal immune tolerance and an increased risk of 

miscarriage.  
 

Role of M2 Macrophages in the beiging of white adipose tissue 
 In 2011, an unexpected observation was reported. Alternatively activated 

macrophages (M2) were proposed to be directly involved in the activation of brown 

adipose tissue thermogenesis [26].  

A recruitment of M2 macrophages was also found in the white adipose tissue of cold-

stimulated mice [26,27]. Interestingly, when M2 macrophages were injected 

intraperitoneally into mice fed an obesogenic diet, white adipose tissue beiging was 

observed, associated with a decrease in the pro-inflammatory environment and an 

improvement of insulin- sensitivity [28]. M2 macrophages therefore seem to be 

essential players in the process of white adipose tissue beiging. It was initially 

proposed that  M2 macrophages release norepinephrine to act on beige / brown 

cells. However the possibility for M2 macrophages to secrete norepinephrine was 

later challenged [29]. The capacity for M2 macrophages to synthesize and secrete 

norepinephrine is still under debate with reports providing conflicting results [30,31]. 

A recent study [32] in mice has shown that, after exposure to cold, the percentage of 

M2 macrophages in adipose tissue increases while the percentage of M1 

macrophages is reduced. A cytokine, Slit3 secreted by adipose tissue macrophages 

was identified that promotes cold adaptation by stimulating sympathetic innervation 

and thermogenesis.  

The possibility that M2 macrophages secrete a factor inducing directly adipocyte 

beiging was also proposed. It was suggested that M2 macrophages promote beiging 

of white adipose tissue by releasing natural PPARγ ligands such as 9- and 13-

hydroxyoctadecadienoic acid [33]. Prostaglandin E2 is also able to induce the beiging 

of white adipocytes [34]. Interestingly, macrophages represent an important source of 

prostaglandin E2 [35].  
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Our study allows to improve the comprehension of the role of RANK in metabolism 

by showing that RANK activation in macrophages induces a M2 polarization and 

when these macrophages are recruited in adipose tissue, they stimulate the beiging 

of white adipocytes that protects mice from the development of obesity and its 

complications such as hepatic steatosis. In addition, our coculture experiments tend 

to suggest that a factor secreted by M2 macrophages acts in a paracrine manner to 

induce the beiging of white adipocytes. Obviously, the definitive identification of this 

mediator would represent an interesting potential target for a treatment of obesity. In 

addition, it would be interesting to decipher the role of the RANK ligand in this 

context. 

  



99	
	

REFERENCES 
 
1  Lumeng, C. N., Bodzin, J. L. and Saltiel, A. R. (2007) Obesity induces a 

phenotypic switch in adipose tissue macrophage polarization. J. Clin. Invest. 
117, 175–184. 

2  Patsouris, D., Li, P.-P., Thapar, D., Chapman, J., Olefsky, J. M. and Neels, J. 
G. (2008) Ablation of CD11c-positive cells normalizes insulin sensitivity in 
obese insulin resistant animals. Cell Metab. 8, 301–309. 

3  Day, C. P. and James, O. F. (1998) Steatohepatitis: a tale of two “hits”? 
Gastroenterology 114, 842–845. 

4  Wang, Q. A., Tao, C., Gupta, R. K. and Scherer, P. E. (2013) Tracking 
adipogenesis during white adipose tissue development, expansion and 
regeneration. Nat Med 19, 1338–1344. 

5  Chechi, K., Nedergaard, J. and Richard, D. (2014) Brown adipose tissue as an 
anti-obesity tissue in humans. Obes Rev 15, 92–106. 

6  Karsenty, G. and Ferron, M. (2012) The contribution of bone to whole-organism 
physiology. Nature 481, 314–320. 

7  Chen, Y., Ma, B., Wang, X., Zha, X., Sheng, C., Yang, P. and Qu, S. (2021) 
Potential Functions of the BMP Family in Bone, Obesity, and Glucose 
Metabolism. J Diabetes Res 2021, 6707464. 

8  Leibbrandt, A. and Penninger, J. M. (2008) RANK/RANKL: regulators of 
immune responses and bone physiology. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1143, 123–150. 

9  Takeshita, S., Fumoto, T., Naoe, Y. and Ikeda, K. (2014) Age-related marrow 
adipogenesis is linked to increased expression of RANKL. J Biol Chem 289, 
16699–16710. 

10  Goto, H., Hozumi, A., Osaki, M., Fukushima, T., Sakamoto, K., Yonekura, A., 
Tomita, M., Furukawa, K., Shindo, H. and Baba, H. (2011) Primary human 
bone marrow adipocytes support TNF-α-induced osteoclast differentiation and 
function through RANKL expression. Cytokine 56, 662–668. 

11  Kiechl, S., Wittmann, J., Giaccari, A., Knoflach, M., Willeit, P., Bozec, A., 
Moschen, A. R., Muscogiuri, G., Sorice, G. P., Kireva, T., et al. (2013) 
Blockade of receptor activator of nuclear factor-κB (RANKL) signaling improves 
hepatic insulin resistance and prevents development of diabetes mellitus. Nat. 
Med. 19, 358–363. 

12  Castaneda, B., Simon, Y., Jacques, J., Hess, E., Choi, Y.-W., Blin-Wakkach, 
C., Mueller, C., Berdal, A. and Lézot, F. (2011) Bone resorption control of tooth 
eruption and root morphogenesis: Involvement of the receptor activator of NF-
κB (RANK). J Cell Physiol 226, 74–85. 

13  Aparicio-Vergara, M., Tencerova, M., Morgantini, C., Barreby, E. and Aouadi,  



100	
	

M. (2017) Isolation of Kupffer Cells and Hepatocytes from a Single Mouse Liver. 
Methods Mol Biol 1639, 161–171. 

14  Bedossa, P., Poitou, C., Veyrie, N., Bouillot, J.-L., Basdevant, A., Paradis, V., 
Tordjman, J. and Clement, K. (2012) Histopathological algorithm and scoring 
system for evaluation of liver lesions in morbidly obese patients. Hepatology 
56, 1751–1759. 

15  Boldin, M. P., Mett, I. L., Varfolomeev, E. E., Chumakov, I., Shemer-Avni, Y., 
Camonis, J. H. and Wallach, D. (1995) Self-association of the “death domains” 
of the p55 tumor necrosis factor (TNF) receptor and Fas/APO1 prompts 
signaling for TNF and Fas/APO1 effects. J Biol Chem 270, 387–391. 

16  Wang, J., Liu, R., Wang, F., Hong, J., Li, X., Chen, M., Ke, Y., Zhang, X., Ma, 
Q., Wang, R., et al. (2013) Ablation of LGR4 promotes energy expenditure by 
driving white-to-brown fat switch. Nat. Cell Biol. 15, 1455–1463. 

17  Matsuo, F. S., Cavalcanti de Araújo, P. H., Mota, R. F., Carvalho, A. J. R., 
Santos de Queiroz, M., Baldo de Almeida, B., Ferreira, K. C. de O. S., Metzner, 
R. J. M., Ferrari, G. D., Alberici, L. C., et al. (2020) RANKL induces beige 
adipocyte differentiation in preadipocytes. Am J Physiol Endocrinol Metab 318, 
E866–E877. 

18  Kambayashi, Y., Fujimura, T., Furudate, S., Asano, M., Kakizaki, A. and Aiba, 
S. (2015) The Possible Interaction between Receptor Activator of Nuclear 
Factor Kappa-B Ligand Expressed by Extramammary Paget Cells and its 
Ligand on Dermal Macrophages. J. Invest. Dermatol. 135, 2547–2550. 

19  Park, H. S., Lee, A., Chae, B. J., Bae, J.-S., Song, B. J. and Jung, S. S. (2014) 
Expression of receptor activator of nuclear factor kappa-B as a poor prognostic 
marker in breast cancer. J Surg Oncol 110, 807–812. 

20  Santini, D., Schiavon, G., Vincenzi, B., Gaeta, L., Pantano, F., Russo, A., 
Ortega, C., Porta, C., Galluzzo, S., Armento, G., et al. (2011) Receptor 
activator of NF-kB (RANK) expression in primary tumors associates with bone 
metastasis occurrence in breast cancer patients. PLoS ONE 6, e19234. 

21  Santini, D., Perrone, G., Roato, I., Godio, L., Pantano, F., Grasso, D., Russo, 
A., Vincenzi, B., Fratto, M. E., Sabbatini, R., et al. (2011) Expression pattern of 
receptor activator of NFκB (RANK) in a series of primary solid tumors and 
related bone metastases. J. Cell. Physiol. 226, 780–784. 

22  Medrek, C., Pontén, F., Jirström, K. and Leandersson, K. (2012) The presence 
of tumor associated macrophages in tumor stroma as a prognostic marker for 
breast cancer patients. BMC Cancer 12, 306. 

23  Fujimura, T., Kambayashi, Y., Furudate, S., Kakizaki, A., Hidaka, T., Asano, M. 
and Aiba, S. (2016) Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand 
(RANKL)/RANK signaling promotes cancer-related inflammation through M2 
macrophages. Exp Dermatol 25, 397–399. 

24  Fujimura, T., Kambayashi, Y., Furudate, S., Asano, M., Kakizaki, A. and Aiba,  



101	
	

S. (2015) Receptor Activator of NF-κB Ligand Promotes the Production of 
CCL17 from RANK+ M2 Macrophages. J. Invest. Dermatol. 135, 2884–2887. 

25  Meng, Y.-H., Zhou, W.-J., Jin, L.-P., Liu, L.-B., Chang, K.-K., Mei, J., Li, H., 
Wang, J., Li, D.-J. and Li, M.-Q. (2017) RANKL-mediated harmonious dialogue 
between fetus and mother guarantees smooth gestation by inducing decidual 
M2 macrophage polarization. Cell Death & Disease 8, e3105. 

26  Nguyen, K. D., Qiu, Y., Cui, X., Goh, Y. P. S., Mwangi, J., David, T., Mukundan, 
L., Brombacher, F., Locksley, R. M. and Chawla, A. (2011) Alternatively 
activated macrophages produce catecholamines to sustain adaptive 
thermogenesis. Nature 480, 104–108. 

27  Qiu, Y., Nguyen, K. D., Odegaard, J. I., Cui, X., Tian, X., Locksley, R. M., 
Palmiter, R. D. and Chawla, A. (2014) Eosinophils and type 2 cytokine 
signaling in macrophages orchestrate development of functional beige fat. Cell 
157, 1292–1308. 

28  Liu, P.-S., Lin, Y.-W., Burton, F. H. and Wei, L.-N. (2015) Injecting engineered 
anti-inflammatory macrophages therapeutically induces white adipose tissue 
browning and improves diet-induced insulin resistance. Adipocyte 4, 123–128. 

29  Fischer, K., Ruiz, H. H., Jhun, K., Finan, B., Oberlin, D. J., van der Heide, V., 
Kalinovich, A. V., Petrovic, N., Wolf, Y., Clemmensen, C., et al. (2017) 
Alternatively activated macrophages do not synthesize catecholamines or 
contribute to adipose tissue adaptive thermogenesis. Nature Medicine 23, 623–
630. 

30  Ruiz de Azua, I., Mancini, G., Srivastava, R. K., Rey, A. A., Cardinal, P., 
Tedesco, L., Zingaretti, C. M., Sassmann, A., Quarta, C., Schwitter, C., et al. 
(2017) Adipocyte cannabinoid receptor CB1 regulates energy homeostasis and 
alternatively activated macrophages. J Clin Invest 127, 4148–4162. 

31  Camell, C. D., Sander, J., Spadaro, O., Lee, A., Nguyen, K. Y., Wing, A., 
Goldberg, E. L., Youm, Y.-H., Brown, C. W., Elsworth, J., et al. (2017) 
Inflammasome-driven catecholamine catabolism in macrophages blunts 
lipolysis during ageing. Nature 550, 119–123. 

32  Wang, Y.-N., Tang, Y., He, Z., Ma, H., Wang, L., Liu, Y., Yang, Q., Pan, D., 
Zhu, C., Qian, S., et al. (2021) Slit3 secreted from M2-like macrophages 
increases sympathetic activity and thermogenesis in adipose tissue. Nat Metab 
3, 1536–1551. 

33  Lee, Y.-H., Kim, S.-N., Kwon, H.-J., Maddipati, K. R. and Granneman, J. G. 
(2016) Adipogenic role of alternatively activated macrophages in β-adrenergic 
remodeling of white adipose tissue. American Journal of Physiology. 
Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 310, R55-65. 

34  García-Alonso, V., Titos, E., Alcaraz-Quiles, J., Rius, B., Lopategi, A., López-
Vicario, C., Jakobsson, P.-J., Delgado, S., Lozano, J. and Clària, J. (2016) 
Prostaglandin E2 Exerts Multiple Regulatory Actions on Human Obese Adipose 
Tissue Remodeling, Inflammation, Adaptive Thermogenesis and Lipolysis.  



102	
	

PLoS One 11, e0153751. 

35  Humes, J. L., Bonney, R. J., Pelus, L., Dahlgren, M. E., Sadowski, S. J., Kuehl, 
F. A. and Davies, P. (1977) Macrophages synthesis and release prostaglandins 
in response to inflammatory stimuli. Nature 269, 149–151. 

 
 
Acknowledgments We are grateful to the patients for allowing us to use the tissue 

samples. This work was supported by Inserm, by Sorbonne Université, by the 

"Fondation pour la Recherche médicale" (Equipe FRM DEQ20140329504), by the 

“Agence Nationale de la Recherche”  (ANR-15-CE170012-01NADRANK). FP is 

funded by a “Poste d’accueil” Inserm. MH is funded by a grant from the China 

scholarship council. 

Author contribution  S.B., S.T., N.G., S.H. and V.D. obtained and analysed the 

data. F.P.and M.H., obtained and analysed the data and wrote, edited and reviewed 

the manuscript. E.H., W.LG., M.L. and C.M. analysed the data and edited and 

reviewed the manuscript. V.R. performed clinical experiments, obtained tissue 

samples during surgery and edited, reviewed the manuscript. P.F. analysed the data 

and wrote, edited and reviewed the manuscript. O.B. initiated the investigation, 

performed clinical experiments, obtained the data and wrote, edited and reviewed the 

manuscript. F.F. initiated the investigation and wrote, edited and reviewed the 

manuscript. All authors gave final approval of the present manuscript. F.F. is the 

guarantor of this work and as such, had full access to all the data in the study and 

takes responsibility for the integrity of the data and the accuracy of the data analysis. 

 

Competing interests The authors declare no conflict of interest for the present study 

  



103	
	

Legends of figures  
 
Figure 1 : RANK expression in hepatic and adipose tissues in mice and human 
subjects. 
(A) RANK mRNA expression in mouse total liver after 8 weeks of a high fat diet (HF), 

choline-deficient, L-amino-acid-defined, high-fat diet with 0.1% methionine 

(CDAHFD) or intraperitoneal carbon tetrachloride (CCl4) injection compared with 

controls on a chow diet; n=5 in each group. (B) RANK mRNA in mouse hepatic 

macrophages and hepatocytes after a 8-week high fat (HF) diet or intraperitoneal 

carbon tetrachloride (CCl4) injections during 3 weeks compared with controls on a 

chow diet. N=5 in each group(C) RANK mRNA expression at different stages of 

NAFLD in human total liver. Ctr, n= 10; Steatosis, n=27, NASH, n=13; NASH + 

fibrosis, n= 23 (D) RANK mRNA expression in total human liver according to the 

activity score. A0, n=1; A1, n=13; A2, n=28; A3, n=15; A4, n=6. Results are 

expressed as mean ± SEM. Statistical significance of differences with control groups 

(panels A, B and C) or Ao (panel D), was assessed using Student’s t-test 

(comparison of two groups) or one-way ANOVA (more than two groups), * p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001. (E) RANK mRNA expression in human adipocytes and Stroma 

Vascular Fraction (SVF) in human subcutaneous adipose tissue or (F) visceral 

adipose tissues according to the body mass index. Results are expressed as mean ± 

SEM for 5 determinations in each group. Statistical significance of differences 

between adipocytes and SVF was assessed using Student’s t-test, * p<0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001. 

 

Figure 2 : Analysis of wild-type control (Ctr) and TgRANK mice (Tg) fed with a 
chow diet. 
(A) : mRNA RANK expression in epididymal and subcutaneous adipose tissues, in 

the liver, in the liver macrophages and in bone marrow. (B) Plasma glucose and 

insulin concentrations in control (Ctr) and TgRANK (Tg) post-absorptive mice. (C) 

Body weight in control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. (D) % fat in body weight 

determined by nuclear magnetic resonance in control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. 

(E) Weight of different adipose tissue depots, epididymal (Epi), subcutaneous (Sub) 

and retroperitoneal (Retro) in control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. (F) Liver weight in 

control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. N=5 for each group. Statistical significance of 



104	
	

differences was assessed using Student’s t-test, *p<0.5, ** p<0.01, *** p<0.001. (G) 

Plasma glucose and plasma insulin during an intra-peritoneal glucose tolerance test 

in control (O)  and TgRANK (▲) mice (n=6 for each group).  (H) Energy expenditure 

per mouse and respiratory exchange ratio (RER) during 5 days in control (O) and 

TgRANK (●) mice in metabolic cages (n=6) (I) Food intake and energy expenditure 

per Kg body weight in control (Ctr) and TgRank (Tg) in metabolic cages (n=6). 
Results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance of differences was 

assessed by Student’s t-test, * p<0.05, ** p<0.01. 

 

Figure 3 : Phenotypes of epididymal and subcutaneous adipose tissues in 
control and TgRANK mice.  
(A) Representative images of epididymal adipose tissue from control and TgRANK 

mice (B) Representative haematoxylin and eosin staining of epididymal adipose 

tissue in control and TgRANK mice. Insert: magnification of multilocular adipocytes 

indicated by an arrow. (C) Adipocyte diameter size distribution in epididymal and 

subcutaneous adipose tissues of control (black columns) and TgRANK (open 

columns) mice (n=6 for each group). (D)  Protein expression of respiratory 

mitochondrial complexes in epididymal and subcutaneous adipose tissues of Control 

(Ctr) and TgRANK (Tg) mice. 

(E) mRNA expression of fatty acid oxidation-related genes in epididymal and 

subcutaneous adipose tissues of control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice (n=5 for each 

group). (F) UCP1 mRNA expression in epididymal (Epi) and subcutaneous (Sub) 

adipose tissues of control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice (n=5 for each group). When 

relevant, results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was 

assessed by Student’s t-test, * p<0.05. 

 

Figure 4 : TgRANK mice are protected from obesity and its metabolic 
consequences when challenged with a high-fat diet. 
(A)  Plasma glucose and insulin concentrations in control (Ctr) and TgRANK (Tg) 

post-absorptive mice (n=5-6 for each group) at the end of the HF diet. (B)  Whole 

body, liver and adipose tissue weights, epididymal (Epi), subcutaneous (Sub) and 

retroperitoneal (retro) of control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice (n=5-6 for each group) 

at the end of the HF diet. (C) Plasma glucose and insulin during an intraperitoneal 

glucose tolerance test and plasma glucose during an insulin tolerance test at the end 
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of the HF diet; control (O) and TgRANK (●) mice. (D) Energy expenditure per mouse 

and (F) respiratory exchange ratio (RER) during 5 days in control (O) and TgRANK 

(●) mice in metabolic cages (n=6). (G) Food intake and energy expenditure per Kg 

body weight in control (Ctr) and TgRank (Tg) in metabolic cages (n=6). Results are 

expressed as mean ± SEM. Statistical significance of differences was assessed by 

Student’s t-test, * p<0.05. 

 

Figure 5 : Phenotypes of epidimal and subcutaneous adipose tissues in control 
and TgRANK mice challenged with a high fat diet.  
(A) Representative images of epididymal and subcutaneous adipose tissues from 

control and TgRANK mice (B) Representative haematoxylin and eosin staining of 

epididymal and subcutaneous adipose tissues in control and TgRANK mice and 

determination of adipocyte diameter sizes (control, black columns, TgRANK, open 

columns). (C) Left panel: UCP1 gene expression in epididymal and subcutaneous 

adipose tissues in control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. Results are expressed as 

mean ± SEM. Statistical significance was assessed using Student’s t-test, n=5, ** 

p<0.01. Right panel: Immunofluorescence staining for UCP1 in subcutaneous 

adipose tissue of control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. (D) Left panel: Protein 

expression of respiratory mitochondrial complexes in epididymal adipose tissue of 

Control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. Right panel: Ratio of 16S rRNA encoded by the 

mitochondrial genome and Eif5α encoded by the nuclear genome in epididymal and 

subcutaneous adipose tissues in control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. Results are 

expressed as mean ± SEM. Statistical significance was assessed using Student’s t-

test, n=5, * p<0.05. (E) mRNA expression of fatty acid oxidation-related genes in 

epididymal and subcutaneous adipose tissues of control (Ctr, black columns) and 

TgRANK (Tg, open columns) mice (n=5 for each group). Results are expressed as 

mean ± SEM. Statistical significance was assessed using Student’s t-test, n=5, * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

(F) mRNA expression of fatty acid oxidation-related genes in the SVF and adipocyte 

fractions of subcutaneous adipose tissue in control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. 

Results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was assessed using  
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Student’s t-test, n=6. * p<0.05, ** p<0.01 when comparing SVF and adipocyte values. 
# p<0.05, ## p<0.01 when comparing control and transgenic values. 

 
Figure 6 : Reduced inflammation in epididymal adipose tissue from TgRANK 
mice. (A) Analysis of adipose tissue macrophage (ATM) subsets by flow cytometry in 

control and TgRANK mice fed a high fat diet and (B) Quantification of cytokine and 

macrophage marker expression by qPCR in epididymal adipose tissue from control 

(Ctr) and TgRANK (Tg) mice fed either a chow (CD) or a high-fat (HFD) diet for 11 

weeks.  *p<0.05 vs Ctr mice and #p<0.05 vs CD. N=5-7 mice per group. 

 

Figure 7 : The liver of TgRANK mice on a high fat diet is protected from 
steatosis  
(A) Representative images of liver from control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. (B) 

Liver and plasma concentrations of triglycerides and cholesterol from control (Ctr) 

and TgRANK (Tg) mice under normal chow (NC) or high fat (HFD) diet. (C) Plasma 

concentrations of ALAT and ASAT from control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice under 

normal chow (NC) or high fat (HFD) diet. (D) Results are expressed as mean ± SEM. 

Statistical significance was assessed using Student’s t-test. * p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001 when comparing control (Ctr) and TgRANK (Tg) mice. # p<0.05, ## p<0.01 

when comparing normal chow (NC) and high fat (HFD) diets. 

 

Figure 8 : Coculture of BMDM from control and transgenic mice with 
adipocytes from control mice. 
Plated BMDM from control and transgenic mice were cultured in the presence of 

isolated adipocytes from the epididymal adipose tissue of control mice. After six 

hours of incubation, adipocytes were collected and analysed for mRNAs expression. 

The results are expressed as mean ± SEM of three different experiments done in 

triplicates. Statistical significance was assessed using Student’s t-test. * p<0.05, ** 

p<0.01 when comparing the results obtained in the presence of control (black 

columns) or TgRANK (open columns) BMDM.  
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 Figure 2 Continuation
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Fig. 3 Continuation
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 Fig. 4
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 Fig. 4 Continuation
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 Figure 5
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Supplemental Material 
 

Supplementary Table 1: Primers used in Rt-PCR 

   

 Forward primer Reverse primer 
Cyclophilin TGG AGA GCA CCA AGA CAG ACA TGC CGG AGT CGA CAA TGA T 

18S GGG AGC CTG AGA AAC GGC GGG TCG GGA GTG GGT AAT TT 

RANK mouse GCT GGC TAC CAC TGG AAC TC TGT GCA CAC CGT ATC CTT GT 

RANK human CCC GTT GCA GCT CAA CAA G GCA TTT GTC CGT GGA GGA A 

PPARα CGA TGC TGT CCT CCT TGA TGA GCC GAT CTC CAC AGC AAA TTA TA 

CPT1 GTC AAG CCA GAC GAA GAA CA CGA GAA GAC CTT GAC CAT AG 

LCAD CAA GCA GGG CTT GCT TGG TGT TCT TTT GTG CCG TAA TTC G 

MCAD ACC AAA GCA GAG AAG AAG GGT G TGG CCC ATG TTT AGT TCC TTT T 

PGC1 TGA CAA ATG CTC TTC GCT TTA ACC CTG CCA TTG TTA AGA CC 

PGC1 CCT TCC ACC TGA GCT ATG GA CAG ATG TGG GAT CAT AGT CAG TGT 

TNF AGA AAA GCA AGC AGC CAA CC CAT AGG CAC CGC CTG GAG T 

IL1 TCG CTC AGG GTC ACA ACG AAA CAT CAG AGG CAA GGA GGA AAA C 

IL6 CCA CGG CCT TCC CTA CTT C TCC ACG ATT TCC CAG AGA ACA 

IL10 AGT GAA CTG CGC TGT CAA TG TTC AGG GTC AAG GCA AAC TT 

CCl2 GGC TGG AGA GCT ACA AGA GG TCT TGA GCT TGG TGA CAA AAA C 

CCl4 CCA GGG TTC TCA GCA CCA AT TCA GGA ATA CCA CAG CTG GC 

CxCl1 ACT GCA CCC AAA CCG AAG TC TTG GGG ACA CCT TTT AGC ATC T 

CxCl2 GAC CCT GCC AAG GGT TGA C AGT TAG CCT TGC CTT TGT TCA GT 

F4/80 GCA GGC GAG GAA AAG ATA GTG T TGA CAA CCA GAC GGC TTG TG 

CD11c GAG AGC CCA GAC GAA GAC AG CCA TTT GCT TCC TCC AAC AT 

CD206 CCT CTG GTG AAC GGA ATG AT CTT CCT TTG GTC AGC TTT GG 

Arg1 GTA TTC ACC CCG GCT ACG G AAG ACA AGG TCA ACG CCA CTG 

PRDM16 TGC TAA GCC TTC ACC GTT CT CTC TCC AGC TTC TCC GTC AT 

UCP1 GGA TTG GCC TCT ACG ACT CA TCT GTA GGC TGC CCA ATG AA 
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Supplemental Figure 1. Gating strategy for adipose tissue macrophage analysis 
by flow cytometry. Flow cytometry identification of adipose tissue macrophages 
(ATM) in epididymal adipose tissue from mice fed a high-fat diet.  
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RESULTATS 
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Nos résultats montrent que le récepteur RANK est exprimé dans le foie murin et humain aux 

différents stades de NAFLD. De manière plus précise, son augmentation est observée dans la 

population macrophagique et non hépatocytaire. De même, RANK est exprimé dans le SVF 

(fraction contenant les macrophages) des tissus adipeux sous-cutané et viscéral humains et 

son expression est augmentée en cas de surcharge pondérale. 

 

Partant de ces observations, nous avons généré une lignée de souris transgéniques 

surexprimant le récepteur RANK dans la lignée myéloïde en utilisant le promoteur hMRP8. 

MRP8 est une protéine exprimée par la lignée myéloïde sanguine incluant  les granulocytes 

(basophiles, neutrophiles, éosinophiles), les monocytes et tous les macrophages de 

l’organisme (cellules de kupffer, ostéoclastes, microglie, etc).  

De façon surprenante, la surexpression de RANK dans les macrophages induit déjà un 

phénotype murin particulier sous régime contrôle : moins de dépôts de tissu adipeux et une 

meilleure insulino-sensibilité expliquée par un « beiging » des tissus adipeux blancs. 

 

Nous avons voulu savoir, par la suite, si ce profil métabolique des souris transgéniques était 

conservé après un challenge par un régime riche en gras.  De manière intéressante, à 

consommation de nourriture et à activité locomotrice égales, les souris transgéniques sont 

protégées du développement de l’obésité et de ses complications métaboliques (insulino-

résistance, stéatose hépatique). Cette protection est à nouveau expliquée par un « beiging » 

des tissus adipeux blancs. Cette transition « blanc à brun » semble passer par un dialogue 

macrophages-adipocytes. L’observation de ces résultats souligne le rôle primordial du tissu 

adipeux pour protéger le foie du développement de la NAFLD. 

 

La surexpression de RANK induit une polarisation de type M2 ou anti-inflammatoire des 

macrophages. Le rôle des macrophages M2 dans le « beiging » des tissus adipeux blancs est 

clairement établi dans la littérature. Notre expérience de coculture suggère que les 

macrophages M2 des souris transgéniques sécrètent un médiateur capable d’induire la trans-

différenciation des adipocytes blancs en bruns. Ce médiateur reste encore à identifier. 
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DISCUSSION 
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La signalisation RANK /RANKL joue un rôle majeur dans le remodelage osseux et constitue 

une approche thérapeutique de référence dans le traitement de l’ostéoporose. Les autres 

rôles de la voie RANK /RANKL sont beaucoup moins clairs. En 2013, l’équipe de Joseph 

Penninger  propose que la voie de signalisation médiée par RANKL/RANK pourrait jouer un 

rôle dans la pathogenèse des NAFLD et de l’insulino-résistance (235). Les arguments à la 

base de cette hypothèse étaient d’une part la mise en évidence d’une augmentation de la 

concentration sérique de RANKL chez les patients présentant une insulino-résistance et un 

diabète de type 2 et d’autre part une amélioration de la sensibilité à l’insuline et de la 

stéatose hépatique chez des souris invalidées pour RANK dans les hépatocytes en réponse à 

un régime gras (235). 

 

L’expression de RANK dans le foie augmente avec la sévérité de la NAFLD et avec 

l’obésité dans le tissu adipeux blanc. 

Pour faire suite au papier de Penninger, nous avons analysé dans un premier temps 

l’expression de RANK dans le foie dans des modèles animaux et dans des biopsies de foie 

humain présentant différents stades de NAFLD. Nous montrons pour la première fois que 

l’expression de RANK augmente dans le foie au cours de la NAFLD à la fois dans les 

modèles murins et chez l’Homme. Chez la souris, nous avons recherché dans quelles cellules 

RANK était exprimé. Nos résultats montrent clairement que RANK est exprimé 

principalement par les macrophages hépatiques. Ces résultats ne sont pas très étonnants 

puisque dans l’os, RANK est essentiellement exprimé par les ostéoclastes qui ont une origine 

commune avec les monocytes/macrophages dans la moelle osseuse. 

Nous avons ensuite étudié l’expression de RANK dans le tissu adipeux blanc. RANK est 

exprimé principalement par la fraction SVF (contenant les macrophages) du tissu adipeux et 

cette expression augmente chez les individus obèses dans le tissu adipeux sous-cutané et 

viscéral. 

L’augmentation de l’expression de RANK dans le tissu adipeux et dans le foie au cours de 

l’obésité et de la NAFLD s‘explique probablement par un recrutement important des 

macrophages au cours de ces pathologies.   

Ces données sont plutôt étonnantes par rapport aux résultats de l'invalidation de RANK 

dans les hépatocytes réalisée par le groupe de Penninger puisque RANK est très faiblement 



125	
	

exprimé dans ces cellules. Nous n'avons pas à ce stade d'explication concernant ces 

différences.  

Les expériences précédentes montrant la présence accrue de RANK dans les fractions 

macrophagiques nous ont conduit à étudier le rôle de RANK dans les macrophages au cours 

des maladies métaboliques. Dans ce travail, nous présentons les résultats obtenus avec un 

modèle gain de fonction de Rank dans les macrophages. Le modèle perte de fonction est en 

cours d'étude.  

 

Les souris TgRANK : un modèle d'auto-activation de la signalisation RANK /RANKL 

dans les macrophages.  

RANK a été surexprimé dans la lignée myéloide sous le contrôle du promoteur hMRP8. 

L’augmentation de l’expression de RANK se fait donc dans toute la lignée myéloïde 

comprenant ainsi les granulocytes (polynucléaires) et les cellules dendritiques myéloïdes. 

Les expériences réalisées par la suite et notamment celles de coculture nous ont permis de 

confirmer que les effets observés étaient bien dus à la surexpression dans le macrophage. 

RANK en tant que membre de la superfamille des récepteurs TNFa (TNFR) partage de 

nombreuses similitudes structurelles avec les membres de cette famille. La caractérisation 

fonctionnelle du TNFR a révélé que l'oligomérisation du récepteur induite par le ligand est la 

première étape nécessaire à l'activation de la transduction du signal en aval (244). Par la 

suite, il a été établi que le TNFR pouvait également s'auto-assembler en trimères lorsqu'il 

était surexprimé en l'absence de ligand. 

Des résultats similaires ont été obtenus pour RANK indiquant que la surexpression conduit à 

l'oligomérisation du récepteur et que ceci est suffisant pour induire les voies de signalisation 

comme l’activation de NF-kB et l'ostéoclastogenèse et ce de manière ligand-indépendante 

(245). 

 

Les souris TgRANK sont protégées des complications associées à l’obésité. 

Les souris TgRANK présentent une meilleure insulino-sensibilité et une protection contre le 

développement de l’obésité et de ses complications métaboliques tels que les NAFLD et le 

diabète par une augmentation de la dépense énergétique. Cette augmentation de la dépense 

énergétique se fait via un processus de beiging des adipocytes blancs dans le tissu adipeux 

sous-cutané mais également dans le tissu adipeux épididymaire, mis évidence par une 
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augmentation de l’expression d’UCP1 et de PRDM16 (ce dernier dans les adipocytes 

cultivées en présence de BMDM issus de souris TgRANK), marqueurs des adipocytes bruns, 

mais également des enzymes impliqués dans la voie de la β-oxydation des acides gras 

(LCAD, MCAD, PGC1α, PGC1β, CPTI).  

Pendant que nous analysions ces souris, deux autres manuscrits sont venus confortés ces 

données sur un rôle du système RANK/RANKL dan le beiging des adipocytes et dans la 

protection contre le développement de l’obésité. Ainsi, l’invalidation globale de LGR4 (3ème 

récepteur récemment identifié pour RANKL) chez la souris, conduit à une adiposité réduite, 

une meilleure insulino-sensibilité et une résistance au développement de l'obésité induite par 

un régime riche en lipides. De plus, ces souris invalidées pour LGR4 présentent également 

une augmentation frappante de leur dépense énergétique et un phénomène de beiging au 

sein des dépôts de tissus adipeux blancs (246). Ces résultats peuvent s'expliquer si l'on 

considère que l'absence de LGR4 conduit à une disponibilité plus grande de RANKL pour le 

récepteur RANK. 

De même, l'analyse histologique des souris invalidées pour l'ostéoprotégérine, le récepteur 

soluble de RANKL, révèle un brunissement du tissu adipeux blanc sous-cutané et une 

résistance à la prise de poids induite par un régime riche en graisses (247). La perfusion de 

RANKL chez ces souris induit un brunissement et une augmentation de la consommation 

d'oxygène dans le WAT sous-cutané, ainsi qu'une augmentation de la dépense énergétique 

élevée chez la souris mesurée par calorimétrie indirecte.Ces deux manuscrits rapportent des 

résultats qui sont très proches de ceux que nous observons chez les souris TgRANK. Dans 

ces modèles qui sont des invalidations globales, il n’y a pas de caractérisation du statut 

inflammatoire et aucun mécanisme n’est proposé pour relier RANK/RANKL au 

brunissement des adipocytes. 

 

La surexpression de RANK conduit à une polarisation M2 des macrophages. 

Dans la littérature, le récepteur RANK et son ligand RANKL sont des activateurs du facteur 

de transcription NF-kB, chef d’orchestre de la réponse inflammatoire. La surexpression du 

récepteur RANK dans les macrophages laissait donc présager une inflammation accrue et 

une accentuation de l’insulino-résistance chez les souris TgRANK. Etonnament, les souris 

transgéniques présentent une meilleure insulino-sensibilité et une protection contre le 

développement de l’obésité et de ses complications métaboliques par une augmentation de 
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la dépense énergétique. Cette augmentation de la dépense énergétique se fait via le 

processus de beiging des adipocytes blancs dans le tissu adipeux sous-cutané et profond. Les 

expériences de caractérisation des macrophages par cytométrie et l’analyse des marqueurs 

macrophagiques M1/M2 montrent une polarisation anti-inflammatoire type M2 des 

macrophages des souris TgRANK avec une augmentation de l’expression de CD206, Arg1, 

CD163 et de l’interleukine 10, marqueurs et cytokines anti-inflammatoires. 

Des corrélations entre l'expression de RANK et un phénotype M2 des macrophages ont été 

documentées dans d’autres modèles. En effet dans la littérature, RANK colocalise dans les 

tissus tumoraux avec des marqueurs M2 type CD163, CD206 et Arginase1 (248). En effet, une 

large variété de tissus carcinomateux (sein, os, prostate…) exprime RANK à des niveaux 

transcriptionnels ou protéiques très différents (211–213). L’expression de RANK dans les 

carcinomes semble être un marqueur de mauvais pronostic : chez les patients présentant des 

métastases osseuses ou un cancer mammaire, une augmentation de l’expression de RANK 

est associée à une réduction du taux de survie et à une diminution du temps de survie sans 

rechute (213,249). Ces études suggèrent fortement que les macrophages exprimant RANK et 

polarisés M2 dans ces tissus cancéreux jouent un rôle crucial dans la mise en place d’un 

microenvironnement immuno-suppresseur au niveau du lit tumoral, permettant ainsi la 

croissance de la tumeur, son franchissement à travers la membrane basale puis sa 

dissémination métastatique (250,251). 

A l’interface placentaire, RANKL est sécrété par les trophoblastes embryonnaires et par les 

cellules stromales déciduales maternelles, et induit une polarisation de type M2 des 

macrophages déciduaux en se fixant sur son récepteur membranaire RANK (252). Cette 

polarisation est médiée par l’activation de la voie de signalisation Akt/STAT6 induisant une 

augmentation de l’expression d’IRF4. IRF4 est un facteur de transcription essentiel pour la 

polarisation de type M2 et induit l’expression des gènes typiques du phénotype M2 tels que 

Arg1, CD163 et IL10 chez la souris. Ainsi, les macrophages déciduaux polarisés M2 

permettent la tolérance materno-fœtale par une réponse immunitaire de type Th2. En cas 

d’altération de l’expression de RANKL, la réponse immunitaire de type Th2 est 

dysfonctionnelle provoquant ainsi une rupture de la tolérance immunitaire materno-foetale 

et un accroissement du risque de fausse couche. 



128	
	

Comme dans ce modèle, les macrophages TgRANK expriment plus d’IRF4 et de phospho-

stat6 qui peuvent expliquer l’induction des marqueurs M2.  

 
Rôle Des Macrophages M2 dans le beiging du tissu adipeux blanc. 

En 2011, une observation inattendue a été rapportée: les macrophages non pro-

inflammatoires, activés alternativement (type M2) ont été proposés pour être directement 

impliqués dans l’activation de la thermogenèse du tissu adipeux brun (253). L’activation du 

tissu adipeux brun provoquée par une exposition au froid des souris a été associée à une 

augmentation des niveaux d'expression de gènes marqueurs du phénotype M2 tels que 

l’arginase 1 et CD206 dans les macrophages tissulaires et à une diminution de l’expression 

des marqueurs pro-inflammatoires (iNOS, TNFα et MCP-1). Par une approche de perte de 

fonction (souris STAT6-/- ou ILR4 -/-), il a été montré que la signalisation des cytokines de 

type 2 est nécessaire au bon fonctionnement du tissu adipeux brun. Des expériences dans 

lesquelles ILR4 a été spécifiquement invalidé dans les cellules myéloïdes ont confirmé que 

l'activation alternative des macrophages est impliquée dans l'induction du tissu adipeux 

brun (253).  

Un recrutement identique de macrophages M2 a été retrouvé dans le tissu adipeux blanc de 

souris stimulées par le froid, confirmant l'implication de ces cellules dans le processus de 

brunissement du tissu adipeux blanc (253,254). Fait intéressant, lorsque des macrophages M2 

sont injectés par voie intra-péritonéale chez des souris soumises à un régime obésogène, on 

observe un beiging du tissu adipeux blanc associé à une diminution de l’environnement pro-

inflammatoire et une amélioration de l'insulino-sensibilité (255). Les macrophages M2 

semblent donc être des acteurs essentiels dans le processus de beiging du tissu adipeux 

blanc.  

Parmi les mécanismes permettant d'expliquer le beiging induit par les macrophages M2, il a 

été initialement proposé que ces derniers, recrutés au niveau des tissus adipeux brun et blanc 

après exposition au froid, libéreraient de la noradrénaline pour agir sur les cellules beiges / 

brunes et leurs précurseurs d'une manière similaire à la noradrénaline libérée par les 

terminaisons nerveuses sympathiques qui innervent les tissus. Les macrophages M2 

posséderaient la machinerie enzymatique permettant de synthétiser la noradrénaline, 

comme la tyrosine hydroxylase, une enzyme essentielle à la synthèse des catécholamines 

(253,254). Cependant, Fischer et ses collaborateurs (256) ont rapporté un ensemble 
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d'observations expérimentales qui excluent la possibilité que les macrophages M2 puissent 

synthétiser la noradrénaline. Ces auteurs ont constaté que l'induction in vitro du phénotype 

M2 n'avait aucun effet détectable sur la sécrétion de catécholamines par les macrophages, et 

que l'induction de macrophages M2 médiée par des injections d’IL4 n'a pas modifié les 

concentrations de catécholamines in vivo. En utilisant des approches expérimentales 

distinctes, les auteurs ont conclu que les macrophages  M2 n'exprimaient pas la tyrosine 

hydroxylase (256). Ces données font l’objet de débats avec des rapports récents fournissant 

des données contradictoires sur la capacité des macrophages M2 à exprimer ou non la 

tyrosine hydroxylase et à synthétiser la noradrénaline (257,258).  

Granneman et coll. ont proposé quant à eux, que les macrophages M2 favorisent le 

brunissement du tissu adipeux blanc en libérant des ligands naturels de PPARγ ciblant les 

cellules précurseurs beiges et favorisant ainsi l'adipogenèse beige (259). L'analyse 

lipidomique a révélé que les macrophages M2 contenaient des niveaux 4 à 5 fois plus élevés 

de ligands endogènes de PPARγ tels que l’acide 9-hydroxyoctadécadiénoïque (HODE) et 13-

HODE par rapport aux macrophages non M2, par augmentation de l'expression d'ALOX15, 

la lipoxygénase responsable de la production de 9-HODE et de 13-HODE. De plus, le 

traitement par 9-HODE et 13-HODE des adipocytes matures in vitro a induit un 

brunissement de ces adipocytes. Ainsi, ces données indiquent que les ligands PPARy 

synthétisés par les macrophages M2 pourraient, par des signaux paracrines adipogéniques, 

induire une transdifférenciation des adipocytes blancs en adipocytes beiges/bruns. 

Une autre molécule capable d’induire le beiging du tissu adipeux blanc est la prostaglandine 

E2. La mise en culture d’explants de tissus adipeux humains en présence de prostaglandine 

E2 montre une réduction significative de l'expression des gènes pro-fibrosants (Col1α1, 

Col1α2 et αSMA) et des gènes pro-inflammatoires (IL-6 et MCP-1). De plus, la 

prostaglandine E2 induit l'expression de marqueurs d’adipocytes bruns (UCP1 et PRDM16) 

au sein du tissu adipeux blanc, plus précisément dans les adipocytes et non dans les pré-

adipocytes, suggérant que cette dernière pourrait induire la trans-différenciation des 

adipocytes en cellules beiges (260). Fait intéressant, une source non négligeable de 

prostaglandine E2 concerne les macrophages M2 (261).  

Ces observations associant macrophages M2 et beiging du tissu adipeux blanc sont 

également retrouvées dans notre étude où la surexpression macrophagique de RANK induit 

une polarisation M2 et s’accompagne d’un beiging des tissus adipeux blancs sous-cutané et 
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épididymaire murins. De plus, notre expérience de co-culture adipocytes/macrophages 

suggère qu’un facteur macrophagique pourrait agir de manière paracrine sur les adipocytes 

blancs pour induire leur transdifférenciation en adipocyes beiges.  

Nous avons des données préliminaires sur un petit nombre d'expériences concernant d'une 

part une analyse lipidomique du milieu après coculture BMDM-adipocytes et d'autre part 

une analyse en RNAseq comparant BMDM de souris contrôles et de souris TgRANK. Elles 

montrent également une augmentation de la concentration des HODE dans le milieu de 

culture avec les macrophages TgRANK. L’analyse en RNAseq montre une augmentation de 

l’expression des enzymes impliquées dans la synthèse de prostaglandine E2 (Phospholipase 

A2, Prostaglandine H2 synthase et Prostaglandine E synthase) dans les macrophages 

TgRANK. Ces résultats devront être confirmés par des expériences complémentaires. 

Dans une étude récente, les auteurs ont cherché à quantifier le changement de proportion de 

macrophages M2 et M1 dans le tissu adipeux après une exposition au froid (262). Ils 

montrent que le pourcentage de macrophages M2 augmente alors de manière significative 

tandis que le pourcentage de macrophages M1 est significativement réduit. Le tri des 

macrophages M2 suivi d’un séquençage du transcriptome a permis d’identifier un nouvel 

axe de signalisation impliquant la cytokine Slit3 en tant que régulateur à long-terme de 

l'adaptation au froid. La cytokine Slit3 est sécrétée par les macrophages du tissu adipeux et 

favorise l'adaptation au froid en stimulant l'innervation sympathique et la thermogenèse 

chez la souris. Slit3 se lie au récepteur ROBO1 sur les neurones sympathiques ce qui active la 

protéine kinase II Ca2+/calmoduline-dépendante et la libération de noradrénaline, stimulant 

ainsi la thermogenèse. Le transfert adoptif de macrophages M2 surexprimant Slit3 favorise le 

beiging et la thermogenèse, tandis que les souris dépourvues de Slit3 dans les cellules 

myéloïdes sont intolérantes au froid et prennent plus de poids. 

On peut enfin noter qu'une étude (263) a montré un rôle central du système RANK/RANKL 

dans la thermogénèse. Des injections centrales de RANKL déclenchent une fièvre sévère, un 

rôle attribué aux astrocytes. RANKL induit la fièvre via la voie COX2-PGE2 et des enfants 

porteurs de mutations RANK présentent une fièvre altérée au cours d'un épisode infectieux.  

 

Le système RANKL/RANK confère-t-il un phénotype protecteur contre le développement 

de l’insulino-résistance et la NAFLD ? 

Le modèle de souris transgénique que nous avons développé met à nouveau en lumière la 
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plasticité du tissu adipeux dans la prévention des complications métaboliques liées à 

l’obésité (NAFLD, diabète). En effet, en cas d’apport énergétique important, l’excédent 

calorique est stocké dans le tissu adipeux sous forme de triglycérides dans les conditions 

physiologiques. Lorsque les capacités de stockage sont dépassées, l’excédent énergétique est 

stocké sous forme d’acides gras ectopiques dans les muscles et dans le foie, à l’origine des 

NAFLD et de l’insulino-résistance tissulaire puis systémique. Une façon d’éviter 

l’accumulation d’acide gras au sein des tissus hépatiques et musculaires est de rendre les 

capacités de stockage adipocytaires à nouveau disponibles en induisant une consommation 

de leurs acides gras par une β-oxydation accrue. Les études actuelles sur le beiging tendent à 

mieux connaitre les mécanismes d’apparition de ce phénomène afin de stimuler la 

production de ces adipocytes beiges, métaboliquement plus actifs que les blancs, au sein du 

tissu adipeux des individus obèses dans l’espoir de favoriser la perte de poids et la réduction 

des pathologies métaboliques associées à l’obésité (264). L’induction d’une capacité accrue de 

β-oxydation dans les tissus adipeux blancs (augmentation de l'expression des enzymes de la 

ß-oxydation et d'UCP1, contenu plus important en mitochondries) a conféré une protection 

contre le développement de l’obésité, de l’insulino-résistance et de la stéatose hépatique à 

nos souris transgéniques malgré un régime riche en lipides. L’observation de ces résultats 

souligne le rôle primordial du tissu adipeux pour protéger le foie du développement de la 

NAFLD.  

Ce rôle du tissu adipeux blanc a déjà été reconnu lors de l’utilisation des thiazolidinediones 

ou glitazones dans le traitement du diabète de type 2. Les glitazones sont des antidiabétiques 

oraux qui diminuent la résistance à l’insuline. Ces médicaments sont des agonistes des 

récepteurs PPARγ dont l’expression prédomine au niveau du tissu adipeux. Les glitazones 

favorisent une redistribution des tissus adipeux vers le tissu sous-cutané, non 

métaboliquement toxique. Certaines études montrent que parallèlement à l’augmentation du 

tissu adipeux sous-cutané, le tissu adipeux viscéral diminue (265,266). En stimulant la 

différenciation de pré-adipocytes en adipocytes, les glitazones améliorent le profil 

métabolique des patients. Par leur effet agoniste PPARγ, les glitazones permettent la 

différenciation des pré-adipocytes en petits adipocytes proliférants (267), et sensibles à 

l’insuline induisant en conséquence une augmentation des concentrations d’adiponectine, un 

facteur stimulant la ß-oxydation des acides gras dans le foie et dans le muscle, avec un effet 
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favorable sur la stéatose hépatique. En effet, l’emploi de la pioglitazone chez des sujets 

diabétiques provoque une réduction de 47 % du contenu hépatique en graisse mesuré par 

spectroscopie-RMN (268). L’effet au niveau histologique a été évalué sur une cohorte de 55 

patients diabétiques de type 2 ou intolérants au glucose. L’utilisation de la pioglitazone 

pendant 6 mois améliore la stéatose et l’inflammation hépatique mais pas le niveau de 

fibrose (269). 

A ce stade, le système RANK/RANKL semble être protecteur dans le développement de 

l’obésité et de ses complications métaboliques (insulino-résistance, diabète, NAFLD) en 

induisant une β-oxydation accrue au sein du tissu adipeux blanc ce qui limite l'efflux des 

acides gras vers les autres tissus. Cette observation est confortée par la mise en évidence 

d’une diminution d’un facteur 3 de la concentration plasmatique de RANKL chez les 

patientes  diabétiques de type 2 et ménopausée présentant une stéatose hépatique associée à 

une fibrose par rapport au groupe contrôle (270). 

L’identification précise du médiateur sécrété par les macrophages M2 et capable d’induire 

une transdifférenciation des adipocytes blancs en beige représente la prochaine étape 

essentielle du projet. Ce médiateur pourrait représenter une alternative thérapeutique à la 

chirurgie bariatrique pour le traitement de l’obésité, du diabète et des NAFLD. A ce jour, ce 

médiateur demeure inconnu. 

 
Les limites de notre étude. 

En utilisant le promoteur de hMRP8 pour surexprimer RANK dans les macrophages, 

le modèle transgénique n’est pas pur dans la mesure où MRP8 est exprimée par la lignée 

myéloïde comprenant les granulocytes, les monocytes et tous les macrophages de 

l’organisme (cellules de kupffer, ostéoclastes, microglie, etc).  

De manière surprenante, la surexpression de RANK semble protéger contre le 

développement de l’obésité et de ses complciations métaboliques. Par son rôle activateur de 

la voie inflammatoire médiée par NFκB, une exacerbation de l’inflammation et de l’insulino-

résistance était attendue. L’hétérodimère NFκBp65/p50, le plus étudiée, induit la transcription 

de cytokines pro-inflammatoires. Or, l’homodimère NFκBp50/p50, moins étudiée, semble être 

un répresseur de la transcription des cytokines inflammatoires et permet l’expression de 

cytokines anti-inflammatoires dont l’IL10. L’analyse du complexe NFκB activée par la 
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surexpression de RANK est une piste à explorer pour comprendre ces résultats contre toute 

attente. 

 Alors que RANK est surexprimé dans le SVF des patients en surcharge pondérale, sa 

surexpression dans le modèle murin transgénique protège de l’obésité. Nous faisons 

l’hypothèse que ce système serait protecteur avant que l’obésité ne s’installe. Une fois 

installée, ce système serait complètement dépassé. Une manière élégante de le démontrer 

serait de soumettre des souris contrôles à un régime riche en gras afin d’induire une obésité 

et une insulino-résistance puis de réaliser une greffe de moelle TgRANK afin d’évaluer si le 

phénomène de beiging au sein des tissus adipeux s’opère à nouveau. 

L’étude de l’origine de la sécrétion de RANKL en situation d’obésité afin d’analyser 

le rôle RANKL/RANK dans son ensemble et l’identification du médiateur sécrété par les 

macrophages M2 pour induire le brunissement des adipocytes blancs feront l’objet de nos 

travaux futurs. 
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Figure 20 : Le tissu adipeux beige induit par les macrophages TgRANK, un allié de 
poids contre l’obésité. 
Sous régime riche en lipides, les souris contrôlent développent une obésité et ses 
complications métaboliques telles qu’une insulino-résistance et une stéatose hépatique. 
Les souris TgRANK développent, quant à elles, un phénotype anti-inflammatoire avec une 
polarisation de type M2 des macrophages et une résistance au développement de l’obésité et 
de ses conséquences métaboliques via le phénomène de « beiging » permettant d’oxyder 
l’excédent d’énergie et ainsi de protéger le foie contre le développement de la stéatose 
hépatique. L’identification du médiateur sécrété par les macrophages TgRANK fera l’objet 
de travaux futurs. 
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A. Participation aux congrès. 
 
Pendant les années de thèse, j’ai eu l’opportunité de présenter mes résultats à des congrès 
nationaux et internationaux, sous la forme de posters commentés et des communications 
orales :  
 
 
ü POSTERS 
 
Ø Role of receptor RANK and its ligand RANKL in NAFLD – European Association for 

the Study of the Liver (EASL) NASH Novembre 2017 (Rome) 
 
Ø Role of receptor RANK and its ligand RANKL in NAFLD – Société Québécoise de 

Lipidologie, de Nutrition et de Métabolisme (SQLNM) – Février 2018 (Montréal) 
Prix du meilleur poster commenté 

 
 
ü COMMUNICATIONS ORALES 
 
Ø Role du système RANK et de son ligand RANKL dans le développement des NAFLD 

– Société Francophone du Diabète (SFD) Mars 2018 (Nantes)  
 
Ø Role of RANK in the development and progression of NAFLD - European Association 

for the Study of Diabetes (EASD) Octobre 2018 (Berlin) 
 
Ø Role of RANK and RANKL in obesity and insulin resistance development – Institute 

of Cardiometabolism and Nutrition (ICAN) Décembre 2018 (Paris) 
Prix de la meilleure communication orale 

 
Ø Role of RANK and RANKL in obesity and insulin resistance development - Société 

Francophone du Diabète (SFD) Mars 2019 (Marseille) 
 

Ø Role of RANK and RANKL in obesity and insulin resistance development - Académie 
de Médecine Novembre 2019 (Paris) 
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B. Autres publications 
 
J’ai également eu l’occasion de participer à un autre projet de recherche du laboratoire 
étudiant l’association entre NAFLD et dihydrocéramides dans le diabète de type 2 et à 
l’écriture de 2 revues de la littérature portant sur les NAFLD :  
 
Ø Carlier, A.; Phan, F.; Szpigel, A.; Hajduch, E.; Salem, J.-E.; Gautheron, J.; Le Goff, W.; 

Guérin, M.; Lachkar, F.; Ratziu, V.; Hartemann, A.; Ferré, P.; Foufelle, F.; Bourron, O. 
Dihydroceramides in Triglyceride-Enriched VLDL Are Associated with Nonalcoholic 
Fatty Liver Disease Severity in Type 2 Diabetes. Cell Rep Med 2020, 1 (9), 100154. 
https://doi.org/10.1016/j.xcrm.2020.100154. 
 

Ø Hu, M.; Phan, F.; Bourron, O.; Ferré, P.; Foufelle, F. Steatosis and NASH in Type 2 
diabetes. Biochimie 2017, 143, 37–41.  

 

Ø Ferré, P.; Phan, F.; Foufelle, F. SREBP-1c and Lipogenesis in the Liver: An Update. 
Biochem J 2021, 478 (20), 3723–3739.  
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Aurélie Carlier,1,2,9 Franck Phan,1,2,9 Anaı̈s Szpigel,1,9 Eric Hajduch,1,3 Joe-Elie Salem,3,4 Jérémie Gautheron,3,5
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SUMMARY

Plasma dihydroceramides are predictors of type 2 diabetes and related to metabolic dysfunctions, but the
underlying mechanisms are not characterized. We compare the relationships between plasma dihydrocera-
mides and biochemical and hepatic parameters in two cohorts of diabetic patients. Hepatic steatosis, stea-
tohepatitis, and fibrosis are assessed by their plasma biomarkers. Plasma lipoprotein sphingolipids are stud-
ied in a sub-group of diabetic patients. Liver biopsies from subjects with suspected non-alcoholic fatty liver
disease are analyzed for sphingolipid synthesis enzyme expression. Dihydroceramides, contained in triglyc-
eride-rich very-low-density lipoprotein (VLDL), are associated with steatosis and steatohepatitis. Expression
of sphingolipid synthesis enzymes is correlated with histological steatosis and inflammation grades. In
conclusion, association of plasma dihydroceramides with nonalcoholic fatty liver might explain their predic-
tive character for type 2 diabetes. Our results suggest a relationship between hepatic sphingolipid meta-
bolism and steatohepatitis and an involvement of dihydroceramides in the synthesis/secretion of triglycer-
ide-rich VLDL, a hallmark of NAFLD and type 2 diabetes dyslipidemia.

INTRODUCTION

In obesity, lipid ectopic storage is a major cause of metabolic

complications and particularly of type 2 diabetes, although their

severity obviously depends upon genetically based individual

susceptibility. Once accumulated in tissues, lipids can generate

species that will lead to insulin resistance, endoplasmic reticu-

lum (ER) stress, oxidative stress, and inflammation and thus

contribute to the onset of type 2 diabetes. The sphingolipid ce-

ramides are one of these bioactive lipid species that were shown

to induce insulin resistance, ER stress, and inflammation.1–6

Ceramides can be synthetized de novo. The first step is the

condensation of palmitate with serine, which is catalyzed in the

ER by serine palmitoyl transferase (SPT) to form dihydrosphingo-

sine; the latter is then acylated into dihydroceramide (DhCer) by

ceramide synthases (CerS). There are several isoforms of CerS

(CerS 1 to CerS 6) that confer the specificity of DhCer and cer-

amide species, according to the class of acylated fatty acids

(chain length and unsaturation).7 Finally, dihydroceramide desa-

turase (DEGS) desaturates DhCer to produce ceramides, which

are exported to the Golgi and converted into various sphingoli-

pids such as sphingomyelin (sphingomyelin) or glucosylcera-

mides, essential components of membranes. The liver is an

important site of sphingolipid synthesis, and hepatic sphingoli-

pids can be exported into the plasma mainly through

lipoprotein.8

Liver-produced ceramides can play a role in hepatic steatosis.

In obese rodents, decreasing de novo hepatic ceramide synthe-

sis reduces steatosis and plasma aminotransferases.9 Secreted

hepatic ceramides may even be harmful for other peripheral tis-

sues such as the muscle, heart, and adipose tissue.10

DhCer differ from ceramides by the absence of a double bond

and hence different fluidity and packing behaviors.11 Unlike ce-

ramides, they are far less abundant and were hitherto deemed
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Table 1. Participant Characteristics in the CERADIAB and DIACART Cohorts

CERADIAB Cohort DIACART Cohort

Statistical Significancen = 90 n = 149

Men n (%) 46 (51%) 119 (79%) a

Age years 60 (53–66) 67.3 (61–73) a

BMI kg/m2 29.1 (26.5–34) 29.2 (25.1–32) NS

Diabetes duration (years) 7 (2–14) 15.8 (8–22) a

Waist circumference cm – 103 (99–111)

HbA1c % mmol/mol 7.8 (7.1–9.1) 7.7 (6.8–8.3) NS

62 (54–76) 61 (51–67)

Fasting plasma glucose mmol/L 7.8 (6.4–9.9) 9.0 (6.6–10.8) NS

HOMA-IR 3.4 (1.8–5.3) 5.2 (2.0–7.0) a

n = 67 n = 78

GFR Cockroft 101 (79.3–-129) 81.5 (61–98) a

Creatinine mmol/L 77 (65–88.5) 93 (76–103) a

Microalbuminuria mg/24h 21.9 (7.4–63) 169 (8.6–99.8) NS

Coronary artery disease n (%) 12 (13.3%) 126 (84%) a

Hypertension n (%) 54 (60%) 99 (66%) NS

Past or active smoking n (%) 7 (7.8%) 100 (67%) a

Insulin treatment n (%) 23 (25.6%) 71 (48%) a

Metformin n (%) 69 (76.7%) 119 (80%) NS

Hypoglycemic sulfonylureas n (%) 57 (63.3%) 69 (46%) NS

Dipeptidyl peptidase-IV inhibitor n (%) 21 (23.3%) 36 (24%) NS

Glucagon-like peptide-1 receptor agonist n (%) 11 (12.2%) 10 (7%) NS

Statin n (%) 44 (48.9%) 131 (88%) a

Antiplatelet agent n (%) 30 (33.3%) 123 (82%) a

Antihypertensive drugs n (%) 55 (61.1%) 118 (79%) NS

hsCRP mg/L 1.73 (0.9–3.42) 2.12 (0.66–2.96) NS

Total cholesterol mmol/L 4.45 (3.7–5.17) 3.92 (3.35–4.36) a

Triglycerides mmol/L 1.46 (1.1–1.96) 1.59 (0.88–1.87) NS

HDL-cholesterol mmol/L 1.06 (0.95–1.37) 1.09 (0.87–1.26) NS

LDL-cholesterol mmol/L 2.53 (1.86–3.16) 2.06 (1.60–2.39) a

ASAT U/L 24 (20–29) 27 (21–31) NS

ALT U/L 25 (17–35) 29 (18–32) NS

GGT U/L 32 (24–50) 46 (24–50) NS

FT 0.14 (0.08–0.25) 0.37 (0.20–0.53) a

F0 n (%) 64 (71.1%) 42 (28.2%)

F0-F1 n (%) 8 (8.9%) 19 (12.8%)

F1 n (%) 3 (3.3%) 11 (7.4%)

F1-F2 n (%) 9 (10%) 29 (19.5%)

F2 n (%) 2 (2.2%) 21 (14%)

F3 n (%) 4 (4.5%) 16 (10.7%)

F3-F4 n (%) 0 (0%) 2 (1.3%)

F4 N% 0 (0%) 9 (6%)

(Continued on next page)
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metabolically inert. Plasma DhCer concentration was recently

proposed as a biomarker of metabolic dysfunction.12 Circulating

levels of DhCer were increased together with ceramides in a

small cohort of young patients (10–17 years) with type 2 dia-

betes13 and were associated with the severity of insulin resis-

tance in primates14 and with waist circumference in Mexican

families.15 Higher hepatic DhCer concentrations were found in

the liver of insulin-resistant human subjects.16 Recently, our

group has shown that DhCer is the most increased sphingolipid

subspecies in plasma of patients with type 2 diabetes compared

to control individuals and type 1 diabetic patients.6 Importantly,

lipidomic analysis of the plasma of individuals from population-

based prospective cohorts revealed that elevated specific

DhCer species in the plasma were predictors of diabetes up to

9 years before disease onset.16,17

The major aim of the present study was to identify factors

associated with plasma levels of DhCer in type 2 diabetic pa-

tients to better understand their predictive value for the occur-

rence of type 2 diabetes and their relationship with concurrent

metabolic disorders.

RESULTS

Characteristics of Type 2 Diabetic Patients in the
CERADIAB and DIACART Cohorts
The main clinical and biochemical characteristics for the CERA-

DIAB and DIACART cohorts are shown in Table 1 (see also the

STAR Methods). Briefly, in the DIACART cohort, the percentage

of male subjects was higher and the diabetes duration longer

than in the CERADIAB cohort. The number of patients with cor-

onary artery disease was higher in the DIACART cohort (84%

versus 13.3%) as well as the treatment with insulin (48% versus

25.6%), the HOMA-IR, the severity of renal dysfunction, total and

LDL cholesterol, and the fibrosis score.

Plasma DhCer Correlates with Hepatic Biomarkers of
Non-Alcoholic Fatty Liver Disease in the CERADIAB
Cohort
All the biological variables were included in the initial analyses

either as quantitative or qualitative variables. The clinical charac-

teristics shown in Figure 1 including SteatoTest, NASHTest, and

Fibrotest are those positively correlated with at least one sphin-

golipid species. Figure 1A shows the correlation coefficients and

Figure 1B the corresponding statistical significance. Of note,

HOMA-IR was not significantly associated with ceramides or

DhCer.

In the CERADIAB cohort, plasma total or individual cer-

amide concentrations were correlated with no variable. Sphin-

gomyelin species were correlated with total, HDL or LDL

cholesterol, and plasma total concentrations of sphingomyelin

were positively correlated with LDL cholesterol (Figures 1A

and 1B).

In contrast, plasma total DhCer concentration was associated

positively with HbA1c, creatinine, triglycerides, GGT, SteatoT-

est, and NASHTest but not with FibroTest (Figures 1A and 1B).

We then performed a multivariate analysis in order to correct

for confounding factors and select the most influential variable.

In multivariate analysis total plasma DhCer concentration was

associated with SteatoTest (b = 0.343, p = 0.004). Plasma DhCer

concentrations increased in parallel with SteatoTest (Figure 2A)

Table 1. Continued

CERADIAB Cohort DIACART Cohort

Statistical Significancen = 90 n = 149

ST 0.58 (0.46–0.70) 0.54 (0.38–0.73) NS

S0 n (%) 12 (13.3%) 22 (14.7%)

S0-S1 n (%) 3 (3.3%) 16 (10.8%)

S1 n (%) 14 (15.6%) 21 (14.2%)

S1-S2 n (%) 14 (15.6%) 21 (14.2%)

S2 n (%) 20 (22.2%) 23 (15.3%)

S2-S3 n (%) 2 (2.2%) 5 (3.3%)

S3 n (%) 25 (27.8%) 41 (27.5%)

NT 0.5 (0.5–0.5) 0.45 (0.25–0.5) NS

N0 n (%) 21 (23.6%) 49 (32.9%)

N1 n (%) 55 (61.8%) 78 (52.2%)

N2 n (%) 13 (14.6%) 22 (14.8%)

FLI ND 64.9 (43.6–90.9)

<30 n (%) 24 (16%)

>60 n (%) 89 (60%)

Data are presented as median and interquartile for quantitative data or as frequency for qualitative data. NS, not significant; ASAT, aspartate amino-

transferase; ALT, alanine aminotransferase; BMI, body mass index; HDL-cholesterol, high-density lipoprotein-cholesterol; hsCRP, high sensitivity C

reactive protein; GFR, glomerular filtration rate; GGT, gammaglutamyl transferase; LDL-cholesterol, low-density lipoprotein-cholesterol; ST, SteatoT-

est; FT, FibroTest; NT, NASHTest; fatty liver index, FLI.
aDifference statistically significant.
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and NASH Test scores (Figure 2C), whereas total plasma ceram-

ides did not (Figures 2B and 2D).

Principal-component analysis allowed to aggregate the DhCer

species in two principal components (Figure 3A): PC1, explaining

55.3% of the total phenotypic variance and associated with

DhCer 18:0 to DhCer 24:0 concentrations, r R 0.89, and PC2,

explaining 36% of the total phenotypic variance and associated

with unsaturated long-chain DhCer concentration, DhCer 24:1

DhCer 26:1 and DhCer 26:2, r R 0.92. PC1 was more strongly

associated with BMI, HbA1c, TG, GGT, SteatoTest, and NASHT-

est than PC2, whereas PC2 was more strongly associated with

total cholesterol than PC1 (Figure 3B).

Figure 1. Correlations between Plasma Sphingolipids and Clinical Characteristics in the CERADIAB and DIACART Cohorts Shown as a

Heatmap

(A) Correlation coefficient based on univariate regression was calculated between the sum of each class of sphingolipid species or individual sphingolipid species

and biological characteristics for the CERADIAB cohort (n = 90).

(C) Similar calculations were made for the DIACART cohort (n = 149), but, for ceramide and sphingomyelin, only the sum of the different species is presented.

(B and D) Positive correlations are depicted in red and negative correlations in blue. Statistical significance of the correlations is indicated in (B) for the CERADIAB

cohort and in (D) for the DIACART cohort. A Benjamini-Hochberg correction procedure for multiple comparisons was used.

BMI, body mass index; Cer, ceramide; Chol, cholesterol; DhCer, dihydroceramide; F, fibrotest; FLI, fatty liver index; hsCRP, high sensitivity C-reactive protein;

NT, NASH test; sphingomyelin, sphingomyelin; ST, steatotest; TG, triglyceride.

Figure 2. Plasma DhCer and Total Cer Concentrations According to SteatoTest and NASH Test in the CERADIAB Cohort

(A) Plasma DhCer concentrations according to SteatoTest (ST) values, S0: 0 < ST % 0.3, S1-S2: 0.3 < ST % 0.70, S3: ST > 0.70.

(B) Total plasma ceramide concentrations according to SteatoTest scores.

(C) Plasma DhCer concentrations according to NASH Test scores.

(D) Total plasma ceramide concentrations according to NASH test scores.

*p < 0.05,**p < 0.01,***p < 0.001 difference statistically significant when compared to S0 or N0. S0: n = 12, S1-S2: n = 52, S3: n = 26. N0: n = 21, N1: n = 55, N2: n =

14. DHCer, dihydroceramide; Cer, ceramide.
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Plasma DhCer Correlate with Hepatic Biomarkers of
Non-Alcoholic Fatty Liver Disease in the DIACART
Cohort
The analyses performed in the CERADIAB cohort were repli-

cated in the DIACART cohort composed of 149 type 2 diabetic

patients of which characteristics are described in Table 1. Since

waist circumference was available in this cohort, Fatty Liver In-

dex (FLI) was calculated as well as SteatoTest. For the sphingo-

lipid analysis, we could only reliably quantify the DhCer species:

22:0, 23:0, 24:0, 24:1, 26:1, and we used the sum of their con-

centrations as total plasma DhCer. The correlation coefficient

in univariate analyses between the different sphingolipid species

and relevant clinical characteristics is shown in Figure 1C and the

statistical significance in Figure 1D. Plasma total ceramide

shown is composed of the sum of ceramides, 18:1 14:0, 18:1

16:0, 18:1 17:0, 18:1 18:1, 18:2 18:0, 18:1 18:0, 18:2 20:0, 16:1

22:0, 18:1 14:0, 18:1 16:0, 18:1 22:0, 18:2 23:1, 18:1 23:1, 18:2

23:0, 18:1 23:0, 18:2 24:2, 18:2 24:1, d18:1 24:1, 18:2 24:0,

18:1 24:0, 18:1 25:0, 18:1 26:1, 18:1 26:0; plasma total sphingo-

myelin shown is composed of sphingomyelins, 18:1 14:0, 16:1

17:0, 18:1 16:1, 18:1 16:0, 18:0 16:0, 18:1 17:0, 18:2 18:0, 18:1

18:0, 18:0 18:2, 18:2 20:0, 18:1 20:0, 18:2 22:0, 18:1 22:0, 18:2

24:1, 18:1 24:1, 18:1 24:0.

In univariate analysis, plasma total ceramide concentration

was associated positively with HbA1c, hsCRP, SteatoTest, and

FLI. In multivariate analysis, plasma total ceramide concentra-

tion was associated with HbA1c (b = 0.176, p = 0.032). In univar-

iate analysis, plasma total sphingomyelin concentration was

associated positively with total, HDL, and LDL cholesterol. In

multivariate analysis plasma total sphingomyelin concentration

was associated positively with total cholesterol (b = 0.75, p <

0.0001) and HDL cholesterol (b = 0.191, p = 0.0001).

In univariate analysis, plasma total DhCer concentration was

associated positively with BMI, waist circumference, HbA1c,

hsCRP and liver biomarkers, GGT, SteatoTest, and FLI (Fig-

ure 1D). Among the 5 DhCer species analyzed, DhCer 24:0

was the least correlated with SteatoTest and FLI. In multivariate

analysis (not including SteatoTest to avoid colinearity), plasma

total DhCer was associated with FLI (b = 0.405, p < 0.0001). If

FLI was omitted from the multivariate analysis and SteatoTest

included, plasma total DhCer was associated with SteatoTest

(b = 0.335, p < 0.0001).

When shown as a scatterplot, total plasma DhCer con-

centration was significantly correlated with FLI (Figure 4A) and

SteatoTest (plot not shown, r = 0.376, p < 0.0001). PlasmaDhCer

concentrations increased in parallel with FLI (Figure 4C) and

NASH Test values (Figure 4D). Interestingly, there was a strong

correlation between FLI and SteatoTest biomarkers in the

DIACART cohort (Figure 4B), strengthening our confidence in

the use of SteatoTest in the CERADIAB cohort.

These results obtained in two independent cohorts confirm the

strong relationship between plasma DhCer and particularly satu-

rated forms plus d18:0 24:1 and nonalcoholic fatty liver disease

(NAFLD) in diabetic patients.

VLDL DhCer Are Correlated with Hepatic Steatosis and
Inflammation
Plasma sphingolipids are mainly transported in the plasma by

lipoproteins.8 In order to identify the plasma DhCer pool asso-

ciated with steatosis and NASH biomarkers, we isolated the

various lipoprotein fractions in a group of 32 type 2 diabetic

patients described in Table S1. As can be seen biochemical

parameters and biomarkers in these patients are similar to

those in the CERADIAB and DIACART cohorts. HDL, LDL,

and very low density lipoprotein (VLDL) biochemical data are

described in Table S2. The DhCer species that could be reli-

ably measured in this experiment were 16:0, 18:0, 24:0,

24:1, 26:0, and 26:1. A comparison of HDL, LDL and VLDL

sphingolipid concentrations is given in Figure S1 as fold

changes versus HDL values.

The concentrations of DhCer and Cer increased from HDL to

LDL and VLDL, whereas for sphingomyelin and according to

the sphingomyelin species there is a decrease, no change or a

decrease from HDL to LDL and VLDL. As expected, triglyceride

content was highest in VLDL (Table S2). The amount of Apo B

Figure 3. Principal-Component Analysis of DhCer Species in the

CERADIAB Cohort

A principal-component analysis was applied to the DhCer data of the CERA-

DIAB cohort (n = 90).

(A) Variable correlation plot.

(B) Statistical significance of the correlations between PCs and clinical vari-

ables shown as a heatmap. Statistical significances were corrected by the

Benjamini-Hochberg procedure for multiple comparisons.
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(Apo B-100) in VLDL particles (one Apo Bper particle) was similar

regardless the degree of steatosis (Figure 5A). The ratio triglycer-

ide/Apo B of VLDL increased in parallel with the degree of stea-

tosis (Figure 5B) implying that steatotic patients produce larger,

triglyceride enriched VLDL particles.

Total VLDL DhCer concentrations were correlated with

SteatoTest (Figure 5C), NASHTest (r = 0.38, p = 0.003), and

with VLDL triglycerides (Figure 5E), whereas total VLDL cer-

amide concentration was not (Figure 5F; results not shown).

The ratio total VLDL DhCer/total VLDL Cer concentrations

was correlated with SteatoTest (Figure 5D). Total DhCer con-

centrations of LDL or HDL were not correlated with SteatoTest

or NASHTest (Figure 5G and results not shown). Finally, Total

VLDL DhCer was not correlated with the fibrotest values (r =

0.051, p = 0.215), in agreement with the results presented in

Figure 1.

Collectively, these data indicate that the pool of DhCer in

VLDL, i.e., lipoproteins directly originating from the liver, is

related to NAFLD severity and that larger triglyceride-rich VLDL

secreted in steatotic patients are enriched in DhCer when

compared to ceramide.

Hepatic Expression of Sphingolipid Metabolism
Enzymes Increases with the Severity of Steatosis and
Activity Determined Histologically
We then hypothesized that patients with NAFLD could have

altered hepatic de novo sphingolipid biosynthesis. We explored

73 individuals including 24 type 2 diabetic patients with histolog-

ical documentation of hepatic steatosis, activity, and fibrosis

(Table S3) and measured the hepatic expression of enzymes

involved in de novo sphingolipid synthesis, serine palmitoyl

transferase (SPTLC1), ceramide synthase 2 and 4 (CERS2,

CERS4), dihydroceramide desaturase 1 (DEGS1), and sphingo-

myelin synthase (SGMS1).

SPTLC1, DEGS1, and SGMS1 expressions increased with the

severity of steatosis and activity determined histologically (Fig-

ure 6) and independently of the presence or absence of type 2

diabetes (results not shown). In contrast, CERS2 and 4 expres-

sions were not correlated with the severity of steatosis and activ-

ity (results not shown). Finally, fibrosis did not correlate with the

expression of any of the enzymes tested (Figure 6; results not

shown). This corroborates the absence of correlation of plasma

sphingolipids with fibrosis biomarkers (Figure 1). However,

Figure 4. Correlations between Plasma DhCer Concentrations, Fatty Liver Index, and NASH Test in the DIACART Cohort
(A) Correlation of total plasma DhCer concentration with Fatty Liver Index. The coefficient r is shown as well as the p value; n = 149.

(B) Correlation of the Fatty Liver Index with SteatoTest. The coefficient r is shown as well as the p value; n = 149.

(C) Total plasma DhCer concentration (mean ± SEM, n = 149) according to the fatty liver index scores.

(D) Total plasma DhCer concentration (mean ± SEM, n = 149) according to the NASH Test scores. *p < 0.05 and ***p < 0.001 difference statistically significant

when compared to FLI <30 or N0. For the DhCer species included in the plasma total concentration, see Figure 1C. FLI <30: n = 25, 30 < FLI <60: n = 38, FLI >60:

n = 86. N0: n = 48, N1: n = 77, N2: n = 24.
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advanced fibrosis (stage >2) was rare in this cohort and might

have limited the ability to detect an association.

These results suggest that NAFLD severity (steatosis and

inflammation) is associated with an increased capacity of sphin-

golipid synthesis that can potentially induce quantitative

changes in DhCer, ceramide, and sphingomyelin species.

DISCUSSION

We demonstrate here (1) a positive relationship between plasma

DhCer and NAFLD severity and (2) that an elevated plasma con-

centration of specific DhCer species is related to their presence

in triglyceride-enriched VLDL. Triglyceride-enriched VLDLs are a

major component of the atherogenic dyslipidemia associated

Figure 5. Analysis of VLDL Sphingolipids

and Their Relation with SteatoTest and

NASH Test

Analysis were performed on 32 type 2 diabetic

patients. For (A) and (B), S0: n = 7, S1-S2: n = 13,

S3: n = 12.

(A) Apo B concentration in the VLDL fraction ac-

cording to the degree of estimated steatosis. S0:

0 < ST % 0.3, S1-S2: 0.3 < ST % 0.70, S3: ST >

0.70.

(B) Ratio triglyceride (TG) concentration/Apo B

concentration in the VLDL fraction according to

the degree of estimated steatosis.

(C) Scatterplot showing the correlation between

VLDL total dihydroceramide (DhCer) concentra-

tion and SteatoTest.

(D) Scatterplot showing the correlation between

the ratio VLDL total DhCer/VLDL total ceramide

concentration and SteatoTest.

(E) Scatterplot showing the correlation between

VLDL total DhCer concentration and VLDL tri-

glycerides.

(F) Scatterplot showing the correlation between

VLDL total ceramide concentration and Stea-

toTest.

(G) Scatterplot showing the correlation between

LDL total DhCer concentration and SteatoTest. In

the scatterplots, concentration units are given as

mmol/L plasma. ***p < 0.001 difference significant

when comparing the S0 group with S3. Total

plasma concentration of sphingolipid is the sum of

species described in Figure S1.

with metabolic syndrome, type 2 dia-

betes,18,19 and NAFLD.20 Since the

same dihydroceramides species were

significantly elevated in the plasma of in-

dividuals whowill progress to diabetes up

to 9 years before disease onset,17 the

current study strongly suggests that dys-

regulated hepatic fat metabolism is an

early and major component of type 2 dia-

betes onset. NAFLD is often present in

metabolic diseases characterized by in-

sulin resistance such as the metabolic

syndrome, pre-diabetes, diabetes, and

visceral obesity. Hepatic fat accumulation is an early sign of in-

sulin resistance and can pre-date the occurrence of diabetes

or arterial hypertension.21 Longitudinal studies have shown

that metabolic steatosis is associated with a 2.4–3.5 increased

risk of incident diabetes,22 while steatohepatitis has a 3-fold

increased risk of developing T2D compared to simple steatosis.

However a limitation of the current data, which are not part of a

longitudinal follow-up study, is that the demonstration that

NAFLD mediates the association between DhCer and the risk

of type diabetes is at best, indirect.

Our findings can also potentially explain why plasma DhCer

18:0 18:0, 18:0 20:0, and 18:0 22:0 are significantly associated

with waist circumference,15 a clinical marker of visceral obesity,

a condition associated with steatosis23 and that plasma DhCer
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18:0 16:0, 18:0 22:0, and 18:0 24:0 are associated with prediabe-

tes and diabetes in high-fat-high fructose fed non-human

primates.14

Unexpectedly, there was no correlation of DhCer or ceramides

with HOMA-IR, an index of insulin resistance. Most studies that

found an association between elevated plasma ceramide or

DhCer and insulin resistance compared control subjects or pa-

tients with a low HOMA-IR with overtly insulin resistant sub-

jects.16,18,24 Here, we studied a population of type 2 diabetic

subjects, which might explain the discrepant results.

The reason why triglyceride-rich VLDLs are enriched in DhCer

is unknown. SinceVLDLhave avery short half-life (4–6h) preclud-

ing major membrane rearrangement outside of the liver, the

increased DhCer concentration is most probably linked to VLDL

formation/secretion. The increase in DhCer concentrations in pa-

tientswith type 2diabetes could then reflect an overall increase in

sphingolipid synthesis due to an enhanced VLDL secretion in the

steatotic liver.25 The increased expression of some of the en-

zymes involved in sphingolipid synthesis with NAFLD severity is

compatible with this hypothesis. Although we have no direct

measurement of sphingolipid concentrations in the liver, it was

shownpreviously that patientswith a high fat content have higher

hepatic ceramide and DhCer concentrations.26

In this study, we show that VLDL DhCer but not ceramide con-

centration correlatedwith SteatoTest and VLDL triglycerides. This

suggests that DhCer and ceramide can be involved in different

metabolic pathways and argue for a specific role of DhCer during

the synthesis/secretion of large triglyceride-enriched VLDL. One

Figure 6. Analysis of the Expression (mRNA) of Enzymes of Sphingolipid Metabolism in Liver According to the NAFLD State
Box-and-whisker plot showing SPTLC1 (A), DEGS1 (B), and SGMS1 (C) gene expressions according to steatosis (S0–S3), activity (A0–A4), and fibrosis (F0–F4)

grades determined histologically. *p < 0.05 and **p < 0.01 difference significant when comparing a given grade to grade 0. mRNA expression is given as arbitrary

units. S0: n = 9, S1: n = 20, S2: n = 26, S3, n = 18. A0: n = 10, A1: n = 13, A2: n = 30, A3: n:15, A4: n = 5. F0: n = 30, F1: n = 19, F2: n = 15, F3: n = 8, F4, n = 1.
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hypothesis is related to the structural characteristics of DhCer in

terms of hydrophobicity, membrane rigidifying properties, nega-

tive curvature and membrane fusion,11,27 and how they could

impact the membrane assembly/function of large VLDL. For

instance, in cancer cells, the DhCer/Ceramides ratio is increased

by D9-Tetrahydrocannabinol treatments and induces changes in

ER membrane properties resulting in a rigidification of the auto-

phagosome membrane28 and its permeabilization.

Alterations of hepatic sphingolipid metabolism and particularly

ceramide accumulation due to de novo synthesis have been sus-

pected to play a role in the progression from steatosis to NASH,29

by inducing cell stress and cell death. Since DhCer are precursors

of ceramides, an increasedplasmaDhCer concentration reflects a

stimulation of the ceramide synthesis flux.26 Interestingly, a study

withasmall numberofNASHpatientshasshownan increase inhe-

patic ceramideconcentrationscontrary to theplasmawhere levels

were unchanged.30 Plasma DhCer thus could be a better

biomarker than plasma ceramides for hepatic sphingolipid meta-

bolism. Whether circulating DhCer is a marker of progression

from steatosis to NASH needs to be tested in prospective studies.

In conclusion, specific DhCer species in the plasma are asso-

ciated with hepatic steatosis and with NASH in type 2 diabetic

patients. This could be related to their abundance in triglycer-

ide-rich VLDL, which are increased as a consequence of hepatic

steatosis.

The association between steatosis, DhCer, and VLDL produc-

tion suggests a specific requirement for these sphingolipids in

the process of triglyceride-enriched VLDL synthesis or secretion.

Since VLDL is a major component of the atherogenic dyslipide-

mia associated with metabolic syndrome, type 2 diabetes,18,19

and NAFLD,20 these data may bring a better understanding of

specificmechanisms of dyslipidemia in these atherogenic condi-

tions. In addition, NAFLD severity is associated with altered

sphingolipid synthesis raising the question of the role of sphingo-

lipid metabolism in NAFLD progression. This will require further

prospective studies.

Limitations of Study
Since this studywas not initially designed for studying liver meta-

bolism, one limitation is the use of biomarkers to indirectly eval-

uate NAFLD severity rather than MRI-based techniques, fibro-

scan, or the gold standard, histological characterization of liver

biopsies. Nevertheless, biomarkers have been validated against

histology for the diagnosis of steatosis and steatohepatitis,31,32

including in a subset of patients with type 2 diabetes.24 They

are acceptable alternatives for the diagnosis of steatosis when

imaging tools are not available or feasible, according to current

guidelines.33 We have used here two surrogates for hepatic

steatosis, SteatoTest and FLI, which are based on different pa-

rameters. Their concordance in terms of steatosis severity

strengthens their use in this study.

Another limitation of this study is the relatively low number of

patients analyzed for their lipoprotein sphingolipids, and this

analysis must be strengthen in further studies.

A final limitation of this study is the fact that we have used a

different group of patients in order to study hepatic sphingolipid

enzyme expression in which we could not measure both the

expression of hepatic sphingolipid enzymes and the concentra-

tion of sphingolipids because of insufficient biological material.

Nevertheless, we show a clear relationship between histological-

ly defined steatosis and inflammation with sphingolipid enzyme

expression independently of the presence or absence of type 2

diabetes.
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Ferré (pascalfrr@gmail.com)

Material Availability
This study did not generate new unique reagents.

Data and Code Availability
The published article includes all datasets generated or analyzed during the study.

EXPERIMENTAL MODELS AND SUBJECT DETAILS

CERADIAB is a cross-sectional study, that included over a 7 month period 90 adult patients with type 2 diabetes (inclusion criteria)

from the Diabetes Department of the Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France) for assessing the plasma concentrations of sphingo-

lipids. Exclusion criteria were: Diabetes without overweight, diabetes with autoimmune markers of type 1 Diabetes, post-transplan-

tation diabetesmellitus, Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY), diabetes diagnosed before 35 years old, patients takingmed-

ications such as glucocorticoids, HIV medications and atypical antipsychotics, immunosuppressive therapy patients with type 1 and

type 2A dyslipidemia, non-metabolic hepatopathy such as chronic hepatitis B or C, genetic hemochromatosis, autoimmune hepa-

titis, primary biliary cirrhosis, primary sclerosing cholangitis, a1-antitrypsin deficiency,Wilson’s disease, cirrhosis, severe renal failure

defined by an estimated glomerular filtration rate by the modification of diet in renal disease equation (MDRD) < 30 ml/min. Clinical

assessment included comorbidities, personal disease history (type and duration of diabetes), retinopathy, kidney function (estimated

glomerular filtration rate and microalbuminuria), coronary artery disease, anthropometric measures (weight, height, BMI) and

treatment.

DIACART is a 5 year prospective observational study (NCT02431234) that included 198 patients with type 2 diabetes from the Dia-

betes and Cardiology Departments of the Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France) for assessing the factors associated with lower

limb arterial calcification36. Inclusion criteria were type 2 diabetes with at least 1 of the following factors: coronary artery disease

defined by history of myocardial infarction, coronary stent, coronary bypass or peripheral arterial occlusive disease or age > 50 years

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Critical Commercial Assays

Total cholesterol Diasys Cat#113009910026

Free cholesterol Diasys Cat#178909910025

Triglycerides Thermofisher diagnostics Cat#981786

Phospholipids Diasys Cat#157419910930

apolipoprotein B Thermofisher diagnostics Cat#981930

RNeasy Mini Kit QIAGEN Cat#74106

Oligonuleotides

CERS2, CERS4, DEGS1, SGMS1, SPTLC1, 18S This paper Table S4

Software and Algorithms

XLSTAT Addinsoft https://www.xlstat.com/fr/

SteatoTest Poynard et al.31 https://www.biopredictive.com/fr/

NASHTest Poynard et al.34 https://www.biopredictive.com/fr/

FibroTest Halfon et al.35 https://www.biopredictive.com/fr/

Fatty Liver Index Bedogni et al.32 N/A

Other

HPLC Agilent column Poroshell 120, EC-C8, 2.1 3 100mm Chromoptic Cat# 695775-906
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for men and > 60 years for women. Coronary calcium score alone was not considered as an inclusion criteria. Exclusion criteria were

an estimated glomerular filtration rate < 30mL/min, a history of lower limb angioplasty and/or bypass, immunodeficiency, type 1 dia-

betes. All patients with infectious disease at inclusion with clinical and/or biological signs of inflammation were excluded. During the

study follow-up (mean 31.2 ± 3.9 months; median 30.5 months and range 26–44.8), 18 patients were lost and 11 patients died before

the end of the study. Serum biomarkers of NAFLD measurements were missing in 20 patients. Thus at the end of the study, 149 pa-

tients were screened for NAFLD using serum biomarkers.

Blood samples for lipoprotein analysis were obtained from 32 individuals with type 2 diabetes over a period of six months, seen

consecutively for their annual diabetes assessment in the diabetes department of the Pitié-Salpêtrière Hospital (Paris, France),

with inclusion/exclusion criteria similar to the ones of the CERADIAB cohort.

Liver samples were obtained from 73 patients from the Hepatology Department of La Pitié-Salpêtrière Hospital investigated for

unexplained, persistently elevated aminotransferases. Steatosis, activity and fibrosis were scored according to the FLIP-SAF histo-

logical classification37. Part of the liver biopsies were frozen at �80�C for RNA extraction.

In the various cohorts, no individuals were related.

METHOD DETAILS

Biochemical measurements
Biochemical measurements were made on venous blood and urine samples collected after an overnight fast. Insulin resistance was

assessed by the calculation of HOMA-IR in patients not treated with insulin. Serum biomarkers of fibrosis, FibroTest�35, steatosis,

SteatoTest�31, Fatty Liver Index (FLI)32, and steatohepatitis, NASHTest�,34 were measured. FibroTest uses an algorithm based on

serum a2-macroglobulin, apo A1, haptoglobin, total bilirubin and gamma glutamyl transferase (GGT). Fibrosis severity is categorized

as: minimal (F0-F1), moderate (F2) or severe (F3-F4). SteatoTest is a continuous linear biochemical assessment of steatosis grade

using an algorithm based on serum a2-macroglobulin, apo A1, haptoglobin, total bilirubin, GGT, body mass index (BMI), cholesterol,

triglycerides and fasting plasma glucose. It ranges from 0.00 to 1.00, as an equivalent of the histological grade of steatosis: S0, no

steatosis ; S1: minimal steatosis; S2: moderate steatosis; and S3: marked or severe steatosis. FLI is a continuous linear biochemical

assessment of steatosis grade using an algorithm based on BMI, waist circumference, triglycerides and GGT. It gives a quantitative

estimate of liver steatosis ranging from 0.00 to 100. A FLI < 30 rules out and a FLI > or = 60 rules in fatty liver. NASHTest uses an

algorithm based on serum a2-macroglobulin, apo A1, haptoglobin, total bilirubin, GGT, ASAT, cholesterol, triglycerides, fasting

plasma glucose and BMI. The diagnosis of non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is expressed in three classes (N0 (N = 0.25): no

NASH; N1 (N = 0.5): NASH possible; N2 (N = 0.75): NASH).

Isolation and characterization of lipoproteins
Major lipoprotein fractions namely Triglyceride-Rich Lipoprotein, Low Density Lipoprotein (LDL) and High Density Lipoprotein (HDL)

were prepared from plasma by sequential ultracentrifugation at 120,000 rpm at 15�Cusing a BeckmanOptimaMax-TL centrifuge. By

this method we successively isolated Triglyceride-Rich Lipoprotein (VLDL+IDL d < 1.019 g/ml, abbreviated as VLDL), LDL (d: 1.019-

1.063 g/ml) and HDL (d: 1.063-1.21 g/ml) fractions using periods of centrifugation of 1h, 3h and 5h respectively. After isolation, lipo-

protein fractions were analyzed for their lipid and protein content. Commercial kits (Diasys, France) were used for total cholesterol,

free cholesterol and phospholipids. Triglycerides (TG) and apolipoprotein B were quantified with a commercial kit (Thermo Electron,

France). Lipoprotein fractions were dialyzed extensively against PBS before use for lipidomic analyses.

Plasma lipid analysis by LC-MS/MS
Three-hundredmicroliters of plasma or lipoprotein fractionswere used to quantify sphingolipids. The lipid subspecies were extracted

and analyzed, as described in38, at the Lipidomic Core Facility of the Université of Bourgogne (Dijon, France) or at the lipidomic facility

of the ICAN Institute (Sorbonne Université, Paris).

Sphingolipids were extracted according to the Bligh and Dyer method as described by Reis et al.39. Briefly, plasma aliquots (50 mL

of plasma + 150 mL of saline) were mixed with d18:1–17:0 Cer, used as an internal standard, and extracted with 750 mL of 2:1 chlo-

roform/methanol for 10min. Chloroform (250 ml) was then added and extraction followed for 10min. Distilled water (250 ml) was added

and extraction continued for 10 more min. After centrifugation (10,000 3 g, 10 min, 4�C), the organic phase was collected. The

aqueous phase was acidified with hydrochloric acid (8 ml, 3 mol/liter) and further extracted with 600 mL of chloroform for 10 min. After

centrifugation (10,000 3 g, 10 min, 4�C) the organic phase was collected and combined with the previous sample. Pooled organic

phases were washed with 800 mL of the upper phase from a chloroform/methanol/water (96.7:93.3:90) mixture. The organic phase

was evaporated under vacuum. Extracts were finally dissolvedwith 200 mL of 60:30:4.5 chloroform/methanol/distilled water, and 3 mL

were injected on a 1200 6460-QqQ LC-MS/MS system equipped with an ESI source. Separation was achieved on a Poroshell C8

2.13 100mm, 2.7-mmcolumn (Agilent Technologies). Calibration curves were obtained for eachmolecule using authentic standards

extracted by identical methods as used for plasma samples. Quadratic regression was applied to calculate plasma sphingolipid

concentrations.
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RNA extraction and Real-time qPCR
Frozen hepatic samples were processed for RNA extraction using the RNeasyMini Kit (QIAGEN, Venlo, theNetherlands) according to

the manufacturer’s protocol. Expression of hepatic genes was analyzed as described6. Ribosomal RNA 18S was used for normal-

ization and for relative quantification of gene expression using the 2�DDCt method. Sequences of primers used are indicated in

Table S4.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Quantitative data are expressed as mean ± standard deviation (SD) or as median and interquartile when distribution was normal or

non-normal respectively or as frequency for qualitative data. Comparisons of quantitative variables were analyzed by Student’s t test

or Mann-Whitney tests when distribution was normal or non-normal respectively. Comparison of frequencies was performed by the

XLSTAT test for two proportions (XLSTAT software, Addinsoft�). A p < 0.05was considered statistically significant. Formultiple com-

parisons, the Benjamini-Hochberg false discovery rate procedure was used. The correlation between linear variables and the corre-

sponding p value were assessed by calculating Pearson’s or Spearman’s coefficient r when distribution was normal or not normal

respectively (XLSTAT software, Addinsoft�). Concerning the covariates used in the analyses, all biological variables were initially

entered in the univariate analysis. Then only variables associated significantly at univariate analysis with total ceramide, total dihy-

droceramide or total sphingomyelin were entered in amultivariate analysis. The variables used in themultivariate analysis were for the

CERADIAB cohort, BMI, HbA1c, hsCRP, creatinine, total cholesterol, HDL and LDL cholesterol, triglycerides ASAT, ALAT, GGT,

fibrotest, steatotest, NASH test. The same variables were used for the DIACART cohort plus waist circumference and FLI. Multivari-

able analysis was performed by use of ANCOVA (XLSTAT software, Addinsoft�). Formultivariable analysis, beta-coefficients (b) were

calculated to allow for direct comparison of the relative influence of the explanatory variables (biological characteristics) on the

dependent variable (sphingolipid concentrations), and their significance was tested (p % 0.05 considered significant). A principal

component analysis (PCA) was applied to the DHCer species of the CERADIAB cohort to further identify clusters of distribution

(XLSTAT software, Addinsoft�).

ADDITIONAL RESOURCES

The DIACART study (Arterial Calcification in the Diabetes) is a 5 year prospective observational study (NCT02431234) for assessing

the factors associated with lower limb arterial calcification36. A complete description is given at https://clinicaltrials.gov/ct2/show/

NCT02431234
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a b s t r a c t

Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) is currently the most common chronic liver disease in the
world, encompassing various conditions ranging from simple steatosis, steatohepatitis, to fibrosis and
cirrhosis. The association between NAFLD and Type 2 Diabetes (T2D) is strong and complex, given that
the prevalence of NAFLD is particularly high in individuals with Type 2 Diabetes. In fact, insulin resis-
tance occurring in this metabolic disease can promote NAFLD development, and vice versa, NAFLD can
enhance insulin resistance. In this review, we focus on the mechanisms linking NAFLD and T2D, including
fatty acid accumulation, inflammation, oxidative stress etc. We also discuss about situations showing a
dissociation between steatosis and insulin resistance, in order to provide new insights for NAFLD ther-
apeutic targets.

© 2017 Elsevier B.V. and Société Française de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights
reserved.

1. Introduction

The last decades were marked by a constantly increasing dia-
betes prevalence in developed countries but also in low- and
middle-income countries. Type 2 diabetes (T2D) represents the
majority of diabetes encountered in the world. It largely results
from overweight and sedentarity. Because the liver plays a central
role in the energy homeostasis through glucose and lipid meta-
bolism, it is particularly affected in these positive energy balance
situations.

Non Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD) refers to any fatty
infiltration of the liver that is not caused by alcohol abuse nor by
other etiologies such as viral or auto-immune hepatitis. Indeed, it is
the reflection of the energy homeostasis dysregulation observed
among type 2 diabetic and/or obese individuals. It encompasses a
spectrum of hepatic disorders ranging from simple steatosis to
steatohepatitis (Non Alcoholic Steatohepatitis, NASH), hepatic
fibrosis and cirrhosis. NAFLD is present in over 30%, 28% and

approximatively 25% of the U.S., European and Asian populations
respectively, making it the most common liver disease worldwide
[1]. Around 10e25% of individuals with steatosis will develop NASH
and 5e8% of those individuals will develop liver cirrhosis within 5
years [2]. The presence of NASH-related cirrhosis exposes in-
dividuals to severe complications since in this population, around
12% of individuals will develop hepatocellular carcinoma and 25%
major complications of portal hypertension within 3 years [3].
Furthermore, individuals with NAFLD have a higher prevalence of
early asymptomatic cardiovascular alterations. The presence of
NASH appears to induce greater cardiovascular risk than simple
steatosis, independently of classical risk factors such as insulin
resistance and the presence of metabolic syndrome [4]. NASH in-
dividuals have a 2.2-fold increased mortality compared to in-
dividuals with steatosis. In NAFLD conditions, there is an increase of
the metabolic and cardiovascular disease risk, decompensated
cirrhosis and hepatocellular carcinoma with potential subsequent
liver transplantation. Currently, NASH is the third indication for
liver transplantation in the United States, and this indicationwill be
even more prevalent in the next 10e20 years [5].

Since NAFLD includes several stages of hepatic disease, steatosis
represents the first one and is defined by an ectopic storage of lipids
(normally stored in adipose tissue) in hepatocytes. Although simple
steatosis was considered for a long time by clinicians as benign in
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the progression of NAFLD, it remains an important risk factor for
the development of insulin resistance and inflammation.

According to the World Health Organization (WHO), obesity
prevalence in 2014 has more than doubled since the 80's. Around
13% of worldwide adult population are obese. Moreover, obesity is
strongly associated with T2D. Indeed, 80e90% of obese individuals
have T2D and more than 90% of T2D individuals are obese. In 2014,
the WHO estimated that 422 million people are affected by T2D
against 180 million in 1980. As obesity and insulin resistance, two
characteristics of T2D, are the most important pathogenic factors
associated with NAFLD, it is a very common disease among in-
dividuals with T2D. In fact, 90% of T2D individuals develop NAFLD.
Prevalence of NASH is three times more elevated in individuals
with T2D than in those without [6]. Indeed, the prevalence of NASH
could reach 63e87% with a prevalence of moderate to severe
fibrosis estimated to 22e60% [7]. When T2D and obesity coexist,
66% of NAFLD individuals have advanced fibrosis [8]. Diabetes has
not only been associated with fibrosis in NAFLD in cross-sectional
studies but also has been shown to be an independent marker of
fibrosis progression [9]. But if diabetes participates to NAFLD
pathogenesis, evidence also suggests that steatosis exacerbates
hepatic insulin resistance and increases systemic levels of insulin
antagonizing cytokines. The development of NAFLD thus pre-
disposes individuals to insulin resistance. This insulin resistance
observed during NAFLD is associated with worsened glycemic
control and an increase of insulin requirements in diabetic in-
dividuals [10].

2. Increased risk of hepatic steatosis under T2D

As the early stage of NAFLD, hepatic steatosis, defined by accu-
mulation of triglyceride in more than 5% hepatocytes, occurs when
there is an imbalance between the inwards and outwards fluxes of
fatty acids in the liver. Under physiological conditions, free fatty
acids (FFAs) bound to albumin in the blood or to binding proteins in
the cells, are derived from three sources in the liver, namely fatty
acids coming from lipolysis in peripheral white adipose tissue, the
de novo synthesis of fatty acids (de novo lipogenesis, DNL) in the
liver, and the dietary fatty acids which are packaged into chylo-
microns and released by tissue lipoprotein lipase. Once in the he-
patocytes, FFAs can either go through b-oxidation in the
mitochondria for ATP generation or ketone body synthesis, or un-
dergo esterification to form triglycerides (TG) stored as lipid
droplets in the hepatocytes, or packaged to apolipoproteins and
secreted into the serum as very low density lipoprotein (VLDL)
particles [11].

During T2D, however, the accumulation of hepatic FFAs is
increased due to insulin resistance of different pathways (Fig. 1). On
one hand, the potent inhibitory effect of insulin on hormone-
sensitive lipase (HSL), which is the major regulator of FFAs
release from adipose tissue lipolysis, is impaired due to insulin
resistance in individuals, resulting in an increased release of FFA
from adipose tissue and influx of FFAs into the liver [12]. Besides
HSL, adipose triglyceride lipase (ATGL), is also involved in lipolysis.
Indeed, global ATGL deletion in mice dramatically reduces TG hy-
drolysis, leading to an impaired release of FFA. It must be pointed
out however that there is no clear evidence for an increased activity
of ATGL in insulin resistant states.

On the other hand, in insulin resistant states, although the in-
sulin inhibition of hepatic glucose production (glycogenolysis and
gluconeogenesis) is impaired, lipogenesis, an insulin dependent
pathway, remains paradoxically highly stimulated, possibly due to
an activation of mTOR (mammalian target of rapamycin) signaling
or to an endoplasmic reticulum (ER) stress [13]. Therefore, the
hyperinsulinemia and hyperglycemia respectively promotes the

activation of the transcription factors sterol regulatory element-
binding protein 1c and the carbohydrate response element bind-
ing protein, both of which are key regulators of lipogenesis [14].
Consequently, downstream glycolytic and lipogenic enzymes
including glucokinase, L-pyruvate kinase, acetyl-CoA carboxylase,
fatty acid synthase and stearoyl-CoA desaturase 1 become up-
regulated, leading to excessive production of fatty acids in the
liver [14]. Clinical studies confirmed that NAFLD subjects indeed
show increased DNL [15]. In addition to the increased production of
FFAs, insulin resistance may also suppress their ß-oxidation. During
hyper-stimulated lipogenesis, the increased production of malonyl-
CoA is supposed to inhibit carnitine palmitoyl transferase-1 and
decrease fatty acid entry into the mitochondria, thus inhibiting
their subsequent fatty acid b-oxidation in hepatocytes [14]. How-
ever, DNL seems not to counteract b-oxidation in case of obesity.
Indeed, a transient increase in b-oxidation and tricarboxylic acid
(TCA) cycle can be observed in liver of NAFLD individuals or liver of
obesemicemodels. This temporary increase in b-oxidation and TCA
cycle activities is probably promoted by increased lipid availability
and by the enrichment of endoplasmic reticulum-mitochondria
contacts [16].

Other potential players in the relationship between steatosis
and insulin resistance are bile acids. Indeed, bile acids by binding to
the transcription factor FXR could act on several targets of lipid
metabolism such as SREBP-1c or PPARa and could oppose steatosis
as shown in a number of animal models. However, treatment of
patients with an FXR agonist, obeticholic acid have not shown very
convincing results with even adverse effects on cholesterol
metabolism.

To summarize, under insulin resistant states, the imbalance
between the production and disposal of lipids results in increased
triglyceride content in the hepatocytes, suggesting that T2D may
induce the risk of progression of hepatic steatosis. Indeed, it has
been reported that T2D individuals have 80% more liver fat than
age-, weight-, and sex-matched non-diabetic subjects [17]. Other
studies also demonstrated that NAFLD is independently associated
with hyperinsulinemia [18]. Nevertheless, a meta-analysis showed
that treatment by GLP1 receptor agonist or DPP4 inhibitors, both of
which are potent incretin-based therapies for insulin secretion in
T2D, induces beneficial effects on hepatic cytolysis and also on
histology with a reduction of serum ALT concentration and intra-
hepatocellular lipids content [19]. However, these beneficial effects
could be related to the anti-inflammatory effects of these drugs
rather than to their hyperinsulinemic effect.

3. Increased risk of steatohepatitis in T2D

NASH is defined by the presence of steatosis and inflammation,
with or without fibrosis development. Currently, the most widely
accepted theory for the progression of NAFLD to NASH is the ‘2-Hit
Hypothesis’ [20]. The ‘first-hit’ is the excessive accumulation of
lipids in hepatocytes (steatosis) favoring lipotoxicity (see below),
and rendering the liver more susceptible to potential injuries. The
‘second-hit’, leading to the progression towards steatohepatitis,
derives from the large adaptive immune responses induced by
cellular injuries caused by excessive hepatic FFAs. Accumulated TG
per se are inert and non-toxic, but other bioactive lipid in-
termediates, such as ceramides and diacylglycerols (DAG), may
induce lipotoxicity. It was reported that blocking TG synthesis by
inhibiting the esterification enzyme diacylglycerol acyl transferase
2 (DGAT2) indeed decreased hepatic steatosis in obese mice, but
was concomitant with an increase in free fatty acids, lipid peroxi-
dation, and lobular inflammation [21]. Intrahepatic repair re-
sponses will be triggered through the activation of resident
macrophages in the liver, i.e. Kupffer cells, through excessive
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exposure to toxic lipids such as DAG and ceramides, leading to a
phenotype shift towards the pro-inflammatory M1 state [22]. The
activated Kupffer cells not only secrete excessive pro-inflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor-a (TNFa) and interleukin-6
(IL-6) to stimulate inflammatory responses, but also promote the
activation of hepatic stellate cells, that produce collagen leading to
scar tissue formation and subsequent fibrosis [23]. Therefore, sus-
tained inflammation due to wound-healing responses to lip-
otoxicity promotes the evolution from steatosis to progressive
steatohepatitis.

In addition to the intrahepatic lipotoxicity, the T2DM-promoted
NASH may also derive from the crosstalk with peripheral tissues.
Under insulin resistant states, the induced lipolysis from white
adipose tissue promotes the release of FFAs, resulting in recruit-
ment and activation of macrophages in the adipose tissue. The
activated M1 macrophages in turn secrete large amounts of cyto-
kines including monocyte chemoattractant protein-1, TNFa and IL-
1b, which not only induce the vicious cycle of local insulin resis-
tance, but also enhance systemic inflammation, allowing more in-
filtrations of pro-inflammatory cytokines into the liver [24]. Indeed,
clinical studies showed that individuals with NASH have signifi-
cantly higher serum levels of TNFa and IL-6 compared to simple
steatotic individuals, and that mRNA level of TNFa is also increased
in NASH individuals, in both liver and adipose tissue [25,26].

4. NAFLD in turn potentiates the development of T2D

The association and relationship between NAFLD and T2D is bi-
directional. As introduced earlier, T2D may potentiate the pro-
gression to NAFLD, while NAFLD in turn may also contribute to the
development of insulin resistance and T2D. In large studies of in-
dividuals without diabetes at inclusion, the presence of NAFLD was
associated with an increased adjusted risk of 2.4e3.5 for devel-
oping diabetes [27,28]. Individuals with T2D and NAFLD displayed
worsened glycemic control compared with individuals with T2D

alone [29]. In addition, individuals with NASH showed an approx-
imately 3-fold increase in the risk of developing T2D, compared to
those with simple steatosis [30]. Steatosis in donor liver is also
reported as a risk factor for developing New-Onset Diabetes After
Transplantation (NODAT), given that the cumulative incidence of
NODAT remains continuously higher in recipient of steatotic liver
throughout 10 years post-transplantation [31]. The mechanisms
underlying the NAFLD-induced T2D include various mediators, and
in this review, we focus on the contributions of lipotoxicity,
inflammation and oxidative stress (Fig. 2).

Excessive deposition of lipids in the liver indeed contributes to
hepatic insulin resistance, through the generation of bioactive lipid
intermediates. In fact, two major classes of fat metabolites,
ceramides and DAG, were reported to play a major role in the onset
of hepatic insulin resistance. Individuals with NAFLD show
increased hepatic concentrations of ceramides [32] and DAG [33]
compared to subjects with normal liver histology. Both ceramides
and DAG stimulate the translocation of protein kinase C to the cell
membrane leading to its activation (PKCz for ceramides and PKCε
for DAG). Activated PKC will phosphorylate insulin receptor
substrate-2 (IRS2) on serine/threonine residues, thus blocking its
tyrosine phosphorylation and leading to an inhibition of insulin
signaling [34].

T2D has long been considered as an inflammatory disease. One
of the key transcriptional regulators of inflammation is the nuclear
factor-kappa B (NF-kB). Depletion of the activator of NF-kB, the I
kappa B kinase b (IKKb), in either myeloid cells or hepatocytes
protected mice from developing insulin resistance under high fat
diet [35], whereas constitutive overexpression of IKKb in hepato-
cytes resulted in hyperglycemia and profound hepatic insulin
resistance [36]. NF-kB can be activated in response to a variety of
stimuli, including pro-inflammatory cytokines, transforming
growth factor-b, reactive oxygen species (ROS), toll-like receptors
pathways, etc. Clinical studies demonstrated that hepatic NF-kB
p65 expression is upregulated in NASH condition [37]. Upon

Fig. 1. Pathways (red arrows) activated by T2D and insulin resistance contributing to steatosis. ER stress: endoplasmic reticulum stress; CM: chylomicron; FFA: free fatty acids; TG:
triglycerides; VLDL: Very Low Density Lipoproteins.
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activation, NF-kB in turn transactivates the pro-inflammatory cy-
tokines including TNFa and IL-6 which have been reported to
induce insulin resistance [38,39].

Pathophysiological mechanisms leading to the development of
NASH remain unclear. The chronic accumulation of fat, as seen in
genetically obese rodent models such as ob/ob mice, does not
induce inflammatory lesions on its own. A trigger seems to be
required to initiate the cascade leading to inflammation and
fibrosis. Toxic lipid peroxidation can lead to necroinflammation,
and NASH is also strongly associated with increased hepatic
microsomal lipid peroxidation. In fact, in an experimental steato-
hepatitis model induced by the methionine- and choline-deficient
(MCD) diet, the expression and activity of CYP2E1, a microsomal
enzyme playing a key role in the development of alcoholic liver
disease through its ability to initiate oxidative stress, were strongly
upregulated [40]. Similarly, hepatic CYP2E1 expression and activity
were also upregulated in humans with NASH [41]. Once activated,
CYP2E1 contributes to the pathogenesis of NASH through the
generation of ROSwhich further impairs insulin signaling pathways
through an inhibition of IRS-1 and IRS-2, and therefore the
downstream targets including the phosphorylation of protein ki-
nase B, glycogen synthase kinase 3, and forkhead box protein O1A
[42].

5. Dissociation of steatosis and insulin resistance

There has been accumulating evidences indicating the dissoci-
ation between steatosis and insulin resistance. To start with,
numerous rodent models have developed hepatic steatosis without
insulin resistance. These models include inhibition of VLDL export
via MCD diet [43], increased fatty acid storage via overexpression of
DGAT [44], and inhibition of TG hydrolysis via CGI-58 knockdown
(an activator of a triglyceride lipase) [45]. In addition, human
polymorphism studies indicated that a number of genes associated
with steatosis are not associated with insulin resistance, including
adipose triglyceride lipase, CGI-58, PNPLA3 (patatin-like phos-
pholipase domain-containing protein 3), etc [46]. For instance, in
humans, a gene variant of PNPLA3 increases liver fat content but
without inducing an insulin resistance. Interestingly, when these

individuals are compared to a group with similar steatosis and
NASH that are insulin resistant, a lipidomic analysis demonstrates
marked differences in liver lipid composition. Whereas in the in-
sulin resistant group, liver lipids are rich in ceramides, saturated
and monounsaturated triglycerides, in the PNPLA3 group liver
lipids are enriched in polyunsaturated triglycerides. This finding
highlights that the nature of the accumulated lipid species in liver is
more important in the alteration of insulin signaling than the lipid
accumulation itself [33]. This difference in lipid profile might
explainwhy only certain populations of individuals with NAFLD are
associated with increased risk of T2D.

6. Conclusion

The association and relationship between NAFLD and T2D is so
strong and complex that it is difficult to distinguish which is the
consequence and which is the cause. T2D provides the optimal
metabolic condition for the progression of NAFLD, while NAFLD in
turn may also promote the risk of T2D. Both pathogenic conditions
share a number of common factors that may contribute to the
disease progression, including fatty acid abundance, pro-
inflammatory cytokines, oxidative stress, etc. Comprehensive un-
derstanding of the mechanism underlying NAFLD and T2D may
shed light on future therapeutics for NAFLD.
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Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c is a transcription factor that controls the
synthesis of lipids from glucose in the liver, a process which is of utmost importance for
the storage of energy. Discovered in the early nineties by B. Spiegelman and by
M. Brown and J. Goldstein, it has generated more than 5000 studies in order to elucidate
its mechanism of activation and its role in physiology and pathology. Synthetized as a
precursor found in the membranes of the endoplasmic reticulum, it has to be exported to
the Golgi and cleaved by a mechanism called regulated intramembrane proteolysis. We
reviewed in 2002 its main characteristics, its activation process and its role in the regula-
tion of hepatic glycolytic and lipogenic genes. We particularly emphasized that Sterol
Regulatory Element Binding Protein-1c is the mediator of insulin effects on these genes.
In the present review, we would like to update these informations and focus on the
response to insulin and to another actor in Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c
activation, the endoplasmic reticulum stress.

Introduction
In 2002, we wrote a review in the Biochemical Journal on the importance of the transcription factor
Sterol Regulatory Element Binding Protein-1c (SREBP-1c) for the regulation of hepatic glycolytic and
lipogenic genes. At the time, we emphasized that SREBP-1c is the mediator of the inductive action of
insulin on these genes, thus playing a key role in the furniture of fatty acids to the cell. Nearly 20
years later, and when celebrating the 100th anniversary of insulin discovery, we would like to update
the findings concerning insulin action on SREBP-1c in the liver and describe other mechanisms of
SREBP-1c activation, as well as the role of SREBP-1c in Non-alcoholic fatty liver disease.

SREBP1c, a transcription factor involved in fatty acid
synthesis
SREBP-1c is a member of the SREBP family of transcription factors encoded by two genes. The gene
SREBF-1 produces two transcripts, SREBP-1a and SREBP-1c which differ in their first exon. The gene
SREBF-2 located on a different chromosome in mammals produces the isoform SREBP-2. SREBP-1c
is expressed in most tissues with a high expression in the liver, adipose tissue, adrenals and brain,
whereas SREBP-1a is expressed in proliferating tissues and in cell lines [1]. SREBP-2 is expressed at a
very low level in most cells. As detailed previously [2–4], in the liver, SREBP-2 activates the expression
of genes involved in cholesterol synthesis and uptake, whereas SREBP-1c activates a glycolytic gene,
glucokinase (GK) and genes involved in fatty acid synthesis (lipogenesis) such as acetyl-CoA carboxyl-
ase (ACC), fatty acid synthase (FAS), stearoyl-CoA desaturase (SCD), malic enzyme (ME), in the
pentose phosphate pathway, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), 6-phosphogluconate
dehydrogenase (PGDH), and in triglyceride synthesis such as glycerol-3-phosphate acyltransferase

1We would like to dedicate this review to Professors M.S. Brown and J.L. Goldstein. The elegance and robustness of their
scientific approach, their simplicity despite their remarkable success and their willingness to share their experience, have been a
great source of inspiration since our entry into the world of SREBP-1c more than 20 years ago.
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(GPAT). SREBP-1a activates genes that mediate both cholesterol and lipid synthesis. Finally, SREBPs isoforms
activate their own transcription since they possess a Sterol Response Element (SRE) in their promoter [3,5].
Concerning SREBP-1c, genome-wide analysis have revealed that in addition to glycolytic/lipogenic genes, it can
also regulate genes involved in a large number of hepatic cellular processes such as cell proliferation, apoptosis,
inflammation, intracellular membrane targeting, cell respiration or RNA processing [6–8]. This variety might
reflect the fact that SREBP-1c is linked to the nutritional abundance which profoundly modifies cellular
functions.
SREBP proteins are synthetized as a precursor form bound to the endoplasmic reticulum (ER) membranes.

They are all composed of an amino-terminal fragment of ∼480 amino acids, in fact a transcription factor of the
basic domain-helix loop helix ((bHLH), leucine zipper family that binds on DNA as a dimer, a central domain
of 80 amino acids containing two transmembrane sequences separated by 31 amino acids located in the ER
lumen and a regulatory C-terminal domain of ∼590 amino acids. SREBPs bind on SRE sequences
(50-TCACNCCAC-30) but also as all b-HLH proteins on E boxes (50-CANNTG-30) [2]. A third response
element of the form 5-ACTACANNTCCC-3 has been described in a genome-wide analysis using chromatin
immunoprecipitation [8]. Compared with SREBP-1a, SREBP-1c is a weak activator of transcription and acts in
combination with other transcription factors such as Sp1, nuclear factor Y (NFY) and CREB [6,8,9] on its
target genes.
The location of the SREBP precursor in the ER membranes implies that the active transcription factor frag-

ment has to be cleaved and channeled to the nucleus to yield the transcriptionally active form. Initially, Brown
and Goldstein showed that when the concentration of cholesterol decreases in ER membranes, the mature
active form of SREBP-2 and SREBP-1a is released and activates genes involved in cholesterol synthesis as well
as the LDL receptor in hepatocytes [10]. In contrast, SREBP-1c is not activated by sterol depletion but rather
by an insulin rise as described later.

SREBP-1c post-translational regulation
Cleavage
Cleavage of the SREBP precursor involves a complex mechanism. The SREBP precursor after its translation
binds to an ER membrane protein named SCAP (SREBP Cleavage-Activating Protein) which possesses a sterol
sensing domain. SCAP is composed of two domains, a NH2 terminal domain allowing its insertion in the ER
membranes and a COOH-terminal domain, which contains tryptophan-aspartic acid repeat sequences allowing
interaction with the C-terminal domain of SREBP. SCAP contains in its sixth cytosolic loop a specific sequence
(MELADL), that is accessible for Sec23/24 binding, allowing the incorporation of the SREBP/SCAP complex
into COPII vesicles. SREBP-2 proteolytic cleavage is tightly controlled by the levels of sterols in ER membranes.
In the presence of sterol, SCAP binds to a membrane protein called Insig-1 for Insulin-induced gene [11], itself
a transcriptional target of SREBP-1c, and the MELADL sequence is masked preventing the incorporation of the
SREBP/SCAP complex into COPII vesicles. When sterol content decreases, SCAP dissociates from Insig-1, the
SREBP–SCAP complex is released from the ER in COPII-coated vesicles that bud from the ER and migrate to
the Golgi where two proteases, the Site-1 protease (S1P) and Site-2 protease (S2P) will sequentially cleave the
precursor form to yield the mature form. In turn, this mature form will move to the nucleus by interacting
with the protein importin ß [12].
Although SREBP-1c as SREBP-2, forms a complex with SCAP, the sterol-dependent regulation of SREBP

cleavage does not apply to SREBP-1c.
A second form of Insig encoded by a different gene was later discovered and called Insig-2 which shows 59%

identity with Insig-1 [13,14]. This gene yields two transcripts Insig-2a and Insig-2b by the use of an alternate
promoter. Insig-2a transcripts are mainly expressed in the liver whereas Insig-2b transcripts are ubiquitous
[13]. Interestingly, whereas Insig-1 is induced by insulin, Insig-2a expression, the main Insig-2 transcript in the
liver is decreased by insulin [13,15], a process involving Akt but apparently independent of mTORC1 (mam-
malian/mechanistic target of rapamycin complex 1) [16]. To explain the insulin-induced inhibition of Insig-2a,
it has been shown that insulin can activate the transcription factor CREBZF (CREB/ATF bZIP transcription
factor) which heterodimerizes with the transcription factor ATF4 to inhibit the expression of Insig-2a [17]. It
suggests that when insulin increases after a meal or a refeeding period, the following decrease in Insig-2a
protein can allow the release of the SREBP-1c/SCAP complex, its exit from the ER in a COPII vesicle and the
cleavage of SREBP-1c in the Golgi followed by the activation of glycolytic/lipogenic genes. This mechanism
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involving Insigs as anchor proteins for the SREBP-1c/SCAP complex is strengthened by the experiments of
hepatic overexpression of Insig-1 and -2 which reduce the increase in the nuclear form of SREBP-1c and its
target genes in Zucker diabetic fa/fa rats or in normal refed rats [18,19]. However, we found in time course
experiments that insulin was able to strongly induce SREBP-1c cleavage without decreasing Insig-2 protein
content [15]. This suggests that if the disappearance of Insig-2a mRNA is an important element for the regula-
tion of SREBP-1c cleavage by insulin, other mechanisms acting acutely could also be present.
Glucagon antagonizes the effects of insulin on many physiological processes. This is also the case for

SREBP-1c [20] since both glucagon and its second messenger cAMP inhibit its transcription and cleavage
[20,21]. Wang et al. [22] showed that glucagon activates the transcription factor CREBH (cAMP-responsive
element-binding protein H) which in turn activates the transcription of Insig-2a. It thus participates to the
increase in Insig-2a during fasting and to the inhibition of SREBP-1c cleavage. Another inducer of Insig-2a is
the transcription factor PPARα (peroxisome proliferator activated receptor α), a nuclear receptor activated by
fatty acids during fasting and which stimulates the hepatic expression of genes involved in fatty acid oxidation
[18]. PPARα stimulates the expression of Insig-2a through a PPAR-responsive element between −126 bp and
−114 bp in the Insig-2a promoter.
One question arises concerning the Insig proteins: if Insig-2a decreases after a meal in presence of insulin,

concomitantly, Insig-1 increases and should then inhibit SREBP-1c cleavage. It has been suggested [13,18] that
the increase in endogenous Insig-1 expression in the presence of insulin may only partially limit SREBP-1c
cleavage. Another potential explanation is a different interaction between SCAP and the two Insig isoforms as
suggested by the fact that when overexpressed, they affect SCAP in a different manner in the absence of sterols
[13]. Nevertheless, the exact role of the different Insig isoforms in the control of SREBP-1c processing in differ-
ent physiological and pathological conditions would certainly require additional experiments. The potential
mechanisms for SREBP-1c cleavage and activation in the fasted-refed states are summarized in Figure 1.

Control of SREBP-1c by insulin signaling
SREBP-1c is not activated by sterol depletion but by changes in the nutritional environment. In rodent liver,
SREBP-1c mRNA and protein are induced by a high carbohydrate diet. In vitro and in vivo studies showed that
insulin which increases following carbohydrate ingestion is the inducer of SREBP-1c activation on both tran-
scription and cleavage [23].
The action of insulin on SREBP-1c involves PI3-kinase (Phosphoinositide 3-kinase) [15,21,24,25]. The

kinases mediating the effects of insulin downstream of PI3-kinase are more controversial. The major view is
that Akt is the kinase involved in SREBP-1c induction as shown by many experiments using pharmacological
inhibitors and/or genetic tools allowing to knock-out or overexpress Akt [25–29]. For instance, the liver specific
loss of Akt2, the major isoform present in insulin sensitive tissues abolishes the expression of SREBP-1c and its
target genes in ob/ob mice [28]. Conversely, transduction of primary cultured hepatocytes with an adenovirus
expressing a conditionally active form of Akt, is sufficient to induce an increase in SREBP1 mRNA levels as
efficacious as a maximal concentration of insulin [25].
In contrast, two groups suggested that PKCλ (Protein kinase Cλ) is the downstream effector of PI3 kinase

for SREBP-1c activation. Matsumoto et al. [30] showed using liver specific deletion of PKCλ that SREBP-1c
induction is markedly reduced after a fasting-refeeding cycle, an effect restored by adenovirus-mediated gene
transfer of PKCλ. Taniguchi et al. [31] used a mouse model of PI3 kinase deletion with re-introduction of con-
stitutively active forms of Akt or PKCλ and concluded that PKCλ rather than Akt is the kinase involved in the
activation of SREBP-1c.
Although the experiments described above were demonstrative, other studies carried out later clearly high-

lighted the role of Akt in the activation of SREBP-1c through its activation of the mTORC1 complex.
mTORC1 is one of the two complexes formed by the serine/threonine protein kinase mTOR, the other being

named mTORC2. The two complexes differ in their regulation, downstream targets and sensitivity to the drug
rapamycin. mTORC1 is activated by changes in environmental factors such as nutrient abundance, stress and
several growth factors including insulin. Insulin activates mTORC1 through Akt by inhibiting its negative regu-
lator Tuberous Sclerosis Complex (TSC). mTORC1 then promotes protein synthesis through the phosphoryl-
ation of two key effectors, p70S6 Kinase 1 (S6K1) and eIF4E Binding Protein [32,33].
In 2008, Porstmann et al. [27] used immortalized human retinal pigment epithelial cells expressing an indu-

cible constitutively active Akt (myristoylated Akt) and demonstrated that activation of Akt led first to an accu-
mulation of the SREBP-1 nuclear form, followed by an increase in SREBP-1 mRNA and finally an increase in
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the precursor form of SREBP-1. Interestingly rapamycin treatment, an inhibitor of mTORC1 prevented the
nuclear accumulation of SREBP-1 suggesting a major role for mTORC1 in SREBP-1 activation.
In 2010, Düvel et al. [34] using a cell line lacking TSC1/TSC2, the two components of the TSC complex and

thus with a constitutive activation of mTORC1 showed in an unbiased approach that lipogenic genes and genes
from the oxidative part of the pentose phosphate pathway were activated due to an increase in the mature form
of SREBP-1, an effect not reproduced by a constitutive activation of mTORC2. It involved an increase in the
SREBF1 transcript induced by the cleaved mature form of SREBP-1. Thus, in non-hepatic cells, insulin induces
the cleavage of the mature form and the stimulation of SREBF-1 transcription through an Akt/mTORC1 pathway.
On the same year, Li et al. [26] studied the pathway leading to SREBP-1c activation in rat hepatocytes and

in vivo in liver of rats. They demonstrated that mTORC1 is necessary for insulin-mediated SREBP-1c induction
in liver. In addition, the fact that rapamycin nearly totally abolished SREBP-1c activation indicates that if
PKCλ has a role in SREBP-1c activation it cannot function without mTORC1.
Two groups then used strategies allowing to differentiate the effects of insulin on SREBP-1c cleavage and

transcription. Hegarty et al. [15] induced SREBP-1c transcription in isolated rat hepatocytes using a ligand of
LXR, a transcription factor that stimulates SREBP-1c transcription (see below) but has no effect on SREBP-1c

Figure 1. SREBP-1c activation mechanisms during a fasting-refeeding period.

During fasting, the SREBP-1c precursor is found as a complex with the SCAP protein in the ER membrane associated with Insig-2a. Insig-2a

expression is activated by glucagon through the transcription factor CREBH and also by PPARα. At the same time, Insig-1 expression is low. After

refeeding, insulin concentration increases and inhibits Insig-2a expression while increasing Insig-1. A decrease in the Insig-2a protein allows to

induce the export of the SREBP-1c/SCAP complex in a COPII vesicle despite the presence of Insig-1. Non-transcriptional acute actions of insulin

are presently unknown but could potentially target proteins involved in COPII formation such as Cideb, a protein involved in the formation of COPII

vesicles. Once in the Golgi, the precursor form is cleaved and the mature form enters into the nucleus to stimulate its target genes including its own.
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cleavage. Then, a pulse of insulin induced a rapid increase (20 min) of the nuclear form and a decrease in the
precursor form without changing SREBP-1c mRNA. Owen et al. [21] generated transgenic rats producing
epitope-tagged full-length SREBP-1c driven by a human apoE promoter/enhancer not regulated by insulin. It
allowed to demonstrate on isolated hepatocytes that SREBP-1c processing is rapidly (15 min) activated by
insulin through the stimulation of mTORC1, an effect antagonized by glucagon. They also showed that the
effect of insulin on the mature form was not due to an inhibition of its degradation. An inhibition of the down-
stream effector of mTORC1, S6 kinase (S6K), led to a decrease in SREBP-1c processing but did not affect
SREBP-1c mRNA and SREBP-1c precursor protein. This was rather unexpected all the more as processed
SREBP-1c is an activator of SREBP-1c transcription.
Bae et al. [35] used an in vivo mouse model of liver-specific knockdown of S6K using a shRNA carried by

an adeno-associated virus. This provoked a decreased SREBP-1c expression and processed SREBP-1c protein,
and a decreased steatosis in mice fed a high-fat diet.
In cell lines, the importance of S6K in the activation of SREBP-1c varies according to the model used.

Whereas Düvel et al. [34] found that S6K1 ablation in Tsc1−/− and Tsc2−/− mouse embryonic fibroblasts
(MEF), induces a large decrease in SREBP-1 activation, Lewis et al. [36] found that the genetic ablation of
S6K1 and S6K2 in retinal pigment epithelial cells and in MEF does not reduce SREBP-1 activation. It must be
emphasized however that in cell lines the major form of SREBP-1 is SREBP-1a which is activated by cholesterol
depletion and not by insulin [37].
The target of mTORC1/S6K in SREBP-1c processing is unclear. Indeed, the inhibition of Insig-2a expression

which is considered as a key component of SREBP-1c processing is described as dependent of Akt but inde-
pendent from S6K [16]. Whereas mTORC1/S6K has another specific target in SREBP-1c processing is presently
unknown.
A recent study [38] showed that the protein Cideb (cell death-inducing DFF45-like effector B), primarily

expressed constitutively in the liver, promotes the ER-to-Golgi delivery of the SREBP-1/SCAP complex through
an increase in its packaging into COPII vesicles. Sterol depletion induces an interaction between SCAP and
Cideb. It would be certainly interesting to test whether insulin modulates post-transcriptionally Cideb activity
and its interaction with SCAP.

Phosphorylation mechanisms regulating SREBP-1c activity
A number of phosphorylation events modulate directly or indirectly SREBP-1c activity [39]. Insulin stimulates
Akt activity which phosphorylates the SREBP-1c precursor protein. This enhances the association between the
SCAP-SREBP-1c complex and COPII proteins, an effect not seen with SREBP-2 [40]. Han et al. [41] showed in
mice that CREB regulated transcription coactivator 2 (CRTC2) competes with Sec23A, a subunit of the COPII
complex inducing a decreased SREBP-1c transport. Insulin-induced mTORC1 activity leads to the phosphoryl-
ation of CRTC2 which decreases its inhibition on COPII-dependent SREBP1 processing.
Nuclear SREBP-1c is also the target of phosphorylations. Glycogen synthase kinase-3 (GSK3) phosphorylates

serine 410 which then allows the phosphorylation of Thr-426 and Ser-430 by GSK3 and induces SREBP-1c
degradation [42]. Inhibition of GSK3 by Akt after insulin stimulation thus stabilizes the nuclear form of
SREBP-1c.
Another study showed that the phosphorylation of serine 73 by GSK3 promotes its dissociation from SCAP

and proteasomal degradation [43]. Finally, mTORC1 has been shown to phosphorylate lipin-1, a phosphatidic
acid phosphatase that binds to the mature form of SREBP-1c and represses its transcriptional activity. When
phosphorylated, lipin-1 is excluded from the nucleus thus increasing SREBP-1c transcriptional activity [44].
In contrast with the previous activating mechanisms, AMP-activated protein kinase (AMPK), which is stimu-

lated in conditions of cellular energy depletion [45] inhibits SREBP-1c activity by direct and indirect mechan-
isms. AMPK phosphorylates SREBP-1c on serine 372 and this inhibits SREBP-1c processing [46]. In addition,
AMPK can inhibit mTORC1 activity by phosphorylation and activation of TSC2 [47] and phosphorylation and
inactivation of the mTOR subunit Raptor [48]. Considering that lipogenesis is an energy consuming process,
inhibition of SREBP-1c by AMPK makes sense.

SREBP-1c transcriptional regulation
Analysis of the SREBP-1c promoter reveals a number of transcription factor binding sites in the first 368 bp
upstream of the transcription start site, one sterol response element (SRE), two LXR response elements
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(LXREs) and one NFY binding site [5,49–51]. LXR is a member of the nuclear hormone receptor superfamily
of transcription factors. The LXRα isoform is mainly expressed in the liver, kidney and adipose tissue whereas
the expression of LXRβ is ubiquitous. Endogenous LXR ligands are oxysterols that derive from cholesterol.
Considering the SRE and LXRE, SREBP-1c and LXR were shown to activate the SREBP-1c promoter in gene
reporter studies and the NF-Y site was necessary for the full transcriptional effect of SREBP-1c on the nearby
SRE [5,51]. LXR agonists induces SREBP-1c transcription in vivo [51]. It was then shown by Tian et al. that
LXRα forms a complex with the transcription factor C/EBPβ in order to activate SREBP-1c promoter [52]. It
was also shown that the transcription factor BHLHE40 is necessary for insulin action and is included in the
LXR-C/EBPβ complex [53]. Interestingly, BHLHE40 is low during fasting and increases with refeeding and
BHLHE40 protein is induced by insulin in an mTORC1 dependent manner. Nevertheless, induction of BHLHE40
by insulin is not sufficient on its own to account for the insulin induction of SREBP-1c transcription [53].
SREBP-1c transcription can be inhibited by several mechanisms. First LXRα activity on the SREBPF1 pro-

moter is inhibited in the presence of PPARα [54]. Second, the transcription factor KLF15, induced by fasting
forms a complex with LXR/RXR [55]. This complex recruits a corepressor (RIP140) resulting in reduced
SREBF1 transcription. Finally, activation of Protein kinase A during fasting inhibits LXR activity through a
phosphorylation mechanism [56]. Thus, during fasting, all these mechanisms can participate to the repressed
SREBF1 transcription.
A major question is to find the transcription factor(s) that relay the action of insulin on SREBPF1 transcrip-

tion. The results here are rather diverse. Some studies attributed this role mainly to LXR [50,57]. Others privi-
leged the mature form of SREBP-1c released by proteolytic processes under the action of insulin and acting on
the SRE of the SREBP-1c promoter [58] or stated that the insulin response complex is formed by both SRE
and LXRE [59]. This is a complex issue to solve, considering that insulin induces the cleavage of the precursor
form of SREBP-1c but that this process obviously requires a basal transcription level in order to synthetize suf-
ficient SREBP-1c precursor. One must underline that if insulin is known to activate SREBP-1c by inducing its
processing, no direct stimulating effect of insulin on LXR or its complex with C/EBPβ was shown.
An interesting physiological situation is the suckling period in rodents which is concomitant with a low

plasma insulin concentration due to milk ingestion, a high-fat low carbohydrate diet. During suckling, the
SREBP-1c precursor protein is highly expressed in the liver due to a high LXR transcriptional activity [60,61].
Insig-2 is also highly expressed, and no processed SREBP-1c mature form is observed. At weaning, when
plasma insulin increases, SREBP-1c precursor is processed and the expression of lipogenic enzymes is strongly
induced [15,60,61]. We then would like to suggest that LXR is involved in the basal transcription of SREBP-1c
allowing to synthetize a small amount of SREBP-1c precursor and prepare the system for glucose availability.
When insulin rises after a carbohydrate-rich meal, it will allow to stimulate SREBP-1c processing, and the
mature form of SREBP-1c will potentiate the effect of LXR on SREBP-1c transcription in a feed-forward
mechanism.

Control of SREBP-1c by nutrients
Although a carbohydrate meal activates SREBP-1c, it is now well established that glucose per se is not able to
activate SREBP-1c in primary hepatocytes [20,62] or in vivo since hyperglycaemic diabetic rats have extremely
low levels of SREBP-1c expression [63]. In fact it is the insulin secreted in response to the glucose of the meal
which is in this case the main SREBP-1c inducer.
Another carbohydrate, fructose is known to strongly activate the lipogenic pathway. The expression of

SREBP-1c is induced by a fructose-rich diet and by a high fructose concentration in rodent primary hepato-
cytes [64–67]. What can be the mechanisms underlying the fructose effect? First, a fructose diet is able to
induce an increase in plasma insulin concentrations [64,65]. Second, a fructose diet induces in the liver an
endoplasmic reticulum stress (ER stress) and a decrease in the Insig1 protein. These two phenomenon can
explain an activation of SREBP-1c (see below the paragraph on ER stress) [66].
Concerning aminoacids, to our knowledge, there is no demonstration of an effect on SREBP-1c activation in

mammalian liver, although theoretically, since aminoacids are able to activate mTORC1 by complex mechan-
isms [68,69], they could have a potentiating effect on insulin activation. An early study [70] showed in an hep-
atocyte cell line that deprivation of essential amino acids induced a decreased expression of FAS through a
mechanism involving uncharged transfer RNAs. The Gcn2 kinase (General control non derepressible 2 kinase)
is activated by an uncharged tRNA-dependent mechanism. It then phosphorylates the eukaryotic initiation
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factor 2 alpha (eIF2α) inducing a general decrease in protein translation [69]. Leucine deprivation in wild type
mice induces a decreased expression of lipogenic genes including FAS, ME, G6PD and a decreased nuclear
SREBP-1c concentration but no change in Insig1 or Insig2a, SREBP-1a or SREBP-2 [71]. Interestingly, Gcn2−/
− mice display an unabated lipogenesis despite leucine deprivation with a conserved SREBP-1c expression and
nuclear form [71] suggesting that Gcn2 kinase, activated in case of aminoacids deficiency, inhibits SREBP-1c
expression although the underlying mechanisms are unknown.
Fatty acids are potent regulators of SREBP-1c activity. However, these effects differ with the type of fatty

acids. Unsaturated or polyunsaturated fatty acids (PUFA) are strong inhibitors of hepatic lipogenesis through
their action on SREBP-1c [72]. PUFAs inhibit SREBP-1c activity at several levels: transcriptional, post-
transcriptional (enhanced RNA decay [73]), post-translational by inhibition of proteolytic cleavage, or degrad-
ation of the nuclear mature form (see [72] for a comprehensive review). PUFA inhibit SREBP-1c transcription
by antagonizing the action of LXR (see above the paragraph on SREBP-1c transcriptional regulation) [51,74].
They also inhibit SREBP-1c transcription by reducing SREBP-1c proteolytic processing. This in turn lowers
SREBP-1c binding on the SREs of the SREBP-1c promoter (autoloop mechanism) [75]. The inhibition of
SREBP-1c cleavage is probably the main mechanism by which PUFAs work, although the underlying mechan-
isms are only partially known. In an elegant work, Shimano and colleagues demonstrate that the inhibition of
the SREBP-1c processing by PUFA targets a new mechanism independent of S1P, S2P and caspase 3 and
which involves a serine protease acting within the ER [76].
While palmitate is an inhibitor of SREBP cleavage in Drosophila [77], the role of saturated fatty acids in

SREBP-1c regulation in mammals is less clear. It was previously shown that the inhibitory effect of fatty acids
increased with their degree of unsaturation and therefore that saturated fatty acids such as palmitate had no
effect [78]. Later on, it was reported that an acute intake of highly saturated fat diet increased SREBP-1c expres-
sion and target genes. The proposed mechanism involved an increase in the expression of PGC1β which acts as
a co-activator of SREBP-1c and thus stimulates hepatic lipogenesis [79]. Although it has not been clearly
demonstrated, palmitate by activating an ER stress (see below) could also lead to the activation of SREBP-1c. In
that regard, it has been shown that ceramides which are produced from palmitate can activate SREBP-1c by an
ER stress-dependent mechanism [80].
In addition to nutritional and hormonal signals, SREBPs are also the targets of clinically used drugs.

Although, it is not directly in the scope of this review, we would like to mention the role of atypical antipsycho-
tics drugs (AAPD) that are the most widely used drugs to treat schizophrenia and other psychotic diseases.
Metabolic adverse effects such as weight gain, dyslipidemia and type 2 diabetes have been observed in
AAPD-treated patients [81]. It has been shown that these drugs activate SREBP transcription factors, with
up-regulation of cholesterol and fatty acid biosynthesis leading to dyslipidemia. The potential mechanism
involves down-regulation of Insig-2 in rats treated with AAPD [82].

Interactions between SREBP-1c and carbohydrate
response element binding protein
Whereas SREBP-1c is able on its own to activate the expression of GK in the liver, some glycolytic and lipo-
genic genes require elevated insulin and glucose concentrations. The transcription factor which responds to
glucose in the liver was discovered by the group of Uyeda and named Carbohydrate Response Element Binding
Protein (ChREBP) [83]. ChREBP is part of the Mondo family of bHLH-zip transcription factors. Present in the
cytoplasm in the presence of low glucose concentrations, it translocates to the nucleus when glucose concentra-
tions increase such as after a carbohydrate-rich meal. Indeed, ChREBP possess a glucose-sensing module which
binds glucose-6-phosphate (G6P), a glucose metabolite. This modifies its structure and induces its nuclear
translocation. A comprehensive review of ChREBP regulation can be found in [84].
Two studies have assessed the complementary role of SREBP-1c and ChREBP in the induction of hepatic

glycolytic and lipogenic genes [85,86]. They can be summarized as follows. After a carbohydrate-rich meal,
SREBP-1c transcriptional activity is induced by the increase in insulin concentration and it first induces GK
activity allowing to synthetize G6P and to replenish glycogen stores. G6P will in turn activate ChREBP.
ChREBP can then activate on its own the transcription of glycolytic genes and particularly L-pyruvate kinase.
Activated SREBP-1c, in conjunction with activated ChREBP, will induce the transcription of lipogenic genes
such as FAS and ACC that possess both a SREBP-1c and a ChREBP response element in their promoters. This
mechanism would allow that lipogenesis is activated only in the presence of insulin and glucose since insulin
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secretion can be activated by other nutrients such as amino-acids. One can also hypothetize that it allows to
prioritize glycogen repletion and activates lipogenesis only when G6P is not used any more for glycogen
synthesis.

SREBP-1c, non-alcoholic fatty liver disease and insulin
resistance
Non-alcoholic fatty liver disease
An interesting aspect of SREBP-1c regulation is its activation in Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD).
NAFLD encompasses a spectrum of pathologies ranging from benign steatosis characterized by triglyceride
(TG) accumulation in hepatocytes to non-alcoholic steatohepatitis (NASH) that can progress to fibrosis, cirrho-
sis, and hepatocellular carcinoma. The transition from simple steatosis to more severe liver diseases such as
NASH requires the complex interplay between hepatocytes and non-parenchymal cells. The general consensus
is that the accumulation of harmful lipids will cause various organelle’s stresses (ER stress, oxidative stress)
leading to the death of hepatocytes. This will trigger on the one hand, the recruitment and activation of
immune cells and in particular macrophages and on the other hand the activation of hepatic stellate cells
(HSC) involved in fibrogenesis. Obesity and Type 2 diabetes (T2D) are two conditions leading to an increased
prevalence of NAFLD since it affects more than 60% in obese subjects and even 90% in Type 2 diabetic
patients [87].
Hepatic NAFLD etiology involves several mechanisms explaining fat storage in hepatocytes among which an

increased lipogenesis. Lipogenesis is increased 3 to 5 fold in human NAFLD subjects and can account for up to
25–40% of TG fatty acids [88–91]. The expressions of SREBP-1c and its target genes are increased in livers of
humans with NAFLD [92–94] and in animal models of hepatic steatosis and obesity [95,96].

SREBP-1c and insulin resistance
Considering the dependence of SREBP-1c for insulin, its stimulation in obesity, Type 2 diabetes and NAFLD is
unexpected since these conditions are characterized by an insulin resistance. At the same time, the transcription
of genes coding gluconeogenic enzymes such as cytosolic phosphoenolpyruvate carboxykinase and glucose-6-
phosphatase which are necessary to produce glucose and thus induced in fasting conditions [97] becomes
insensitive to insulin. These genes are under the control of the Forkhead box protein O1 (FoxO1), a transcrip-
tion factor which is phosphorylated by insulin through Akt and excluded from the nucleus leading to down-
regulation of gluconeogenic enzymes in fed states (see [36] for a discussion of FoxO1 action in the liver). This
hepatic selective insulin resistance (gluconeogenesis but not lipogenesis) was described as a ‘pathogenic
paradox’ by Brown and Goldstein [98].
Several explanations can be put forwards. First the mTORC1 branch which controls SREBP-1c and lipogen-

esis might require less activity of Akt than the FoxO1 branch controlling gluconeogenesis to be stimulated;
second since mTORC1 is known to be activated by other nutrient signals than insulin, these signals, e.g.
branched chain amino acids, can be stronger in conditions of insulin resistance such as obesity and T2D [99]
and potentiate Akt activity. Third, another mechanism independent of insulin/mTOR can be involved in
SREBP-1c activation as for instance ER stress as described below.
None of these mechanisms is exclusive and they can all participate to this so-called selective insulin resist-

ance (Figure 2).

ER stress
Our interest for ER stress in order to explain the activation of lipogenesis in insulin resistant states stemmed
from studies showing that a chronic ER stress is present in the liver of both human and rodent with insulin
resistance and Non-alcoholic fatty liver disease [100,101]. ER stress refers to any stress condition that promotes
disruption of ER homeostasis. Indeed, the ER performs functions essential to the cell. It is responsible for the
synthesis, folding and post-translational modifications of secreted and membrane proteins. The ER lumen is
also the major intracellular calcium store in which the calcium is mainly bound to ER luminal proteins. In the
liver, the ER is involved in the biosynthesis of cholesterol, phospholipids, fatty acids, triglycerides and sphingo-
lipids and has a major role in the assembly of very low-density lipoprotein (VLDL).
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Viral infection, oxidative stress, hypoxia, inflammation, glucose deficiency, lipotoxicity, environmental toxins
are among the various stresses that can impair ER functions. The main consequence of ER stress is the accu-
mulation of unfolded/misfolded proteins in the ER lumen. This triggers a signaling network named Unfolded
Protein Response (UPR) in order to restore ER homeostasis. The UPR is executed by three transmembrane
proteins, PERK (PKR like eukaryotic initiation factor 2 alpha kinase), ATF6 (activating transcription factor 6)
and IRE1 (Inositol requiring enzyme 1) that are maintained inactive in unstressed conditions by the binding of
the ER chaperone BiP/GRP78 to their luminal domain. When activated, these sensors initiate three distinct sig-
naling pathways to reduce ER stress by decreasing protein translation, increasing ER folding capacity and sus-
taining protein degradation [102].
We showed that in situations of NAFLD, SREBP-1c and the subsequent lipogenesis are activated by ER

stress. We demonstrated that inhibition of ER stress by adenoviral overexpression of the protein chaperone BiP/
GRP78 in obese mice exhibiting NAFLD decreases SREBP-1c protein content and lipogenic gene expression,
leading to a reduction in hepatic steatosis and improvement of insulin sensitivity [95]. In in vitro experiments,

Figure 2. Selective insulin resistance and SREBP-1c processing.

In conditions of normal insulin sensitivity (A), insulin induces the activation of Akt which on one hand activates mTORC1 and S6 kinase leading to

SREBP-1c processing and on the other hand inhibits FoxO1 leading to a decreased expression of gluconeogenic genes. In conditions of insulin

resistance, three potential mechanisms can coexist in order to explain the activation of SREBP-1c processing despite the insulin resistance and a

decreased Akt activity which fails to inhibit FoxO1. (B) The sensitivity of the mTORC1 branch to Akt activity could be higher than the FoxO1 branch.

(C) Nutrient abundance, e.g. increased circulating branched chain amino acids (BCAA) in situations of insulin resistance could activate mTORC1 and

palliate the decreased Akt activity. (D) A mechanism different from activation of mTORC1 by Akt such as an ER stress could induce SREBP-1c

processing.

© 2021 The Author(s). Published by Portland Press Limited on behalf of the Biochemical Society 3731

Biochemical Journal (2021) 478 3723–3739
https://doi.org/10.1042/BCJ20210071



we and others showed that, as the other UPR sensors, SREBP-1c and SREBP-2 were also activated in response
to ER stress-inducing agents such as tunicamycin and thapsigargin [95,103]. Interestingly, SREBPs shared with
the UPR protein ATF6 the same mechanism of activation through ‘Regulated Intramembrane proteolysis’
[104]. Both factors are indeed synthetized as a ER-bound precursor protein and in response respectively to
cholesterol depletion or insulin and ER stress are transported to the Golgi to be cleaved sequentially by the S1P
and S2P proteases to release a transcriptionally active transcription factor [104].
Although the role of ER stress in SREBP-1c activation is clearly established, the underlying mechanisms

are still under investigation. Some studies indicate that Insig1 could play a major role in the activation of
SREBP-1c in response to ER stress. Lee et al. [105] showed in CHO cells that in conditions of ER stress
Insig-1 and not Insig-2 is rapidly degraded allowing the release of SREBP from ER membranes to be proteo-
lytically activated in the Golgi. The PERK branch of the UPR has been implicated in the ER stress-induced
degradation of Insig1 in mammary epithelial cells [106]. Once again, it is important to stress that these data
were obtained in cells which do not necessarily express the SREBP-1c isoform and Insig-2a and that these
experiments should be confirmed in hepatocytes. Contrary to what was described previously for insulin,
these results point to a role of Insig1 in the activation of the proteolytic cleavage of SREBP-1c by ER stress.
This can be explained by the fact that in case of ER stress, activation of the UPR and in particular the
PERK branch leads to an overall decrease in protein synthesis. Insig1, which has a very short lifespan, is
therefore rapidly degraded upon ER stress, which would lead to the activation of SREBP-1c. Another poten-
tial mechanism is to consider the activation of the SREBP isoforms as an integral part of the UPR response
and therefore their activation could follow a mechanism similar to other effectors of the UPR pathway. We
explored this possibility and showed that BIP/GRP78 is associated with the SREBP-1c complex in mouse
livers [95]. This interaction is reduced in the livers of obese mice and thus could participate to the release of
SREBP-1c from ER membranes. The fact that in vitro and in vivo overexpression of BiP/GRP78 completely
blunted SREBP-1c processing in response to ER stress inducers supports this mechanism. Unfortunately, in
this experiment, we were unable to distinguish if GRP78 was associated with SREBP-1c itself or to other pro-
teins of the SREBP complex, such as SCAP and Insig. More recently, another mechanism for ER
stress-induced SREBP activation was proposed [107]. Caspase-2 is up-regulated by ER stress in an
IRE1-dependent manner [108]. Once activated by ER stress, caspase 2 colocalizes with S1P and cleaves it to
generate a soluble form that reach the ER to initiate a SCAP-independent SREBP processing refractory to
feedback regulation by cholesterol and insulin [108].
A number of studies point to changes in the type of ER membrane lipids in the activation of ER stress and

consequently in hepatic lipogenesis. It is well described that saturated fatty acids such as palmitate when incor-
porated into phospholipids strongly altered ER membrane structure resulting in a reduced membrane fluidity.
Although the link between membrane fluidity and ER stress is not entirely clear, a growing body of evidence
suggests that an altered lipid composition can affect the function of ER membrane proteins. An increased ratio
of phosphatidylcholine/phosphatidylethanolamine in the liver of obese animals leads to the inhibition of the
calcium pump SERCA2b leading to Ca++ depletion, ER stress and subsequent activation of lipogenesis [109].
Rong et al. [110] also showed that modulation of the acyl chain composition of the ER phospholipids in
response to LXR activation disturbs SREBP-1c maturation. Modification of the nature of the acyl-CoA chain in
phosphatidylinositols (PI) has been also associated with alteration of SREBP-1c processing. Mice deleted for
the membrane-bound O-acyltransferase domain-containing 7 (MBOAT7) gene developed a fatty liver with liver
injuries. Lipidomic analysis of their livers reveals a specific decrease in the polyunsaturated fatty acid (PUFA)
content in the PIs and not in the other phospholipids. The hepatic steatosis of the MBOAT7 KO mice was
caused by an increased lipogenesis due an enhanced SREBP-1c processing in the ER membranes [111].
Ceramides are lipid species that also activate SREBP-1c in an ER stress dependent manner. Accumulation of

ceramide species as well as enhanced expression of enzymes involved in their synthesis is observed in the liver
of NAFLD subjects [112,113]. Among ceramides, the C16–C18 generated by ceramide synthase 6 (CerS6) are
the most efficient to activate ER stress and cleavage of SREBP-1. The effect of C16 ceramides is recapitulated
by the overexpression of CerS6. The underlying mechanism involves a decreased Insig-1 content leading to
increased SREBP-1 cleavage and thus to enhanced lipogenesis [80]. The mechanisms responsible for an induc-
tion of ER stress by ceramides are still unknown but could also involve modifications of the physical properties
of ER membranes as shown for palmitate. The different mechanisms linking ER stress to SREBP-1c activation
are summarized in Figure 3.
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SREBP-1c and autophagy
Recently another role of SREBP-1c activation for NAFLD etiology was described in mice. SREBP-1c reduces
autophagic lipid catabolism which contributes to fat accumulation in hepatocytes [114]. SREBP-1c induces the
transcription of a miRNA, miR-216a, which inhibits cystathionine gamma lyase expression. This decreases
hepatic H2S levels and sulfhydration-dependent activation of Unc-51-like autophagy-activating kinase 1
(ULK1) thus reducing autophagy and lipid droplet degradation.

SREBP-1c in non-parenchymal cells
The role of SREBP-1c in NAFLD has been much less explored in non-parenchymal cells, macrophages and
stellate cells. In the healthy liver, macrophages mainly consist of liver-resident phagocytes, or Kupffer cells. In
case of liver acute or chronic injury, bone marrow-derived monocytes are recruited to the liver and become the
main macrophage population [115]. In macrophages, SREBP-1a is expressed more abundantly than SREBP-1c
[116]. Thus, the majority of studies in macrophages focus on SREBP-1a. SREBP-1a maturation is induced
during phagocytosis [117] and is required for phagocytosis in mature macrophages [118]. SREBP-1a was also
reported to have both proinflammatory effects by inducing the Nlrp1a gene [116] and anti-inflammatory
effects by reprogramming macrophage lipid metabolism for the resolution of inflammation [119]. Recently, it
was reported that the IL4-mediated activation of alternatively activated macrophages require SREBP-1 and lipo-
genesis [120]. All these studies show that SREBP1 plays a significant role in macrophages; whether these

Figure 3. Potential mechanisms involved in the ER stress-activation of SREBP-1c.

Several mechanisms have been proposed to explain how ER stress activates the proteolytic cleavage of SREBP-1c (A) In case

of ER stress, activation of UPR leads through the PERK/eIF2α to a global inhibition of protein synthesis. This results in the

degradation of the retention protein, Insig1 which has a rapid turn-over rate allowing the release of SREBP from ER membranes

to be proteolytically activated in the Golgi. (B) SREBPs are considered as integral part of the UPR response and as other UPR

effectors are associated with BIP/GRP78 . Upon ER stress, BiP/GRP78 is removed from the SREBP complex leading to the

incorporation of the SREBP/SCAP complex into COPII vesicle and subsequent cleavage in the Golgi. (C) Upon activation by

ER stress, caspase-2 colocalizes with site 1 protease (S1P) and cleaves it to generate an active fragment that activates SREBP

in a SCAP independent manner (D) Modification of ER membranes fluidity by incorporation of saturated fatty acids or ceramide

species could affect the function of ER membrane proteins for example those of calcium pump SERCA2b leading to Ca++

depletion, ER stress and activation of lipogenesis.
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mechanisms are different in Kupffer cells and monocyte-derived macrophages and whether they have any role
during NASH remains to be demonstrated.
Hepatic Stellate cells (HSC) which are the main cells responsible for fibrogenesis in mice and humans

display an adipocyte-like phenotype in healthy liver illustrated by the presence of numerous lipid droplets
enriched in retinyl esters and triglycerides [121]. HSC express adipogenic transcription factors as well as many
proteins involved in lipid metabolism. Following liver injury, HSC lose their lipid content and transdifferentiate
into myofibroblasts to produce components of the extracellular matrix. Whether the loss of lipid droplets is a
signal triggering HSC activation is still debated, but it is clear that maintaining lipid stores in HSCs prevents
their activation into myofibroblasts. SREBP-1c is strongly expressed in quiescent HSC and down-regulated
when they differentiate into myofibroblasts [122,123]. Insig-1 is 3 times more expressed in activated HSCs than
in quiescent cells, suggesting that its increase during activation could reduce nuclear SREBP-1c [122]. It has
been shown that leptin, an hormone produced by adipose tissue plays a critical role in hepatic fibrosis. Leptin
inhibits SREBP-1c expression in HSCs in vivo and in vitro, thus activating HSC and fibrogenesis [124,125].
The underlying mechanisms involve an activation of p38 MAPK leading to a decrease in LXR-α protein level,
activity and its binding to the SREBP-1c promoter [126]. Alternatively, leptin through the ERK and p38 MAPK
cascade signaling could increase ß-catenin levels that in turn reduce SREBP-1c expression and activity [127].
In vitro, adenoviral expression of SREBP-1c in activated HSC results in the induction of adipogenic tran-

scription factors and in the reversal to a quiescent phenotype [122]. Mice injected with an adenovirus targeting
SREBP-1c in HSC have reduced thioacetamide-induced liver fibrosis and reduced levels of pro-fibrotic proteins
such as TIMP1, TGFβR1, PDGFβR [128]. It stems from these studies that SREBP-1c could be an interesting
target to reduce hepatic fibrosis.

Conclusions and future directions
Fatty acids must be synthesized in several situations: synthesis of triglycerides from glucose oversupply thus
allowing the liver to fuel adipose tissue lipid stores, synthesis of fatty acids allowing to esterify free cholesterol
and decrease its toxicity, furniture of palmitate as the precursor of phospholipids and sphingolipids necessary
for membrane synthesis, renewal and expansion. Since SREBP-1c is a key transcription factor involved in fatty
acid synthesis, its complex regulation must integrate these different aspects, response to insulin after glucose
absorption, provision of fatty acids for cholesterol esterification induced by an LXR dependent mechanism, and
ER stress signing a need for membrane synthesis.
There are still some unexplained aspects of SREBP-1c physiology. The respective role of Insig-1 and Insig-2a

in the regulation of hepatic SREBP-1c processing as well as the identification of direct and acute targets of
insulin, of ER stress and fatty acids in the cleavage process and in SREBP-1c transcription are only partially
identified. The role of SREBP-1c in non-parenchymal cells would also require additional investigations.
Since it is now clear that SREBP-1c is an important component of NAFLD, a pathology with a high preva-

lence, it would certainly be interesting to pin-point some key processes involved in its activation potentially
modulable by specific drugs in specific hepatic cells.
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