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Tu es toujours trés positif a mon égard, souvent trop mais ¢a fait toujours du bien d’entendre des
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déterminé avec une force de caractéere hors-du-commun. Tu sais ce que tu veux et tu sais I'exprimer
si bien que souvent tu as raison, et tout le monde suit! J'apprécie ta rigueur et ton
professionnalisme. Mais ta plus grande qualité, c’est ta générosité ! Tu es toujours la pour proposer

ton aide méme si tu as déja plein de choses a faire ! Tu penses toujours aux autres avant de penser a
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toi. Merci pour tous les coups de main que tu m’as apporté surtout a la fin de ma thése : les cassages
de foies, I'extraction des ARN, l'intégration des références dans le manuscrit etc ... Y'a une grosse
carapace autour de Lucille Morzyglod « avec un z, un y et un g » comme tu le dis souvent mais quand
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indispensables de ce laboratoire ! Oui, on peut le dire : que ferions-nous sans toi ? Tu sais tout, tu
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agréable de discuter avec quelqu’un de positif comme toi.
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déterminé et en ca je suis slire que tu parviendras a atteindre les nouveaux objectifs que tu t'es fixé.
En tous cas, tu as la tchatche, ¢a devrait le faire®©. Merci de m’avoir encouragée quand tu as su mes
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justes pour me réconforter quand j’avais des baisses de moral, pour me pousser a me battre et
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Introduction
INTRODUCTION

PARTIE |- LE FOIE: UN ORGANE POUR DES FONCTIONS
METABOLIQUES OPPOSEES

A I’échelle de I'organisme entier, le foie possede une place particuliere qui lui décerne un
role essentiel dans la régulation de ’lhoméostasie énergétique (Figure 1). En effet, il est irrigué, d’'une
part, par I'artere hépatique qui apporte du sang riche en oxygene provenant du cceur et, d’autre
part, par la veine porte qui apporte du sang dans lequel ont été sécrétés des nutriments (provenant
de l'intestin) et les hormones pancréatiques (glucagon et insuline, synthétisés respectivement par les
cellules a et B pancréatiques des flots de Langerhans). Cette position particuliére lui permet d’étre le
premier organe alerte des modifications métaboliques subies par I'organisme et d’y répondre par sa
capacité a métaboliser le glucose et les acides gras (Figure 2). Dans cette partie, nous détaillerons
dans un premier temps les voies du métabolisme énergétique hépatique a jeun et a I'état
postprandial. Puis, nous nous intéresserons plus particulierement a la dérégulation du métabolisme

glucido-lipidique conduisant a des situations pathologiques telles que le diabéte de type 2.

I. METABOLISME A JEUN.

Le jeGine est la privation, volontaire ou non, de nourriture, accompagnée ou non d'une
consommation d’eau. La période de jeline se caractérise par une diminution de la glycémie comprise
entre 0,70 et 1,10 g/L chez 'Homme. Le jeline met en marche des mécanismes d’adaptation
physiologiques qui sont I'héritage du lent processus de I’évolution. En effet, le foie maintient ainsi
une glycémie constante grace aux voies de la glycogénolyse et/ou de la néoglucogenése, deux voies
de production de glucose. De plus, il capte les acides gras libres issus de la lipolyse du tissu
adipeux qui seront soit utilisés pour la synthése de VLDL (Very Low Density Lipoprotein) a
destination des tissus périphériques, soit oxydés via la B-oxydation pour synthétiser des corps

cétoniques qui se substitueront au glucose lors d’un jeline prolongé (Figure 2).

1. GLYCOGENOLYSE HEPATIQUE

Au cours du jelne, le foie mobilise ses réserves de glycogene afin de libérer du glucose. La
glycogénolyse représente la premiére voie métabolique utilisée par le foie pour maintenir la
concentration plasmatique en glucose. La fonction des enzymes impliquées dans la glycogénolyse est
décrite dans la figure 3. Cependant, les réserves en glycogéne étant limitées, la glycogénolyse est

tres vite relayée par la néoglucogenése lors d’un jeGine plus long.
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Figure 1 : L'environnement du foie

A
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A : Le foie est I'organe le plus volumineux du corps humain. Il est localisé dans la partie droite juste
en dessous des cotes et sous le diaphragme. Le foie est raccordé a la vésicule biliaire au niveau de
son lobe droit.

B : Le foie est un organe richement vascularisé. Il est irrigué, via I'artére hépatique, par du sang riche
en oxygene provenant du cceur et via la veine porte, par du sang riche en nutriments provenant de

I'intestin. Les hépatocytes sécretent la bile dans les canalicules biliaires qui sera ensuite stockée dans
la vésicule biliaire.
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Figure 2 : Le métabolisme hépatique en fonction de I'état nutritionnel
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Le foie joue un role central dans le maintien de I’homéostasie glucido-lipidique de I'organisme, par sa
capacité a stocker ou de libérer des nutriments pour les organes périphériques en fonction des
conditions nutritionnelles.

A I’état nourri, le glucose est capté pour é&tre stocké sous forme de glycogéne via la glycogénogenése
ou sous forme de triglycérides via la lipogenese et |'estérification. Les acides gras proviennent
également de I'alimentation et sont transportés jusqu’au foie par les chylomicrons. Ils sont estérifiés
et stockés dans les gouttelettes lipidiques.

A I'inverse, au cours du jedne, le foie produit du glucose pour maintenir une glycémie a 5,5mM soit
par la mobilisation de ses réserves de glycogene, soit par la production de glucose de novo
(gluconéogenese). Les acides gras provenant de I’hydrolyse des triglycérides hépatiques ou ceux
libérés par la lipolyse du tissu adipeux et captés par le foie sont utilisés d’une part, pour fournir des
corps cétoniques aux organes gluco-dépendants via la B-oxydation, et d’autre part, pour la synthése
des VLDL qui transportent les TG vers les organes périphériques.

TG : Triglycérides ; VLDL : Very Low Density Lipoprotein



Introduction

Figure 3 : Régulation du métabolisme du glycogéne dans le foie
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Le contréle des activités de la GIS et de la GP dépend principalement de leur état de
phosphorylation. La GIS est active sous forme déphosphorylée et inactive sous forme phosphorylée.
A linverse, la GP, qui dégrade le glycogene, est activée sous forme phosphorylée et inactivée par
déphosphorylation. Les réactions de phosphorylation et déphosphorylation sont contrélées par des
protéines kinases et phosphatases spécifiques dont les activités sont modulées par I'insuline ou le
glucagon. Au cours du jelne, la GIS est inactivée par différentes kinases dont la PKA ou la GSK3p. A
I'inverse, a I’état nourri, I'insuline régule positivement la synthese de glycogene en induisant la
déphosphorylation de la GIS par 'activation d’une isoforme de la PP1 et par I'inactivation des kinases
PKA et GSK3p.

GP : Glycogéne Phosphorylase ; Glut2 : Glucose Transporter 2 ; GIS : Glycogéne Synthase ; GSK386 :
Glycogéne Synthase Kinase 38 ; PKA : Protéine Kinase A ; PP1 : Protéine Phosphatase 1
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2. NEOGLUCOGENESE

Certains organes (cerveau, globules rouges, muscle en contraction) ont besoin d'un
approvisionnement continu en glucose pour leur fonctionnement optimal. Le foie est capable
d’assurer cette fonction via la néoglucogenése. La néoglucogenése est I'ensemble des voies
métaboliques permettant la syntheése de glucose a partir d’éléments non-glucidiques (pyruvate,
lactate, glycérol, acides aminés). Chez 'Homme, ces réactions se produisent essentiellement dans le
foie (Mithieux, 1997). Toutefois, de récentes études montrent que le rein et I'intestin participent de
facon non négligeable a la production endogéne de glucose pendant le jeline (Gerich et al., 2001;
Penhoat et al., 2014).

Les étapes clés de la néoglucogenése requiérent quatre enzymes importantes: la pyruvate
carboxylase (PC), la phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK), la fructose-1,6-bisphosphatase
(FBPase) et la glucose-6-phosphatase (G6Pase). Ces étapes sont décrites dans la figure 4.

La régulation de la néoglucogenése est post-traductionnelle ou transcriptionnelle. La régulation
post-traductionnelle repose sur la quantité de substrat en réserve ainsi que sur la régulation
allostérique des activités des enzymes (Jitrapakdee, 2012; O’Brien and Granner, 1996). La régulation
transcriptionnelle est médiée par des facteurs de transcription régulés au niveau de leur expression
et de leur activité par les hormones (Jitrapakdee, 2012). La PEPCK n’est pas sujette a des régulations
allostériques ou post-traductionnelles mais est en revanche controlée par plusieurs hormones au
niveau transcriptionnel (Hanson and Reshef, 1997). De facon générale, les multiples sites de liaison
pour des facteurs de transcription, localisés dans les promoteurs des génes codant les enzymes
néoglucogéniques, suggerent une coopération entre différents facteurs de transcription dans la
régulation des genes néoglucogéniques.

Ainsi a jeun, les glucocorticoides et le glucagon activent la néoglucogenése. Les glucocorticoides
induisent I'expression des genes codant la G6PC et la PEPCK via la fixation du récepteur aux
glucocorticoides (GR) sur leurs promoteurs (Figure 4). Le glucagon, en stimulant la PKA, phosphoryle
CREB (cAMP-responsive element binding protein) lui permettant d’interagir avec son coativateur
CRTC2 (CREB requlated transcription co-activator 2) afin d’activer la transcription de la G6Pase, la
PEPCK et la PC (Koo et al., 2005; Mayr and Montminy, 2001). Enfin, FoxO1 (Forkhead box O1) seul ou
en interaction avec le facteur PGC-1a (PPARy co-activator 1q), se lie aux éléments de réponse a
I'insuline (IRS) présents dans les promoteurs des génes néoglucogéniques et active leur expression
(Barthel et al., 2005; Puigserver et al., 2003).

A I"état nourri, I'insuline inhibe la néoglucogenese. Cette action passe par la phosphorylation et
inhibition du facteur FoxO1 et par I'activation de la kinase SIK2 (Salt inducible kinase 2), entrafnant
également l'inhibition de CRTC2 (Puigserver et al., 2003) (Figure 5).

Le métabolisme énergétique d'une cellule repose en partie sur les glucides mais aussi sur les
lipides qui contiennent, a masse identique, deux fois plus de calories (9kcal/g pour les lipides contre
4 kcal/g pour les glucides). Les lipides constituent une réserve importante d'énergie au niveau des

organismes car ils sont plus facilement stockés que les glucides grace a leur propriété hydrophobe.
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Figure 4 : La néoglucogeneése hépatique
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La PC catalyse la premiére étape de la néoglucogenese en convertissant le pyruvate (dérivé du
lactate) en oxaloacétate. La PEPCK catalyse la conversion de I'oxaloacétate en phosphoénolpyruvate.
Pour permettre la sortie de I'oxaloacétate vers le cytosol, I'oxaloacétate est converti en malate par la
malate deshydrogénase mitochondriale. Le malate est exporté hors de la mitochondrie via la navette
Malate/Aspartate (représentée par les pointillés) puis est reconverti en oxaloacétate par la malate
deshydrogénase cytosolique. La deuxiéme étape est catalysée par la FBPase (ou F1,6P2ase) qui
hydrolyse le fructose 1,6-bisphosphate en fructose-6-phosphate. Enfin, la G6Pase est localisée au
niveau du RE. Elle catalyse I’hydrolyse du glucose-6-phosphate en glucose et phosphate inorganique.
C’est la derniére étape de la néoglucogenése Le glucose est ensuite transporté a travers le RE puis la
membrane plasmique puis relargué dans la circulation. Enfin le glucose est sécrété dans la circulation
via le transporteur GLUT2 qui, grace a son Km élevé, peut laisser passer le glucose selon le gradient
de concentration.

F1,6P.ase : Fructose 1,6-diphosphatase ; G6P : Glucose-6-phosphate ; G6Pase : Glucose-6-
phosphatase ; Glut2 : Glucose Transporter 2 ; PC : Pyruvate Carboxylase ; PEPCK
Phosphoénolpyruvate Carboxykinase ; RE : Réticulum Endoplasmique
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Figure 5 : Régulation transcriptionnelle de la néoglucogenése
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A I’état de jeline, en présence de glucagon, les facteurs de transcription FoxO1 et CREB lient leurs
éléments de réponse respectifs en collaboration avec les co-activateurs PGCla et CRTC2. Ainsi, les
enzymes clefs de la gluconéogenése sont transcrites. Au cours de l'alimentation, en présence
d’insuline, Akt phosphoryle FoxO1 et entraine sa translocation vers le cytoplasme. L'insuline via SIK2
permet également la phosphorylation de CRTC2 et sa dégradation inhibant ainsi la transcription de la
PEPCK et de la G6Pase.

CRE : cAMP Responsive Element ; CRTC2 : CREB regulated transcription coactivator 2 ; FoxO1 :

Forkhead box O1 ; IRE : Insulin Responsive Element ; PGC1 ¢ : PPAR y co-activateur 1 ; PKA : Protein
Kinase A ; SIK2 : Salt Induce Kinase 2
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Les triglycérides sont la forme principale de stockage des acides gras (chez 'Homme ils stockent
environ 150 fois plus d’énergie que le glycogene).

Au cours du jeline, le foie capte les acides gras (AG) provenant de la lipolyse du tissu adipeux qui
seront soit oxydés (via la B-oxydation) pour fournir de I'énergie soit stockés sous forme de VLDLs et

sécrétés dans la circulation.

3. CAPTAGE DES ACIDES GRAS ISSUS DE LA LIPOLYSE DU TISSU ADIPEUX

Au cours du jeline et en absence d’insuline, le tissu adipeux libére des acides gras non estérifiés
(AGNE) (aussi appelés acides gras libres (AGL)), dans la circulation sanguine sous forme complexée a
I"albumine. Les acides gras captés sont transloqués a travers la membrane plasmique hépatique par
différents mécanismes. Les lipides (essentiellement les AG a chaine courte) peuvent diffuser
passivement a travers la membrane mais le transport peut étre favorisé par des protéines
membranaires. Ces protéines sont les transporteurs FAT/CD36 (Fatty Acid Translocase) et FATP2 et 5
(Fatty Acid Transport Protein) et favorisent le captage des AG a longue chaine (Ehehalt et al., 2006;
Gimeno, 2007).

4. ACTIVATION DES ACIDES GRAS EN ACYL-COA

Quelle que soit leur origine, les AG doivent étre activés par ajout d’'un groupement CoA avant
d’étre métabolisés. Cette réaction est médiée par des ACS (Acyl/ CoA Synthetase) dans le cytoplasme.
L’ACS active les AG en Acyl-CoA.

A de faibles concentrations, les AG sont des intermédiaires métaboliques physiologiques et
peuvent réguler certaines enzymes ou récepteurs. Par contre, une forte concentration intracellulaire
d’AG est toxique pour la cellule (ils détiennent des propriétés détergentes et peuvent inhiber
I'activité de certaines enzymes). Ainsi, les protéines L-FABP (Liver-Fatty Acid Binding Protein) lient et
séquestrent les AG dans le cytoplasme. lIs seront ensuite dirigés vers différents compartiments : i) la
mitochondrie pour la B-oxydation; ii) le réticulum endoplasmique (RE) pour I'estérification en
phospholipides qui composent les membranes ; iii) le stockage sous forme de triglycérides (TG) ou iv)
le noyau ou ils régulent I'activité de récepteurs nucléaires (ou facteurs de transcription importants
dans la transcription) de génes impliqués dans le métabolisme du glucose (PPARa, HNF-4a, Liver X
Receptor (LXR), Thyroid Hormone Receptor (THR)) (Atshaves et al., 2010).

5. SYNTHESE ET SECRETION DES VLDLs

Les lipides sont les molécules les plus biologiquement énergétiques en termes de kl/g. Cette
forte densité énergétique fait des TG une forme idéale de stockage d’énergie. L'inconvénient
principal des TG demeure dans leur extréme hydrophobicité qui génére des problémes quant a leur

transport dans le sang. Pour faire face a ce probléme, les TG sont libérés dans la circulation sous
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forme de lipoprotéines. Il en existe deux types. Les premiers sont les chylomicrons sécrétés par les
entérocytes de l'intestin (nous le détaillerons plus précisément dans la partie Il), le second type est
les VLDL (Very-Low-Density-lipoprotein) sécrétés par les hépatocytes. Ces VLDL, en période de jelne,
constituent une source d’énergie pour les tissus périphériques tels que le muscle squelettique, le
ceeur et le tissu adipeux. Les VLDL naissants sécrétés par le foie sont de petites particules granulaires
composées de TG, d’esters de cholestérol et de protéines. L'élément crucial composite des VLDL est
la protéine appelée I'apolipoprotéineB-100 (apoB-100) qui maintient I'intégrité structurale de la
lipoprotéine. Elle est associée aux VLDL et est synthétisée exclusivement dans le RE des hépatocytes.
Les lipides contenus dans les VLDLs ne pourraient pas étre sécrétés en son absence.

Pour former les VLDL, les phospholipides, les TG et les esters de cholestérol sont combinés a
I’apoB-100 dans le RE grace a la protéine MTTP (Microsomal Triglyceride Transfer Protein). Ces
particules sont transportées dans I"appareil de Golgi puis sécrétées (Gibbons et al., 2004).

La sécrétion des VLDL dépend d’une part de la disponibilité en TG mais également de la capacité
d’assemblage des VLDL. (Ginsberg and Fisher, 2008).

L'insuline diminue la sécrétion des VLDL en i) facilitant la dégradation de I’ApoB100 dans les

hépatocytes et ii) en inhibant I’expression de I'apoB et de la MTTP (Haas et al., 2013).

6. OXYDATION DES ACIDES GRAS ET CETOGENESE.

La B-oxydation est I'ensemble des réactions qui permettent d'oxyder partiellement les AG captés
par le foie en unités d’acétyl-CoA dans le but de produire : i) des corps cétoniques qui sont des
substrats énergétiques. Elle permet ainsi I'épargne du glucose au profit de tissus gluco-dépendants
(érythrocytes, cerveau ...) et ii) de libérer des coenzymes réduits afin de synthétiser de I'ATP par la
phosphorylation oxydative.

La B-oxydation se produit essentiellement dans la mitochondrie mais elle peut avoir également
lieu dans les peroxysomes et le RE (- et m-oxydation, respectivement) (Lazarow and De Duve,
1976). Alors que les AG a courte et moyenne chaines n’ont pas besoin de transport actif, les AG a
longue chaine ne peuvent pas passer les membranes mitochondriales. Cette translocation a
travers la membrane externe mitochondriale est dépendante de I'activité de la CPT1-A, isoforme
hépatique de la CPT1 (Carnitine Palmitoyltransferase 1) (Figure 6).

La B-oxydation mitochondriale ou hélice de Lynen prend place dans la matrice mitochondriale.
Cette localisation mitochondriale permet ['utilisation immédiate, par le cycle de Krebs, des unités
acétyl-CoA produites ou le NADH et le FADH2 sont générés puis utilisés pour la synthese d’ATP au
niveau de la chaine respiratoire.

En période post-prandiale, la B-oxydation est inhibée par I'insuline de deux facons : i) de fagon
directe en inhibant la transcription des génes de la B-oxydation et de la cétogenese (Wolfrum et al.,
2004) et en diminuant I'entrée des AG dans la mitochondrie. En effet, I'insuline, en activant la
lipogenése et en particulier les enzymes lipogéniques ACC-1 et 2 (Acetyl-CoA Carboxylase-1 et -2),
induit la synthése de malonyl-CoA, substrat inhibiteur réversible de la CPT-1 (Foster, 2012; Savage et

al., 2006) ; ii) de fagon indirecte, I'insuline inhibe la lipolyse du tissu adipeux et diminue ainsi les
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Figure 6 : Oxydation mitochondriale des AG et cétogenése
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L'entrée des AG dans la mitochondrie se fait grace a la CPT1, enzyme limitante de la B-oxydation, qui
catalyse la formation d’acyl-carnitine a partir d’acyl-CoA et de carnitine libre. Les acyl-carnitines sont
ensuite transportés a travers la membrane mitochondriale interne par la carnitine acylcarnitine
translocase en échange d’une carnitine libre. L'enzyme CPT2, exprimée au sein de la membrane
mitochondriale interne, reconvertit les acyl-carnitines en acyl-CoAs. Au sein de la matrice
mitochondriale, les acyl-CoAs sont dégradés séquentiellement par la B-oxydation en acétyl-CoA. Ces
différentes réactions requierent I’activité de quatre enzymes : I'acyl-CoA dehydrogénase, |la 2-enoyl-
CoA hydratase, la 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogénase et la 3-oxoacyl-CoA thiolase. Les AG entrent
ensuite dans la voie de la B-oxydation et sont hydrolysés en acétyl-CoA.

La cétogenése permet ensuite la synthése des corps cétoniques qui serviront de substrats
énergétiques aux tissus tels que les globules rouges et le cerveau.

AG: Acides Gras; ACS : Acyl-CoA Synthase ; AGCC/M/L : Acides Gras a Chaine
Courte/Moyenne/Longue ; CACT : Carnitine-Acylcarnitine Translocase ; CCAC/CMACSS : ACS des AG a
chaine courte ou moyenne ; CPT1/2 : Carnitine Palmitoyl Transférase 1/2 ; MME/I : Membrane
Mitochondriale externe/interne
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guantités en AG captés ensuite par le foie.

A jeun, I'augmentation des concentrations en AMPc active la PKA qui inactive a son tour les ACC-
1 et -2 par phosphorylation. Ceci a pour conséquence de diminuer la synthése de malonyl-CoA et, en
parallele, d’induire la malony-CoA décarboxylase qui dégrade le malonyl-CoA (Foster, 2012). De plus,
le récepteur nucléaire PPARa en formant un hétérodimere avec le co-facteur RXR, active |’expression
des genes impliqués dans la B-oxydation en se liant aux éléments de réponse aux PPARs, les PPREs
(peroxisome proliferator response element) situés sur les promoteurs de ces génes (Mandard et al.,
2004).

La cétogenése permet de transformer I'acétyl-CoA en exces en corps cétoniques (B-
hydroxybutyrate, acétoacétate et acétone) par une série de réactions dont la 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA synthase (HMG-CoA synthase) est I’enzyme limitante. Elle est régulée

positivement par le jeline et négativement a I’état nourri en réponse a l'insuline (Fukao et al., 2004).
A jeun, pour maintenir une glycémie normale, le foie favorise d’une part la libération de glucose via

la glycogénolyse et la néoglucogeneése et d’autre part, I'utilisation des TG qui sont soit sécrétés

sous forme de VLDL, soit oxydés pour fournir de I’énergie sous forme d’ATP.

Il. HOMEOSTASIE POST-PRANDIALE

Durant la période post-prandiale, la glycémie augmente et peut atteindre plus de 2g/L. Le
pancréas sécrete alors de I'insuline, I’hormone hypoglycémiante. Le foie, sous I'action de I'insuline,

constitue I'un des organes qui va permettre de rétablir une glycémie normale.

1. LA GLYCOLYSE

A |'état postprandial, le glucose entre dans I'hépatocyte par diffusion facilitée a travers le
transporteur GLUT2 (Guillam et al., 1998).

La voie de la glycolyse est la premiere étape de dégradation du glucose. Elle correspond a une
série de réactions catalysées par des enzymes qui dégradent une molécule de glucose (6 carbones)
en deux molécules de pyruvate (3 carbones) et deux molécules d’ATP. Le pyruvate, issu de la
dégradation du glucose, est transporté dans la mitochondrie ou il est décarboxylé par la pyruvate
déshydrogénase (PDH) en acétyl-CoA qui sera par la suite utilisé par le cycle de Krebs. L’acétyl-CoA en
exces entre dans la lipogenése qui est la voie de synthése des AG.

Parmi les 10 étapes qui constituent la glycolyse, trois sont limitantes et sont catalysées par 3
enzymes finement régulées : la Glucokinase (GK), la phosphofructokinase-1 (PFK-1) et la pyruvate
kinase hépatique (LPK, liver-pyruvate kinase). Ces étapes sont décrites dans la figure 7

La GK posséde un Km élevé et n’est pas saturée par des concentrations physiologiques de
glucose. Le transport du glucose dans I’hépatocyte n’est donc pas une étape limitante et la GK agit
comme un « senseur » du glucose permettant de modifier rapidement le flux de glucose dans

I’hépatocyte (Matschinsky, 1990). A de faibles concentrations en glucose, la GK est séquestrée dans
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Figure 7 : Glycolyse et voie des pentoses phosphates
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Dans I'hépatocyte, le glucose est phosphorylé en G6P par la GK. La PFK-1 catalyse la transformation
irréversible du fructose 6-phosphate en fructose 1,6-bisphosphate. La LPK catalyse la derniere étape
de la glycolyse qui consiste en la transformation du phosphoenolpyruvate en pyruvate

Dans la branche oxydative, le G6P est transformé en ribulose 5-phosphate aprés déshydrogénation
par la G6PDH. Le ribulose 5-phosphate est ensuite converti en ribose 5-phosphate qui est utilisé pour
la synthese de nucléotides. La branche non-oxydative de la voie des PP géneére, a partir du ribose 5-
phosphate, du fructose 6-phosphate et du glycéraldéhyde 3-phosphate qui sont utilisés dans la voie
de la glycolyse ou réintroduits dans la voie des PP.

6PGDH : 6-Phosphogluconate Déshydrogénase ; F6P : fructose 6-phosphate; G6P : Glucose-6-phosphate ;
G6PDH : Glucose 6-Phosphate Déshydrogénase ; GK : Glucokinase ; Glut2 : Glucose Transporter 2 ; L-PK : L-
Pyruvate Kinase ; PEP : phosphoenolpyruvate ; PFK1 : 6-Phosphofructo 1-Kinase ; PP : Pentoses Phosphates
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le noyau par la protéine GKRP (Glucokinase regulatory protein) qui agit comme un chaperon
nucléaire. A l'inverse, en présence de fortes concentrations de glucose, le complexe GKRP-GK est
dissocié et la GK est exportée vers le cytosol ol elle phosphoryle le glucose en G6P. Au niveau
transcriptionnel, I'expression de la GK est régulée par les hormones pancréatiques. A jeun, son
expression est inhibée par le glucagon via I’AMPc (lynedjian, 1993). A I’état nourri, elle est stimulée
par insuline via le facteur de transcription SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding Protein)
(Foretz et al., 1999a).
. La PFK-1 est activée par le F2,6BP (fructose 2,6-bisphosphate) synthétisé par la PFK-2, enzyme bi-
fonctionnelle (kinase et phosphatase) (Van Schaftingen et al., 1980). L’insuline et le glucose stimulent
la PFK-2, en entrainant sa déphosphorylation par la PP2A (Assimacopoulos-Jeannet and Jeanrenaud,
1990; Nishimura et al., 1994). En revanche, le glucagon induit une phosphorylation inhibitrice de la
PFK2 par la PKA (Okar et al., 2004).

L’expression et I'activité de la LPK sont activées a I'état post-prandial en réponse a l'insuline et au
glucose, et diminuées a jeun (Girard et al., 1997). Le glucagon inhibe la transcription de son gene et

augmente la vitesse de dégradation de ’ARNm (Vaulont et al., 1986).

De nombreuses voies métaboliques se greffent sur la voie de la glycolyse (Figure 7). Le G6P, second
métabolite de la chaine, est au carrefour des voies du métabolisme glucidique :
- Ainsiil est un précurseur dans la synthése de glycogene
- |l est dégradé par la voie des pentoses phosphates et est a |'origine de la biosynthese des
acides nucléiques

- Il est transformé en acétyl-CoA, précurseur de la voie de la lipogenése.
2. GLYCOGENOGENESE

La synthese du glycogene a pour but la mise en réserve dans le foie, d’une partie du glucose
excédentaire a 'issue d’une alimentation riche en glucides et en protéines. La synthése du glycogene
se déroule essentiellement dans le foie et dans le muscle. L'enzyme principale est la glycogéne
synthase (GIS) dont le substrat est I'UDP-glucose.

La premiere étape est lI'isomérisation, par la phosphoglucomutase, du G6P en glucose 1-
phosphate puis la formation de I’'UDP-glucose par I’"UDP-glucose-pyrophosphorylase. L'élongation de
la chaine est assurée par la GIS qui transfere le résidu glycosyle de 'lUDP-glucose a I'extrémité non
réductrice de la chaine (Agius, 2008) (Figure 3).

La GIS existe sous deux formes: une forme active déphosphorylée et une forme inactive
phosphorylée. L'activité de la GIS est également régulée par des effecteurs allostériques dont le plus
important est le G6P (Roach et al.,, 2012; Wilamowitz-Moellendorff et al., 2013). Le G6P est un
activateur allostérique de la GIS phosphorylée. Méme hyperphosphorylée, la GIS peut étre activée
par des concentrations saturantes en G6P (Jensen and Lai, 2009).

Le glucagon inhibe la GIS, d’une part en stimulant I’activité de la G6Pase qui dégrade le G6P, et

d’autre part en induisant sa phosphorylation inhibitrice par la PKA
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Figure 8 : Représentation schématique de la lipogenése dans le foie
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La lipogenese fait suite a la glycolyse. Le pyruvate issu de la glycolyse, est transformé en citrate dans
la mitochondrie. Une fois dans le cytosol, le citrate entre dans la voie de la lipogeneése et est converti
en acides gras.

GK : Glucokinase ; G6P : Glucose 6-phosphate ; L-PK : Liver-Pyruvate Kinase ; PDH : Pyruvate
Deshydrogénase ; ACC : Acétyl-CoA Carboxylase ; FAS : Fatty Acid Synthase ; ELOVL : Elongase Very
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(Bollen, 2001; Ceulemans and Bollen, 2004). A I'inverse, I'insuline via la voie PI3K/Akt inhibe la kinase
GSK3B responsable de l'inactivation par phosphorylation de la GIS (Frame and Cohen, 2001).
Cependant, de maniére contradictoire, des études menées chez la souris montrent que I'invalidation

de la GSK3p dans le foie ne modifie pas le contenu en glycogéne hépatique (Patel et al., 2008, 2011).

3. VOIE DES PENTOSES PHOSPHATES

La voie des pentoses phosphates (PP) produit des co-facteurs NADPH (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate) en oxydant le glucose 6-phosphate (Figure 7). Ce cofacteur est un agent
réducteur nécessaire aux réactions de biosynthése exigeant un potentiel de réduction puissant
comme dans la synthese des acides gras par exemple. La voie des PP produit également des
pentoses, en particulier le ribose-5P qui est un constituant essentiel de I'ATP et des acides nucléiques
(ADN, ARN) notamment.

4. LA SYNTHESE DE NOVO DES ACIDES GRAS OU LIPOGENESE

De nombreux organismes stockent I'exces de glucides sous forme de TG qui est une forme de
réserve d’énergie. Le lieu privilégié de la mise en réserve des lipides est I'adipocyte mais la synthése
de novo des AG a également lieu dans le foie.

La lipogenése consiste en la synthése d’AG a partir des glucides. Elle agit conjointement avec la
glycolyse et forme ainsi une voie métabolique intégrée qui permet la conversion du glucose en AG
saturés. Les enzymes clés limitantes de ce processus sont I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la Fatty
acid synthase (FAS) (Figure 8).

L’enzyme ACC catalyse la carboxylation de I'acétyl-CoA en malonyl-CoA (Kim, 1997; Thampy and
Wakil, 1985; Zhang et al., 2003). Chez I’'Homme et les Mammiferes, I’ACC existe sous deux formes,
I’ACC-1 et I'ACC-2, codées par deux genes différents. L'ACC-1 est localisée dans le cytosol et son
produit, le malonyl-CoA, est un intermédiaire de la synthése des AG. L’ACC-2 est localisée dans la
mitochondrie et le malonyl-CoA qu’elle produit, est un inhibiteur de la B-oxydation des AG en
inhibant I'activité de la CPT1 (Abu-Elheiga et al., 2000). L’ACC1 et -2 sont fortement exprimées dans
le foie ou la lipogenése et I'oxydation des AG sont tres actives.

L’expression et I'activité de I’ACC sont régulées au niveau transcriptionnel, post-traductionnel
et allostérique. Au niveau transcriptionnel, I'insuline et le glucose induisent I'expression de I’ACC-1/-2
alors que le glucagon et les AG I'inhibent (Denechaud et al., 2008; Eberlé et al., 2004; Foufelle and
Ferré, 2002; Oh et al., 2003; Shimano, 2001; Zhao et al., 2010). Au niveau post-traductionnel, la
phosphorylation de I’ACC par ’AMPK, activée par une variété de signaux de stress, inhibe son activité
(Park et al., 2002). D’un point de vue allostérique, le citrate, un précurseur de I'acétyl-CoA, inhibe la
liaison du palmitoyl-CoA a I’ACC, stimulant I’activité de I’ACC et donc la conversion de I'acetyl-CoA en

malonyl-CoA (Hashimoto and Numa, 1971; Ogiwara et al., 1978).
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Figure 9 : Voies de synthése et d’utilisation des lipides dans le foie
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A |’état nourri, le glucose est métabolisé via les voies de la glycolyse et de la lipogenése. Les acides
gras ainsi générés sont estérifiés sous forme de TG puis stockés dans les gouttelettes lipidiques. A
jeun, les acides gras circulants captés par le foie ou stockés dans les gouttelettes lipidiques sont
utilisés par la voie de la B-oxydation ou pour la synthése des VLDLs.

GK : Glucokinase, L-PK : Liver Pyruvate Kinase; AGCL : Acide Gras a chaine longue; ACS : Acyl-CoA
Synthase ; CPT1 ; Carnitoyl Palmitoyl Transférase 1 ; ACL : ATP Citrate Lyase; ACC : Acétyl-CoA
Carboxylase ; FAS : Fatty Acid Synthase; ELOVL Elongase; SCD1 Stéaroyl-CoA Désaturase 1; GPAT :
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phosphatidique ; DAG : Diacylglycérol
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La FAS catalyse la derniére étape de la lipogenése qui est la transformation du malonyl-CoA en
palmitate, un AG saturé (AGS). Cette réaction requiert la présence d’un agent réducteur, le NADPH,
provenant de la voie des pentoses phosphates (Girard et al., 1997).

L'expression de la FAS est régulée par les conditions nutritionnelles. En effet, a I’état renourri
(jeGine de 24h suivi d’une réalimentation riche en hydrate de carbones pendant 18h), la lipogenése
est fortement induite et I'expression de la FAS est augmentée en réponse au glucose et a l'insuline
(Rufo et al., 2001; Sul et al., 2000). De plus, le glucagon contrecarre les effets de I'insuline et du
glucose en inhibant la transcription de la FAS par un mécanisme AMPc-dépendant (Semenkovich,
1997).

5. CAPTAGE DES AG ISSUS DE L’ALIMENTATION

Les TG contenus dans les lipoprotéines appelés chylomicrons, sont hydrolysés a 80% par la LPL
(Lipoprotein Lipase) puis captés par les tissus périphériques majoritairement au niveau du tissu
adipeux, du foie et du muscle squelettique (Choi and Ginsberg, 2011). Les remnants des lipoprotéines
passent a travers I'endothélium fenestré du foie et se fixent, grace a I'apolipoprotéine E (apoE), sur
les récepteurs des LDL (Low density lipoprotein) ou le récepteur HSPG (heparan sulfate
proteoglycans), qui est le récepteur le plus abondant dans le foie (Dallinga-Thie et al., 2010). Les
remnants sont internalisés et transportés jusqu’aux endosomes puis sont libérés et recyclés. Les TG

sont, quant a eux, hydrolysés en AG dans les lysosomes (Zhao and Michaely, 2009).
6. ELONGATION ET DESATURATION

Une grande partie des AG produits de maniere endogene par la FAS ou apportés par
I’alimentation, subissent des étapes d’élongation et de désaturation pour former des AG de
longueurs de chaine et de nature (poly/mono-insaturés) différentes (Figure 9).

Les AG sont des acides carboxyliques formés d’une chaine aliphatique plus ou moins longue qui
peut comporter une ou plusieurs insaturations, donnant une diversité de fonction (Figure 10). Le
carbone en position 1 correspond au carbone du groupement carboxylique. En fonction de la
longueur de la chaine aliphatique, on distingue les AG a chaine courte (C<8), les AG a chaine
moyenne (8<C<12), les AG a chaine longue (12<C<20) et les AG a chaine trés longue (C>20). Outre
leur taille, ils se caractérisent par leur degré d’insaturation, c’est-a-dire, la présence d’une ou
plusieurs doubles liaisons. On distingue les AG saturés (sans double liaison), mono-insaturés (une
double liaison) et polyinsaturés (au moins 2 doubles liaisons). Le groupe des AG insaturés est divisé
en 3 grandes familles appelées w3, w6, w9 selon le nombre de carbones séparant le carbone C-
terminal de la derniére double liaison. Ces derniers tels que I’acide arachidonique (AA, C20 :4 n-6),
I’acide eicosapentanoique (EPA, C20 :5 n-3) ou l'acide docosahexanoique (DHA, C22 :6 n-3), sont des
composants importants des phospholipides et sphingolipides membranaires. Au niveau cellulaire, les
AG a longue chaine (AGLC) mono/poly-insaturés sont des précurseurs de molécules de signalisation

(stéroides, prostaglandines). Les AGLC mono/poly-insaturés sont principalement apportés par
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Figure 10 : Structure et nomenclature des acides gras

4 3 8 carbones : acides gras a chaine courte
8 & 10 carbones : acides gras & chaine moyenne
12 a 20 carbones : acides gras a chaine longue
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n=longueur de la chaine = 18 carbones
X = nombre de double liaison =2
n-y = position de la derniére double liaison par rapport au dernier carbone = n-6

Cn:x(n-y) = C:18:2(n-6)

Groupe Nomenclature Nom commun
Cl6:0 Acide palmitique
C18:0 Acide stéarique
Acides gras saturés C20:0 Acide arachidique
C22:0 Acide behenique
C24:0 Acide lignocérique
C16:1(n-7) Acide palmitoléique
C16:1(n-10) Acide sapiénique
Acides gras insaturés non C18:1(n-9) Acide oléique
essentiels C20:1(n-9) Acide gadoléique
C22(n-9) Acide érucique
C20:3(n-9) Acide méadique
C18:2(n-6) Acide linoléique
C20:4(n-6) Acide arachidonique
Acides gras insaturés essentiels €22:5(n-6) Acide docosapentanoique
w3 et wb C18:3(n-3) Acide a-linolénigue
C20:5(n-3) Acide eicosapentaenoique
C22:6(n-3) Acide docosahexaenoique

Les acides gras sont des acides carboxyliques dont la diversité est associée a la longueur et au degré
d’insaturation de la chaine.
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I'alimentation mais les Mammiféres ont également la capacité de les produire a partir des AG
essentiels alimentaires que sont I'acide linoléique (LA, C18 :2 n-6) et 'acide a-linolénique (ALA,

C18 :3 n-3) via un systéme commun de désaturation/élongation des AG.

6.1. ELONGATION PAR LES ELONGASES

La formation des AGLC est principalement réalisée par des enzymes localisées dans la membrane
du RE. Quatre étapes successives sont nécessaires et requiérent I'activité de 4 enzymes distinctes
localisées dans le RE. La premiéere étape consiste en la condensation d’un acyl-CoA avec le malonyl-
CoA qui résulte en la formation du B-ketoacyl-CoA. La seconde étape est une réaction de réduction
qui nécessite du NADPH. Au cours de cette étape, le B-ketoacyl-CoA est converti en B-hydroxyacyl-
CoA. Ce dernier est ensuite deshydraté en enoyl-CoA. Une derniére étape de réduction par I'enoyl-
reductase est nécessaire afin d’obtenir un AGLC (Cinti et al., 1992; Nugteren, 1965).

La premiere étape de condensation est réalisée par des enzymes faisant partie de la famille des
élongases, ELOVL (elongation-of-very-long-chain). Elle constitue I'étape limitante du processus
d’élongation (Jakobsson et al., 2006). A ce jour, 6 enzymes ont été décrites, les ELOVL 1-6. Chaque
enzyme a sa spécificité :

L'expression comme l'activité des élongases-5 et -6 sont régulées par les conditions
nutritionnelles puisqu’elles sont augmentées a I’état nourri (Anzulovich et al., 2006; Matsuzaka et al.,
2002; Moon et al., 2001; Wang, 2005; Wang et al., 2007c).

6.2. DESATURATION PAR LES SCDS

La désaturation consiste en I'introduction d’une double liaison au niveau des AG par des acyl-
CoA désaturases. Il en existe différents types en fonction de I’endroit ou a lieu la désaturation. Les
désaturases sont des A9, A6 et A5, le A étant la position ol se situe cette double liaison a partir de la
fonction carboxylique terminale de I’AG (Figure 9). Les SCD (Stearoyl-CoA desaturase) ajoutent une
double liaison en position A9 alors que les FADS (Fatty acid Desaturase) sont des A5 et A6-
désaturases.

Il existe 4 isoformes de SCD (SCD1-4) qui partagent 80 % d’homologie de séquence.
Localisées au niveau du RE, elles présentent une distribution tissulaire différente mais exercent
toutes la méme fonction enzymatique A9 permettant la biosynthése d’AG insaturés a partir d’AG
saturés (Flowers and Ntambi, 2008; Paton and Ntambi, 2009).

La SCD1 est fortement exprimée dans le foie et le tissu adipeux (Kaestner et al., 1989). Elle
catalyse la synthése d’AG monoinsaturés tel que le palmitoléate (C16:1 n-7) et I'oléate (C18:1 n-9). La
SCD1 est une enzyme hautement régulée. De maniére transcriptionnelle, elle est induite par le
glucose, l'insuline et les AGS alors que les AGPI et le glucagon inhibent son expression (Mauvoisin
and Mounier, 2011; Ntambi, 1992; Waters and Ntambi, 1994, 1996). De plus, il a été montré que la
régulation transcriptionnelle de la SCD1 est relayée par des facteurs de transcription tels que SREBP-
1c, ChREBP, LXR et PPAR (Chu et al., 2006; Hebbachi et al., 2008; Miyazaki et al., 2004; Qin et al.,
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2008; Zhang et al., 2013). Enfin, la SCD1 est rapidement dégradée dans des fractions microsomales
avec un temps de % vie compris entre 3 et 4 heures (Kato et al., 2006).

Son role est trés largement étudié dans les pathologies mettant en ceuvre des dérégulations
du métabolisme glucido-lipidique et en particulier, I'obésité et la résistance a I'insuline. Chez des
patients obeses, I'activité de la SCD1 est positivement corrélée a la sensibilité a I'insuline suggérant
un role bénéfique de la SCD1 (Stefan et al., 2008). En revanche, I'invalidation de la SCD1 dans le foie
induit une diminution importante des concentrations hépatiques d’AG mono-insaturés. Ces souris ne
sont pas protégées de la résistance a l'insuline et de la stéatose hépatique induite par un régime
hyperlipidique (mais sont protégées de I'obésité lorsque le régime est riche en hydrate de carbones)
(Miyazaki et al., 2007). Nous détaillerons, plus précisément, cet aspect dans la troisieme partie de
cette introduction.

L'expression des désaturases est régulée par les quantités et la nature des lipides dans les
régimes. Ainsi, un régime hyperlipidique augmente leur expression dans le foie, contrairement a un
régime ne contenant que 10% de lipides (Nara et al., 2002; Qin et al., 2009). L’expression de ces
enzymes est fortement régulée par les conditions nutritionnelles : elle diminue a jeun et est induite a
I’état renourri (Wang, 2005).

7. ESTERIFICATION DES ACIDES GRAS

Une fois désaturés et allongés, les AG sont estérifiés en glycérolipides en se liant a une molécule
de glycérol par une liaison ester (Figure 9). Les groupements hydroxyles du corps glycérolé peuvent
étre estérifiés par un, deux ou trois AG formant ainsi des mono-, di- ou tri-glycérides. Les TG sont
stockés dans le foie dans les gouttelettes lipidiques ou libérés sous forme de VLDL. Un groupement
phosphate peut également étre ajouté sur le troisieme carbone du glycérol en parallele des 2 AG
pour former une glycérophospholipide (PL).

Chez les eucaryotes, les TG sont synthétisés a partir de deux voies majeures, la voie du glycérol-
3-phosphate et la voie du monoacylglycérol (Coleman and Lee, 2004). La voie du glycérol phosphate
est la voie la plus utilisée dans la plupart des cellules. La voie du monoacylglycérol fonctionne
préférentiellement dans I'intestin afin de générer des TG a partir du monoacylglycérol issu des lipides

alimentaires (Kang et al., 2008).

e Lavoie du glycérol-3-phosphate

La premiere étape de cette voie implique I'estérification d’un acylCoA sur le premier carbone du
glycérol-3-phosphate par les enzymes GPAT (sn-1-glycérol-3-phosphate acyltransférase) localisées
dans le RE et la mitochondrie (Figure 9). Cette étape permet la formation de I'acide
lysophosphatidique (LPA).

La seconde étape de la synthese des TG est catalysée par les enzymes de la famille des AGPAT
(Acyl-CoA:1-acylglycerol-3-phosphate  acyltransférase; aussi  appelées LPAAT pour LPA

AcylTransférase).
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Les lipines, grace a leur activité PAP (phosphatidic acid phosphatase), catalysent la
déphosphorylation du PA, I'acide phosphatidique, en DAG (Diacylglycérol) qui servira de précurseurs
a la synthése des phosphatidylcholines (PC), phosphatidyléthanolamines (PE), phosphatidylsérines
(PS) et TG (Carman and Han, 2006).

Enfin, les DGATSs catalysent |’étape finale d’estérification des TG. Elles libérent les TG synthétisés

entre les deux couches de phospholipides de la membrane du RE. Les TG sont ensuite soit stockés

dans les gouttelettes lipidiques, soit destinés a la synthese des VLDL (Yen et al., 2008).(Figure 9).

e Lavoie du monoacyglycérol

Des données récentes mettent en évidence I'importance de la voie du monoacylglycérol dans la
synthése de TG hépatiques. En effet, cette voie a principalement été décrite dans I'intestin mais des
preuves de son existence ont été publiées dans le foie humain (Yen and Farese, 2003). Tout comme
la voie du glycerol-3-phosphate décrite précédemment, la voie du monoacylglycérol conduit
également a la synthese de DAG apres acylation du monoacylglycérol (MAG) par les enzymes de la
famille des MGATs (monoacylglycérol acyltransferase). Ces DAG sont ensuite acylés par les DGATs
pour former des TG. Il existe une corrélation positive entre I'activité et I'expression des MGATs, et la

stéatose hépatique (Hall et al., 2012).

I1l. REGULATION MOLECULAIRE DE L'HOMEOSTASIE ENERGETIQUE HEPATIQUE

On appelle homéostasie énergétique, I'équilibre entres les voies anaboliques et cataboliques
décrites précédemment. Le maintien de cet équilibre repose sur la régulation fine de I’activité des
effecteurs de ces voies par des molécules de signalisation particulieres. Ces molécules de
signalisation sont les hormones pancréatiques (insuline et glucagon) et les nutriments (glucose et
lipides) qui vont réguler I'activité de facteurs de transcription (notamment SREBP-1c, FoxO1, ChREBP)

capables de moduler I'expression de genes du métabolisme glucido-lipidique.

1. LE ROLE DE L’INSULINE

Apres un repas, en réponse a I’hyperglycémie, les cellules B des ilots de Langerhans du
pancréas sécretent de I'insuline, la seule hormone hypoglycémiante. De maniére générale, I'insuline
inhibe les voies de production de glucose (néoglucogenése, glycogénolyse) et favorise les voies de
stockage du glucose sous forme de glycogéne (glycogénogenése) ou de lipides (lipogenése). Dans
cette partie, nous détaillerons, la cascade de signalisation sous-jacente a la fixation de I'insuline a son

récepteur.

1.1. LE RECEPTEUR A ACTIVITE TYROSINE KINASE

L'insuline relaye ses effets en se fixant a son récepteur qui appartient a la famille des

récepteurs a activité tyrosine kinase. Le récepteur de linsuline (RI), est un hétéro-tétramere
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glycoprotéique composé de deux sous-unités o extracellulaires et deux sous-unités P
transmembranaires identiques deux a deux (Kahn, 1994).

La liaison de l'insuline aux sous-unités a du récepteur permet la levée d'inhibition de la sous-
unité B et le démasquage de son activité tyrosine kinase, déclenchant ainsi I'agrégation des
récepteurs et leur internalisation. Le changement conformationnel du récepteur, engendré par la
liaison de l'insuline, aboutit a I'autophosphorylation de la sous-unité 3 sur trois domaines contenant
des résidus tyrosine (White et al., 1988). La phosphorylation de la sous-unité B est capitale. En effet,
ainsi activée la sous-unité B est capable de phosphoryler des substrats intracellulaires sur des résidus
tyrosine et de transmettre le message hormonal par une cascade de réactions de
phosphorylation/déphosphorylation (Kahn, 1994).

L'invalidation globale du récepteur de I'insuline chez les souris est létale des la naissance
suite au développement d’un diabéte acido-cétosique (Accili et al., 1996; Joshi et al., 1996).
L'invalidation du récepteur spécifiguement au niveau du foie (souris LIRKO, liver insulin receptor
Knock-out) entraine de séveres altérations du métabolisme glucido-lipidique. Résistantes aux effets
de l'insuline, les souris sont dans l'incapacité d’inhiber la production hépatique de glucose et
d’activer son stockage, devenant intolérantes au glucose (Michael et al., 2000). L’ensemble de ces

événements conduit donc a une hyperglycémie et une hyperinsulinémie.

1.1. LES SUBSTRATS DU RECEPTEUR A L’'INSULINE

Les substrats les plus caractérisés font partie de la famille des IRS, insulin receptor substrate
qui comprend 6 membres, IRS-1 a -6. Ce sont des protéines d’échafaudage qui organisent et relayent
|’activation sur les voies de signalisation en aval (Shaw, 2011). Les protéines IRS sont recrutées a la
membrane et au niveau du Rl (Voliovitch et al., 1995). Les isoformes IRS les plus impliquées dans la
signalisation insulinique hépatique sont les IRS-1 et -2.

L'invalidation spécifique d’IRS-1 ou IRS-2 dans le foie montre qu’elles régulent de maniere
complémentaire le métabolisme glucido-lipidique (Dong et al., 2006; Kubota et al., 2008). En effet,
IRS-1 serait impliqué dans les effets activateurs de I'insuline sur SREBP-1c et ses genes cibles et donc
de la lipogeneése, alors que IRS-2 serait I'intermédiaire des effets inhibiteurs de I'insuline sur FoxO1 et
donc sur la production hépatique de glucose (Guo et al., 2006; Kubota et al., 2008; Matsumoto et al.,
2002; Shimomura et al., 2000). Cette différence d’action pourrait étre liée aux nombreux partenaires
d’interaction des IRS (Taniguchi et al., 2005) ou a la cinétique d’activation de ces protéines. En effet,
la voie IRS2 semble d’abord agir au début du repas pour inhiber rapidement la néoglucogenése puis
la voie IRS1 pourrait ensuite activer la lipogenese (Kubota et al., 2008)

En plus des IRS, le récepteur de I'insuline phosphoryle d’autres substrats parmi lesquels les

protéines Shc. Elles participent a I'activation de la voie Ras/ERK (Siddle, 2012).

1.2. LES VOIES DE SIGNALISATION

L'insuline médie ses effets via deux voies, la voie mettant en jeu I'axe PI3kinase/Akt
(Phosphatidylinositol-3-kinase) et la voie passant par Shc/Grb2/Ras/ERK.



Introduction _

e Voie ERK/MAPK (Figure 11)

La voie Grb2-SOS-Ras-MAPK est une voie essentielle de la signalisation insulinique et conduit
a I'activation des sérine/thréonine kinases ERK1 et ERK2 (Extracellular signal-Regulated Kinase). Elle
est impliquée dans les processus de prolifération et de différenciation. Le récepteur activé recrute les
protéines IRS et Shc ce qui déclenche une cascade d’interaction avec des protéines telles que SOS
(son-of-sevenless) qui catalyse I’échange de GDP/GTP sur la protéine Ras (Rat Sarcoma). Il s’ensuit
une cascade de phosphorylation successive des kinases Raf (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma),
MEK1/2 (MAP Kinase Kinase) et ERK1 et ERK2. Les substrats de ERK1/2 sont principalement des
facteurs de transcription et des kinases activatrices de facteurs de transcription (Pearson et al.,
2001).

e Lavoie PI3K/Akt (Figure 12)

Les PI3K sont une famille de lipides kinases qui catalysent la phosphorylation des
phosphoinositides membranaires. Les PI3K sont composées d’une sous-unité catalytique et d’une
sous-unité régulatrice lll (Vanhaesebroeck et al., 2010).

Le recrutement et I’activation de la PI3K dépendent de la liaison entre les deux domaines SH2
de la sous-unité de la PI3K et les protéines IRS (Myers et al., 1992; Shaw, 2011). La PI3K ainsi activée
phosphoryle le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP;) pour former du phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphate (PIPs). Le PIP; formé permet le recrutement de la protéine Akt (appelée aussi
PKB) a la membrane qui sera phosphorylée par PDK-1 (3-phosphoinositide-dependent protein kinase
1) sur la thréonine 308 (Alessi et al., 1997). La PDK1 contient un domaine PH qui lui permet de se lier
au PIP; membranaire. Pour étre completement activée, la kinase Akt est également phosphorylée sur
la sérine 473 par le complexe mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) (Oh and Jacinto,
2011; Sarbassov et al., 2005).

La famille des protéines Akt est composée de trois isoformes serine/thréonine kinases
codées par différents génes (Schultze et al., 2011). Akt-2 constitue I'isoforme la plus abondante dans
le foie, et en conséquence, les souris Akt-2-KO sont résistantes a I'insuline et deviennent diabétiques
ce qui n’est pas le cas des souris Akt-1 KO et Akt-3 KO (Cho et al., 2001). Akt possede de nombreuses
cibles qui vont intervenir dans la prolifération, la survie cellulaire et le métabolisme glucido-lipidique
confirmant qu’Akt est un carrefour important de la voie de signalisation de I'insuline (Taniguchi et al.,
2005) (Figure 12).

Concernant la régulation du métabolisme hépatique, nous avons déja évoqué au cours de
cette introduction certains des mécanismes moléculaires impliquant Akt dans les effets métaboliques
et résumés dans la Figure 13.

Le complexe mTORC1 est composé des protéines mTOR (mammalian target of rapamycin),

Raptor (regulatory-associated protein of mTOR) et mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8).
En réponse aux facteurs de croissance et aux nutriments comme les acides aminés, mTORC1 induit la
synthése protéique nécessaire a la croissance cellulaire, en phosphorylant des régulateurs de la
transcription tels que la protéine 4E-BP1 (4E-binding protein 1) et la protéine ribosomale S6K (S6
kinase). Le complexe mTORC1 joue également un rdle dans le métabolisme glucidique en activant
transcriptionnellement et post-traductionnellement, I'expression de SREBP-1c, un facteur de

transcription clé impliqué dans la lipogenése, que nous détaillerons dans la prochaine partie.



Introduction

Figure 11 : Activation de la voie ERK1/2
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L'insuline stimule les kinases ERK1/2 par la voie Shc/Grb2/S0OS/Ras/Raf/MEK. L’activation des kinases
ERK1/2 permet de controler de multiples effets mitogéniques dont la prolifération et la
différenciation cellulaire.

FT : Facteur de transcription ; ERK1/2 : Extracellular signal-Regulated Kinase ; Grb2 : Growth factor
Receptor-Binding protein 2 ; IRS : Insulin Receptor Substrate ; MEK : MAP Kinase Kinase ; MNK : MAP
kinase-interacting Kinase ; Raf Rapidly Accelerated Fibrosarcoma ; Ras : Rat Sarcoma ; Shc : Src
Homology/Collagen ; SOS : Son Of Sevenless
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Figure 12 : Voie PI3K et role central d’Akt
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La phosphorylation sur tyrosine des IRS en réponse a l'insuline entraine I'activation de la PI3K qui
transforme le PIP, en PIP;. PDK1 et Akt sont alors recrutées a la membrane plasmique via leur
domaine PH. Akt est ensuite phosphorylée de facon successive par mTORC2 et PDK1. Ainsi activée,

Akt agit sur ses substrats et contréle de nombreuses fonctions cellulaires.

IRS : Insulin Receptor Substrate ; PDK1 : Phosphoinositide Dependent Kinase 1 ; PH : Pleckstrin
Homology ; PI3K : Phosphatidylinositol 3 Kinase ; PIP : Phosphatidylinositol Phosphate
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Figure 13 : Effets métaboliques de la voie PI3K
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A I’état nourri, 'insuline inhibe la néoglucogenése en inhibant la transcription de PEPCK et G6Pase
via Akt et SIK2 et leurs actions sur les facteurs de transcription CRTC2 et FoxO1l. En parallele,
I'insuline stimule la glycogénogenese en inhibant la GP et activant la GIS. L'insuline active également
I’expression des génes de la glycolyse et de la lipogeneése via le facteur de transcription SREBP-1c.

ACC : Acetyl-CoA Carboxylase ; CRTC2 : CREB Regulated Transcription Co-activator 2 ; FAS : Fatty Acid
Synthase ; FoxO1 : Forkhead box O1 ; G6P : Glucoe-6-Phosphate ; G6Pase : Glucose-6-Phosphatase ;
GK : Glucokinase ; GP : Glycogen Phosphorylase ; GIS : Glycogen Synthase ; GSK3b : Glycogen Synthase
Kinase 3b ; LXR : Liver X Receptor ; mTORC1 : mammalian Target Of Rapamycine Complex ; S6K : S6
Kinase ; SIK2 : Salt-Inducible Kinase 2 ; SREBP-1c : Sterol Regulatory element Binding Protein 1c
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La protéine mTOR forme également un deuxieme complexe nommé mTORC2, composé des
protéines mTOR, Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR), SIN1 (stress-activated protein
kinase-interaction protein 1) et mLST8. L’insuline active le complexe mTORC2, qui a son tour, active
Akt en le phosphorylant sur la sérine 473 (Figure 12). L'invalidation de Rictor dans le foie de souris
est associée a une diminution de la phosphorylation d’Akt sur sérine 473, une augmentation de la
néoglucogeneése, et une altération de la glycolyse ainsi que de la lipogenese (Hagiwara et al., 2012).
Enfin une stimulation chronique par I'insuline entraine une boucle de régulation négative impliquant,
entre autre, le complexe mTORC1. En effet, mTORC1 induit la phosphorylation sur sérine d’IRS1
I’excluant de la membrane (Gual et al., 2005; Tzatsos and Kandror, 2006). En paralléle, le complexe
mTORC2 régule la localisation d’une ubiquitine ligase Fbw8, favorisant I'ubiquitination et la
dégradation d’IRS1 phosphorylé (Haruta et al., 2000). Cette boucle de régulation permet de controler

la croissance cellulaire (Destefano and Jacinto, 2013).

Nous allons voir dans la prochaine partie que I'insuline médie ses effets métaboliques par
I'intermédiaire de facteurs de transcription qui se lient aux promoteurs des genes du métabolisme
glucido-lipidique et contrélent leur expression. Dans cette partie, nous nous intéresserons a deux

facteurs de transcription SREBP-1c et FoxO1.

1.3. SREBP-1C ET FOXO1, DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION RELAIS DES EFFETS DE
L’INSULINE.

e e facteur de transcription SREBP-1c

SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein) est un facteur de transcription de la
famille b-HLH-LZ (basic-Helix-Loop-Helix-Leucine-Zipper). Trois isoformes ont été identifiées chez les
Mammiferes : SREBP-1a et -1c, issus d’un épissage alternatif et SREBP-2 qui est issu d’un gene
différent. Alors que SREBP-2 est exprimé de fagon ubiquitaire, SREBP-la est abondamment
représenté dans les tissus en prolifération tels que l'intestin. Ces deux isoformes sont impliquées
dans la régulation des génes impliqués dans la synthese de cholestérol (Shimano et al., 1997; Towle,
2005). Le facteur SREBP-1c est abondamment exprimé dans les tissus ayant un métabolisme glucido-
lipidique actif comme le foie, le tissu adipeux et le muscle. Il joue un réle clé dans la régulation des
génes du métabolisme des lipides en réponse a linsuline (Eberlé et al., 2004; Ferré and Foufelle,
2007; Shimomura et al., 1999).

L'expression de SREBP-1c est contr6lée de maniére transcriptionnelle par de nombreux
facteurs hormonaux ou nutritionnels mais I'insuline demeure le facteur le plus important. Différentes
études in vitro et in vivo ont montré que l'insuline active la transcription de SREBP-1c via la voie
PI13K/Akt (Azzout-Marniche et al., 2000; Fleischmann and lynedjian, 2000; Leavens et al., 2009; Mora
et al., 2005; Porstmann et al., 2005). Ce mécanisme fait intervenir le complexe mTORC1 qui, via la
kinase S6K, régule I'expression de SREBP-1c (Li et al., 2010; Owen et al., 2012). L'insuline peut
également solliciter une voie de signalisation indépendante de Akt via la protéine kinase C atypique,
PKCA (Matsumoto et al., 2002; Sajan et al., 2009). Par ailleurs, le récepteur nucléaire LXR (Liver X

receptor) joue également un role dans I'activation de I’expression de SREBP-1c par 'insuline. En effet,
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Figure 14 : Maturation et régulations post-traductionnelles de SREBP-1c

Insuline '

........ - ........ ........ ......... ......'.. " ......... » ..'
yLuyyuynyyyly Yy Yyl L LML LULY LY L UYL LU YNy Ny gy YL gy iy gy gy guyyyuyy
COOCO0000000 O OOO0OO000000OCOO0OCOOO0OCOOOCOO0O00COCOOO00OCOOOOOOCHOCOOOOOOOOCOOOCHCOCOOOOOOOOOOOOOOO0000OO0O000OCO

mTORC1

Expression de
SREBP-1c

.activatrice .inhibitrice Ubiquitinylation

A I'état nourri, I'insuline contréle positivement la maturation et I'activité de SREBP-1c par différents
mécanismes : 1) la dégradation des ARNm Insig2a et la phosphorylation de SREBP1c. Cette
phosphorylation augmente I'affinité du complexe SREBP1c/SCAP pour les vésicules qui transportent
SREBP1c jusqu’au golgi. 2) via mTORC1 qui inhibe la lipine-1, responsable de la séquestration de

SREBP1c dans la région périnucléaire.
A jeun, la GSK3pB est active et phosphoryle la forme mature de SREBPI1c induisant ainsi son
ubiquitinylation. Enfin, SREBP1c interagit directement avec une ubiquitin ligase RNF20 qui entraine

sa dégradation par le protéasome.

Akt/PKB : Protein Kinase B ; GSK3b : Glycogen Synthase Kinase 3b ; Insig2a : Insulin induced gene 2a
LXR : Liver X Receptor ; LXRE : LXR Response Element ; mTORC1 : mammalian Target Of Rapamycine
Complex 1 ; SCAP : SREBP Cleavage-Activating Protein ; SIK1/2 : Salt-Inducible Kinase 1/2 ; SRE :

Sterol Response Element ; SREBP-1c : Sterol Regulatory Element Binding Protein
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I'insuline stimule LXR en activant la synthése d’un ligand de ce récepteur (Cagen et al., 2005; Chen et
al., 2004). Ainsi, des souris invalidées pour LXRa présentent une diminution de I'expression de
SREBP-1c et de ses genes cibles tels que FAS, ACC et SCD1 (Peet et al., 1998; Repa et al., 2000). Des
souris traitées avec un agoniste de LXR présentent une augmentation des messagers et des protéines
nucléaires SREBP-1c induisant une augmentation de la lipogenése (Repa et al., 2000; Schultz et al.,
2000). Inversement, dans des hépatocytes en culture primaire, le glucagon et les nutriments tels que
les AG poly-insaturés inhibent la transcription de SREBP-1c (Foretz et al., 1999a; Xu et al., 1999,
2001). lls agissent en déstabilisant les messagers SREBP-1c, en augmentant la dégradation de la
protéine et en inhibant son clivage en réponse a l'insuline (Jump, 2011). De plus, un élément de
réponse au récepteur nucléaire PPARa a été trouvé dans le promoteur du gene humain codant
SREBP-1c. Ainsi, PPARq, serait capable d’induire la transcription de SREBP-1c en réponse aux AG
(Fernandez-Alvarez et al., 2010).

La maturation du facteur SREBP-1c est une étape importante dans le processus d’activation

de la forme active du facteur de transcription. En effet, la protéine SREBP-1c est synthétisée sous
forme d’un précurseur inactif enchassé dans la membrane du RE. Ce précurseur est composé d’un
domaine N-terminal correspondant au facteur de transcription et d’'un domaine C-terminal
régulateur. Plusieurs clivages protéolytiques sont nécessaires afin de libérer le facteur SREBP-1c du
RE. Ce processus de maturation de SREBP-1c fait appel a I'insuline qui agit par différents mécanismes
sur la maturation de SREBP-1c comme décrits dans la figure 14.
La surexpression de la forme mature de SREBP-1c dans le foie conduit a une augmentation de 3 fois
de la synthese des TG, suite a I'induction directe des genes de la voie de la lipogenése de novo
(Shimano et al., 1997). L’invalidation du géne de SREBP-1c chez la souris réduit de maniere
importante I'induction de I'expression des génes de la lipogenése (FAS, ACC, SCD1) en réponse a un
régime hyperglucidique (Liang et al., 2002).

L'ensemble de ces données montre que le facteur SREBP-1c joue un role déterminant dans la
régulation des genes du métabolisme glucido-lipidique. Différentes approches in vitro ont permis
d’identifier des séquences consensus SRE (sterol responsive element) dans les promoteurs de
nombreux génes cibles du métabolisme glucido-lipidique. Ceci concerne notamment I’expression des
genes de la glycolyse (la GK), de la lipogenése (FAS et ACC) et de la désaturation/élongation (SCD1,
FADS, Elovl, et de la lipinel) (Figure 15) (Foretz et al., 1999b; Matsuzaka et al., 2002; Wang, 2005)
(Kim et al., 2004).

e Le facteur de transcription FoxO1.
FoxO1 (forkhead O box 1) est un membre de la famille des facteurs de transcription forkhead.
Cette famille est composée de 4 membres : FoxO1, Fox03, FoxO4 et FoxO6. FoxO1 est I'isoforme
prédominante régulant la production hépatique de glucose (Quinn and Yeagley, 2005). FoxO1 exerce
son activité en interagissant avec d’autres co-activateurs transcriptionnels tels que CREB-binding
protein (CBP), C/EBPa et PGCla. Des souris transgéniques exprimant un dominant négatif de FoxO1
dans le foie présentent une diminution des messagers de la G6Pase et de la PEPCK (Altomonte et al.,

2003). A l'inverse, les souris surexprimant une forme constitutivement active de FoxO1 présentent
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Figure 15 : Régulation transcriptionnelle des génes du métabolisme glucido-lipidique par I'insuline
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Les facteurs de transcriptions ChREBP et LXR/SREBP1c, qui médient respectivement les effets du
glucose et de 'insuline, agissent seuls ou en synergie sur la transcription des genes de la glycolyse, de
la lipogenése et de |'estérification.

GK : Glucokinase, L-PK : Liver Pyruvate Kinase; ACC : Acétyl-CoA Carboxylase ; FAS : Fatty Acid
Synthase; ELOVL Elongase; SCD1 Stéaroly-CoA Désaturase 1; GPAT : Glycerol-3P Transferase ; AGPAT
Acylglycérolphosphate Acyltransférase; DGAT : Diacylglycérol Acyltransféras; TG : Triglycérides;
ChREBP : Carbohydrate Response Element Binding Protein; SREBPIc : Sterol Regulatory Element
Binding Protein; LXR : Liver X Receptor
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une augmentation de I'expression de la PEPCK et de la néoglucogenése (Zhang et al., 2006).
L'invalidation de FoxO1 dans le foie de souris délétées pour le récepteur a l'insuline permet de
rétablir une glycémie normale. Ceci met clairement en évidence que linsuline régule Ia
néoglucogenese hépatique via I’activité de FoxO1 (Matsumoto et al., 2007). Les protéines FoxO1 sont
sujettes a des modifications post-traductionnelles par acétylation, phosphorylation ou glycosylation.
En réponse a de fortes concentrations d’insuline, I'acétylation de FoxO1 sur différents résidus lysine
par CBP/p300 inhibe sa capacité a se lier au promoteur de ses génes cibles et devient plus sensible a
la phosphorylation par Akt sur la sérine 253 (Matsuzaki et al., 2005; Perrot and Rechler, 2005). La
phosphorylation de FoxO1 sur les sérine 253, sérine 316 et thréonine 24 entraine sa liaison a la
protéine 14-3-3 et sa séquestration cytoplasmique (Daitoku et al., 2011; Hannenhalli and Kaestner,
2009). A l'inverse, a jeun, lorsque les concentrations en insuline sont faibles, la phosphorylation de
FoxO1 par Akt est diminuée et FoxO1 est désacétylé par SIRT1 (Brunet et al., 2004; Frescas et al.,
2005). Ces modifications conduisent a la rétention nucléaire de FoxO1 et a I'augmentation de son
activité transcriptionnelle sur les promoteurs des génes codant la PEPCK et la G6Pase. Enfin, la
glycosylation de FoxO1 est un autre mécanisme moléculaire favorisant |’expression de ces genes
cibles (Housley et al., 2008).

2. ChREBP, RELAI DES EFFETS DU GLUCOSE

Plus gu’un nutriment, le glucose via son métabolite le glucose 6-phosphate, est dorénavant
aussi décrit comme étant capable de réguler I’expression de certains genes via I’activation du facteur
de transcription ChREBP (Carbohydrate-Responsive element-binding protein).

ChREBP fait partie de la famille des facteurs de transcription de type b-HLH-LZ (Cairo et al.,
2001; Yamashita et al., 2001; lizuka et al., 2004). Il est principalement exprimé dans les tissus
sensibles a I'insuline comme le foie, le tissu adipeux brun et blanc, le muscle squelettique et le
cerveau (lizuka et al., 2004). Il forme un hétéro-tétrameére avec son partenaire « Max-like protein X »
(MIx) (Ishii et al., 2004; Stoeckman et al., 2004) et se fixe a I’élément de réponse aux carbohydrates
(ChoRE) en réponse au glucose (Ma et al., 2006; Shih et al., 1995). Ce complexe ChREBP/MIx est
capable de réguler positivement I'expression de genes impliqués dans le métabolisme du glucose et
des lipides tels que la LPK, Glut2 impliqués dans la glycolyse, la FAS, I’ACC et I’Adiponutrine ou
PNPLA3 (patatin-like phospholipase containing 3) impliqués dans la lipogenese et de réguler
négativement I'expression de la PEPCK (néoglucogeneése) (Dentin et al., 2005, 2006; Dubuquoy et al.,
2011; lizuka et al., 2004; Jeong et al.,, 2011) (Figure 15). Il est également capable d’activer la
transcription du gene codant I'insuline dans les cellules B pancréatiques et a I'inverse, de réprimer la
transcription du gene codant le récepteur du glucagon (lizuka et al., 2012; da Silva Xavier et al.,
2010).

L'invalidation totale de ChREBP chez la souris conduit a une diminution des génes de la
glycolyse et de la lipogenése (lizuka et al.,, 2004). L’invalidation ciblée de ChREBP dans le foie
stéatosique de souris ob/ob, améliore la stéatose hépatique et est associée a une meilleure

sensibilité a I'insuline (Dentin et al., 2006). Enfin la surexpression de ChREBP dans des hépatocytes
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invalidés pour le facteur LXR démontrent que le facteur ChREBP est suffisant pour induire les génes
de la lipogenese en absence de LXR et de son géne cible SREBP-1c (Denechaud et al., 2008).
Récemment, il a été montré que la surexpression d’une forme constitutivement active de ChREBP
induit I'expression des génes de la lipogenese (ACC, FAS) et de la désaturation (SCD1) conduisant a
une stéatose hépatique (Benhamed et al., 2012).

Il existe deux isoformes de ChREBP, ChREBP-a et ChREBP- localisées dans le cytosol et le
noyau, respectivement (Herman et al., 2012). ChREBP-B est une isoforme courte de ChREBP-a (687
contre 864 acides aminés respectivement) car elle est issue d’un promoteur alternatif situé dans
I’exon 1b du gene codant ChREBP (Herman et al., 2012). Bien que moins abondamment exprimé par
rapport a ChREBP-a, ChREBP-B posséde une activité supérieure a la forme a, de fagon indépendante
des concentrations en glucose (Herman et al.,, 2012). En effet, ChREBP-a serait, dans un premier
temps, activé en réponse au glucose. Une fois actif, il se fixerait sur le ChoRE localisé dans I’'exon 1b
et induirait I'expression de ChREBP-B. Ce mécanisme permettrait une amplification du signal et une
amplitude de réponse plus importante en réponse a des concentrations élevées en glucose (Herman
etal., 2012).

L'expression de ChREBP est contrélée par les conditions nutritionnelles. Au niveau
transcriptionnel, son expression est diminuée dans le foie au cours du jeline et induite apres la
réalimentation (Dentin et al., 2005, 2006). De plus, la présence d’éléments de réponse LXRE dans le
promoteur du gene codant ChREBP montre que ChREBP serait également un gene cible de LXR (Cha
and Repa, 2007). Toutefois, la présence de LXR ne semble pas indispensable dans la régulation de
I’expression de ChREBP (Denechaud et al., 2008).

La régulation de ChREBP se fait aussi post-traductionnellement tant au niveau de sa
translocation nucléaire que de son activité transactivatrice. Ainsi, a I’état nourri ou suite a une
stimulation par le glucose, ChREBPa est déphosphorylé et transloqué dans le noyau. La
déphosphorylation sur la sérine 196 est indispensable pour sa translocation au noyau (Denechaud et
al., 2008). Deux mécanismes sont actuellement proposés : i) une action via le Xylulose-5-phosphate
(un intermédiaire de la voie des pentoses phosphates). En réponse au glucagon, la PKA phosphoryle
ChREBP sur la sérine 196 ce qui permet I'export du facteur vers le cytoplasme. Cet effet est réversible
lorsque la protéine phosphatase PP2A, régulée par le Xylulose-5-phosphate, est surexprimée
(Denechaud et al., 2008; Kabashima et al., 2003; Yamashita et al., 2001) ; ii) le deuxieme mécanisme
implique un autre intermédiaire du métabolisme du glucose, le G6P. La déphosphorylation de
ChREBP est régulée par le G6P de maniére indépendante de la PP2A (Dentin et al.,, 2012). La
translocation nucléaire de ChREBP se fait ensuite grace a son interaction avec les protéines d’'import,
importine-a et - permettant I'interaction de ChREBP avec les pores nucléaires (Ge et al., 2011).

L'activité de ChREBP est contrOlée par des modifications post-traductionnelles. A jeun,
ChREBP est inactivé par des phosphorylations par la PKA (Burke et al., 2009; Kawaguchi et al., 2001,
2002). Récemment il a été montré que ChREBP est acétylé par p300, un coactivateur de I'histone
acétylase transférase. Cette modification augmente la capacité de liaison de ChREBP a ses éléments
de réponse ChoRE et donc son activité transcriptionnelle (Bricambert et al., 2010). Enfin, dans des
conditions de fortes concentrations de glucose, ChREBP interagit avec I'enzyme OGT (O-linked-8-N-

acetylglucosamine) qui le O-GIcNAcyle par ajout d’un résidu UDP-N-acetylglucosamine, un
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métabolite synthétisé a partir du glucose par la voie des hexosamines. Cette O-GlcNAcylation
stabilise ChREBP et augmente sa concentration intracellulaire et sa capacité transcriptionnelle
(Filhoulaud et al., 2013; Guinez et al., 2011).

3. LE GLUCAGON

Trés souvent, la régulation du métabolisme glucidique est présentée comme étant
principalement relayée par [Iinsuline. Cependant, physiologiquement, c’est le rapport
insuline/glucagon qui est important dans cette régulation. Si la sécrétion de l'insuline a I'état
postprandial est nécessaire, I'absence de sécrétion du glucagon au méme moment, tout comme sa
sécrétion a jeun sont fondamentaux pour réguler la glycémie tout au long de la journée (Unger,
1985).

En effet, a jeun, les cellules a-pancréatiques sécrétent du glucagon, |’'hormone
hyperglycémiante qui stimule la glycogénolyse et la néoglucogenese (CAHILL et al., 1957; KALANT,
1956). Des niveaux plasmatiques élevés de glucagon entrainent une augmentation de la production
hépatique de glucose (Baron et al.,, 1987). Le glucagon relaye ses effets via I’activation de son
récepteur GCGR (glucagon receptor). Ce dernier est un récepteur a 7 domaines transmembranaires
couplé aux protéines G de type Gsa ou Gq. L’activation de la protéine Gsa stimule I'adénylate cyclase
entrainant I"accumulation d’AMPc et I'activation de la PKA (Authier and Desbuquois, 2008; Mayo et
al., 2003). Dans le foie, la PKA régule I'expression des enzymes principales de ces voies de la
glycogénolyse et la néoglucogenése, a savoir, la PEPCK, la glucose 6-phosphatase, la fructose 1,6-
bisphosphatase, via les facteurs CREB, PGCla et HNF4o (Herzig et al., 2001; Jiang and Zhang, 2003).
De plus, en réponse au glucagon, PGCla inhibe la glycolyse et la synthese de glycogene (Unger and
Orci, 1977). Lactivation de la protéine Gq induit la libération intracellulaire de Ca?* suite a I’activation
de la phospholipase C stimulant ainsi la glycogénolyse et la néoglucogenese (Authier and Desbuquois,
2008; Mayo et al., 2003; Wakelam et al., 1986).

Les souris GCGR -/- (invalidées pour le récepteur au glucagon) traitées a la Streptozotocine
afin de détruire les cellules B-pancréatiques sécrétrices d’insuline, sont protégées de I’hyperglycémie
(Conarello et al., 2007; Lee et al., 2011). Ces données montrent que I'hyperglycémie liée a un défaut

d’insuline peut-étre contrecarrée par la seule invalidation du signal glucagon.

L’homéostasie glucido-lipidique hépatique repose donc sur une régulation fine de différents
facteurs de transcription tels que ChREBPet SREBP-1c, par les nutriments et les hormones (glucagon
et insuline) (Figure 15). Nous allons maintenant étudier les causes et conséquences d’une

dérégulation du métabolisme glucido-lipidique



Introduction

Figure 16 : Etiologie de la NAFLD

Cohenetal., 2011

La NAFLD regroupe un ensemble de pathologies hépatiques. La stéatose hépatique peut évoluer vers
une forme inflammatoire appelée stéatohépatite ou NASH. Ces hépatopathies peuvent ensuite
évoluer en fibrose, en cirrhose et parfois en carcinome hépatocellulaire. Sur ces coupes de foie de
patients colorées a I’"hemalun-éosine, une accumulation lipidique (représentée par les gouttelettes
vides) est observée dans la zone autour de la veine centro-lobulaire au stade de la stéatose. Puis, la
détérioration progressive de la structure du foie est observée aux stades plus sévéres de la maladie.

CV : Veine Centro-lobulaire ; NAFLD : Non-alcoholic Fatty Liver Disease ; NASH : Non-alcoholic
SteatoHepatitis ; PT : Espace Porte



Introduction

IV. DEREGULATION DU METABOLISME GLUCIDO-LIPIDIQUE

La régulation des voies métaboliques impliquées dans I’homéostasie énergétique est
fondamentale. Cependant, la prévalence des pathologies mettant en jeu une dérégulation du
métabolisme glucido-lipidique est de plus en plus importante.

On appelle syndrome métabolique, la conjonction entre différents facteurs qui augmentent le
risque de maladie cardiovasculaire et de diabéte de type 2. Les deux facteurs de risque les plus
importants pour le syndrome métabolique sont le surpoids et la résistance a I'insuline. L'insuline est
nécessaire pour permettre le maintien d’une glycémie constante et en conséquence, la résistance a
I'insuline est associée a une hyperglycémie et une hyperlipidémie. D’autres facteurs de risque
incluent I'dge, une prédisposition génétique et le manque d’exercice. On parle de syndrome
métabolique si au moins trois des signes suivants sont présents : une pression artérielle supérieure
ou égale a 130/185 mmHg, une glycémie a jeun supérieure ou égale a 110 mg/dl, un tour de taille de
102 centimetres pour les hommes et 88 centimetres pour les femmes, un faible taux de HDL
cholestérol de 40 mg/dl pour les hommes et 50 mg/d| pour les femmes et enfin une triglycéridémie
supérieure ou égale a 150 mg/dl (valeurs issues du National Cholesterol Education Programm Adult
Treatment Panel Il). Lorsque le syndrome métabolique est diagnostiqué, une modification des
habitudes alimentaires et de I'activité physique est préconisée. En paralléele, les chercheurs font
I’hypotheése que les diverses manifestations de ce trouble répondent a un faisceau commun de
mécanismes moléculaires et cellulaires. La compréhension de ces mécanismes est donc nécessaire
pour mettre a jour, un traitement thérapeutique efficace. Dans cette partie, nous nous focaliserons
sur une des manifestations hépatiques de ce syndrome métabolique, la stéatose, qui se caractérise
par une accumulation de lipides dans le foie. Cette stéatose fait partie d’'un large spectre de

pathologies regroupées sous le nom de NAFLD pour « Non-alcoholic fatty liver diseases ».

1. LA STEATOSE HEPATIQUE NON ALCOOLIQUE

La NAFLD est couramment désignée comme la forme la plus courante de maladie hépatique
chronique et est fortement associée a I'obésité, au diabete de type 2 et a la résistance a l'insuline
(Lazo and Clark, 2008; Lewis and Mohanty, 2010). La NAFLD est aujourd’hui considérée comme la
manifestation hépatique du syndrome métabolique. Elle se caractérise par un large spectre de
|ésions hépatiques allant de la simple et bénigne accumulation de TG dans les hépatocytes (stéatose
hépatique), a la stéatose hépatique avec une inflammation communément appelée stéatohépatite
non-alcoolique (NASH), a la cirrhose et dans des cas plus sévéres le développement d’un hépato-
carcinome (Neuschwander-Tetri and Caldwell, 2003) (Figure 16). La NAFLD affecte entre 10 et 25 %
de la population générale alors que chez les personnes souffrant d’obésité la prévalence de la NAFLD
atteint entre 58 et 75%. La NAFLD affecte environ 3 % des enfants et 25 a 60 % des enfants obéses
(Tarantino et al., 2007).

Il est aujourd’hui admis que le développement de la NAFLD se poursuit selon I’hypothése des

« deux-hits » (Day and James, 1998). Le premier hit se caractérise par une accumulation de TG dans
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Figure 17 : Développement de la stéatose hépatique non alcoolique
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Différents mécanismes participent au développement de la stéatose hépatique : 1- Augmentation
des AG plasmatiques provenant de I'alimentation et de la lipolyse du tissu adipeux qui n’est plus
inhibée par l'insuline. 2- Augmentation de la synthese de novo d’acides gras. 3- Inhibition de la -
oxydation des acides gras par la malonyl-CoA. 4- Diminution de la synthése et de la sécrétion de
VLDL.



Introduction

les hépatocytes principalement associée a la résistance a l'insuline. La stéatose hépatique est dle a
une forte accumulation de lipides dans les hépatocytes, généralement bénigne. Le foie est considéré
comme stéatosique lorsque les gouttelettes lipidiques représentent plus de 5% de la taille de
I’hépatocyte. La distribution des lipides peut étre macrovésiculaire, avec des hépatocytes distendus
par une vacuole lipidique unique déplacant le noyau en périphérie, ou microvésiculaire avec de
nombreuses gouttelettes entourant un noyau centralement localisé dans la cellule (Day and James,
1998). Ceci entraine des modifications cellulaires et moléculaires qui aboutissent a des dommages
qui fragilisent le foie.

Le second hit implique différents facteurs tels que le stress oxydatif et I'inflammation (Anderson
and Borlak, 2008). Cet état inflammatoire conduit a la stéatohépatite ou NASH. La NASH est ensuite
déclarée lorsque l'inflammation et le « ballooning » hépatocellulaire s’ajoutent a la stéatose. Le
«ballooning » hépatocellulaire correspond a un élargissement des hépatocytes (cytoplasme gonflé,
gros noyau) qui est di a une altération des filaments intermédiaires du cytosquelette (Tiniakos,
2010). La prévalence de la stéatose et de la stéatohépatite est de 15% et 3%, respectivement, chez
les personnes non-obeses, de 65% et 20% chez les patients obéses ayant un IMC (indice de masse
corporel) entre 30 et 40 kg/m2, et atteint 85% et 40% pour les sujets obéses morbides
(IMC>40kg/m2) (Fabbrini et al., 2009, 2010). Environ un tiers des patients ayant une stéatose
hépatique développera une stéatohépatite (Bellentani et al., 2010).

Dans 10 a 29% des cas, la stéatohépatite progressera vers la fibrose et la cirrhose dans les 10 ans.
La fibrose est caractérisée par une sur-activation des cellules stellaires qui entraine le dép6t de fibres
de matrice extracellulaire le long des sinusoides. A un stade avancé de la maladie, ceci engendre une
cirrhose (Brunt and Tiniakos, 2010). Enfin, 4 a 27% des individus ayant une cirrhose dérivant d’'une
steatohépatite développeront un carcinome hépatocellulaire (CHC) mais il est également possible de

développer un CHC sans cirrhose a partir d’un foie stéatosique.
2. DEVELOPPEMENT DE LA STEATOSE HEPATIQUE

La stéatose hépatique apparait lorsqu’il y a un déséquilibre entre le captage/la synthése et la
sécrétion/lI'export des lipides. L’étude de marquage isotopique chez des individus présentant une
stéatose a permis d’identifier et d’évaluer la participation relative des différentes voies métaboliques
impliquées dans I'accumulation de TG dans le foie (Donnelly et al., 2005). Nous verrons dans cette
partie que cette accumulation de TG est liée i) au captage d’acides gras issus de la lipolyse du tissu
adipeux ou de I'alimentation, ii) a la biosynthése d’AG, ou lipogenése de novo, a partir du glucose en
exces contenu dans la circulation, iii) a une diminution de |'utilisation des AG par la B-oxydation et iv)

a la saturation du processus de sécrétion des TG sous forme de VLDL (Figure 17).

2.1. CAPTAGE DES ACIDES GRAS ISSUS DE LA LIPOLYSE DU TISSU ADIPEUX ET DE
L’ALIMENTATION

Lorsque le tissu adipeux devient résistant a I’action de I'insuline, cette derniere ne parvient

plus a exercer son action anti-lipolytique (de Almeida et al., 2002). La lipolyse est alors sur-activée
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dans les adipocytes entrainant une augmentation de la concentration plasmatique en AGL (Delarue
and Magnan, 2007). Les TG accumulés dans un foie stéatosique proviennent a environ 60% des AGL
sanguins (Donnelly et al., 2005).

Les AG peuvent également provenir de I'alimentation. Ils représentent environ 15% des AG
dans le foie stéatosique (Donnelly et al.,, 2005). En effet, I'alimentation hypercalorique est la
premiere cause de NAFLD chez 'Homme.

De plus, I'expression des transporteurs principaux des AGL dans le foie, les FATPs (fatty acid
transporter protein), la « fatty acid translocase » (FAT/CD36) et des transporteurs intracellulaires
« fatty acid binding protein » (FABPs) est fortement augmentée dans le foie stéatosique de patients
NAFLD et leur expression correle avec le niveau de stéatose (Greco et al., 2008; Mitsuyoshi et al.,
2009). Plusieurs travaux montrent I'importance de ces transporteurs dans le processus de stéatose
hépatique. Ainsi les souris invalidées pour la FATP5 résistent a I"accumulation hépatique en TG

induite par un régime diabétogene (diet-induced obesity) (Doege et al., 2006).

2.2. LA LIPOGENESE DE NOVO

La lipogenese est une voie importante contribuant a I'accumulation des TG dans le foie
(Lambert et al., 2013; Postic and Girard, 2008). Il a notamment été montré que la contribution de
cette voie de synthése de TG est comprise entre 2 et 5% chez des sujets sains soumis a un régime
classique (western-diet) mais peut atteindre 25 a 35 % chez des sujets NAFLD (Donnelly et al., 2005).

Dans des conditions d’hyperglycémie, la voie de la lipogenése est fortement induite et
favorise I'accumulation de lipides dans le foie au détriment de la B-oxydation. En effet, |I’expression
des enzymes de la lipogenése (FAS, ACC) est induite dans les foies stéatosiques de patients NAFLD
(Kohjima et al., 2007).

L'expression de ces enzymes de la lipogenese est sous le controle des facteurs de
transcription ChREBP, SREBP-1c et LXR. Ainsi, I'expression de ChREBP et de SREBP-1c est corrélée a
une augmentation de la lipogenese chez des sujets NAFLD (Postic and Girard, 2008). De plus,
I’analyse de ces facteurs de transcription dans une cohorte de patients atteints de NAFLD révele une
augmentation de I'expression de LXR et de SREBP-1c, mais une diminution étonnante de I’expression
de ChREBP (Higuchi et al., 2008). Enfin, dans une cohorte de patients atteint de NASH, I’expression
hépatique de ChREBP est positivement corrélée au degré de stéatose, mais est inversement
proportionnelle a la résistance a I'insuline (Benhamed et al., 2012).

Les facteurs ChREBP et SREBP-1c sont fortement exprimés dans le foie de souris ob/ob,
obéses et résistantes a I'insuline, et leur inhibition permet de réduire la stéatose hépatique (Dentin
et al., 2006; Shimomura et al., 1999). L’invalidation de SREBP-1c chez des souris ob/ob diminue le
contenu en TG hépatiques (Yahagi et al.,, 2002). L’inhibition de I’expression du facteur ChREBP
améliore également la stéatose hépatique en entrafnant une diminution de I’expression des génes de
la glycolyse et de la lipogenése et une baisse de 50% des TG hépatiques et circulants chez les souris
ob/ob (Dentin et al., 2006; lizuka et al., 2004).
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2.3. LA B-OXYDATION DES AG

La stéatose hépatique non alcoolique est fortement associée a un défaut de B-oxydation
mitochondriale des AG. En effet, la lipogenese étant augmentée, le malonyl-CoA produit inhibe la
CPT1 et donc la B-oxydation mitochondriale (Clouet et al., 1985; Fukuda et al., 1982). L’expression
d’une CPT1 constitutivement active dans le foie de souris obéses et résistantes a I'insuline améliore
la tolérance au glucose et la sensibilité a I'insuline de ces souris sans diminuer la stéatose hépatique
(Monsénégo et al.,, 2012). En revanche, des études chez 'Homme montrent que |'oxydation
hépatique mitochondriale des AG est augmentée dans des foies stéatosiques (Bugianesi et al., 2005;
Sanyal, 2001). Ces données montrent que la question de I'implication de la B-oxydation des AG dans

la mise en place de la stéatose hépatique demande a étre analysée plus en détail.

2.4. LA SECRETION DES TG SOUS FORME DE VLDL

Au cours de la résistance a linsuline, la sécrétion des VLDL est altérée entrainant une
hypertriglycéridémie consécutive a une augmentation de la sécrétion des VLDL. Cependant,
I'augmentation de la sécrétion ne parvient pas a compenser I'augmentation de la synthése de TG,
menant ainsi a une accumulation de TG dans le foie. Un phénotype similaire est observé chez des
patients atteints de NAFLD qui présentent une hypertriglycéridémie en parallele d’'une stéatose
hépatique (Choi and Ginsberg, 2011).

3. DEREGULATION DE LA SENSIBILITE A L'INSULINE

On parle de résistance a linsuline lorsque linsuline est incapable d’induire ses effets
métaboliques, c’est-a-dire, induire le captage du glucose par le muscle, inhiber la lipolyse du tissu
adipeux et la production hépatique de glucose. Au début du développement de la résistance a
I'insuline, le pancréas augmente sa capacité de sécrétion d’insuline pour compenser cette diminution
de I'action de I’"hormone. Cette hyperinsulinémie permet de maintenir une glycémie relativement
constante. Mais cette compensation ne perdure pas. En effet, la capacité a sécréter des quantités
adéquates d’insuline dépend de la masse et de la fonctionnalité des cellules B. Or I’hyperglycémie et
I’hyperinsulinémie constantes induisent une augmentation de I'apoptose des cellules PB-
pancréatiques et une diminution de leur capacité proliférative (Maedler et al., 2001). En
conséqguence, la résistance a l'insuline s’installe définitivement.

L'accumulation lipidique dans les hépatocytes est fortement corrélée a des dérégulations
métaboliques conduisant a la résistance a l'insuline (Angulo, 2002). Cependant, il est difficile de
déterminer si la résistance a l'insuline est la cause ou la conséquence de la stéatose hépatique
(Farese et al., 2012). En effet, certaines études sont en faveur d’un réle de I'accumulation lipidique
dans la mise en place de la résistance a I'insuline, alors que d’autres montrent que les TG ne sont pas

toxiques et protégent méme le foie (Listenberger et al., 2003; Yamaguchi et al., 2007), suggérant que
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c’est surtout la nature des espéces lipidiques accumulées au cours de la stéatose hépatique qui serait
déterminante pour la survenue de 'insulinorésistance (Benhamed et al., 2012; Sun and Lazar, 2013).

Dans le foie, la résistance a linsuline se traduit par une incapacité a inhiber la production
hépatique de glucose a I’état nourri et paradoxalement, une lipogenése qui demeure active
contribuant a I'accumulation de TG dans les hépatocytes. Cet effet différentiel observé se définit

sous le terme de « sélectivité de la résistance a I'insuline » (Li et al., 2010).

3.1. ALTERATION DE LA SIGNALISATION INSULINIQUE

Une des explications a cette sélectivité a la sensibilité a I'insuline sont les protéines IRS, IRS-1
et IRS-2, qui régulent de maniere complémentaire le métabolisme glucido-lipidique (voir paragraphe
« Régulation moléculaire de I’'homéostasie énergétique hépatique, partie 1.2). Il a été proposé que
I’hyperinsulinémie, décrite en cas de résistance a I'insuline, diminuerait I’expression d’IRS-2 alors que
IRS-1 resterait actif. D’autant que chez les souris ob/ob, la voie IRS-2 est inhibée (Shimomura et al.,
2000).

Une autre hypothése pour expliquer la sélectivité de la résistance a l'insuline implique
I’activation de SREBP-1c par le complexe mTORC1. En effet, mTORC1 est sensible a I'insuline mais
aussi aux nutriments. Ainsi 'augmentation de la quantité en acides aminés conséquente a I'apport
hypercalorique chez les patients obéses permettrait a mTORC1 d’étre activé malgré I'absence de
signal insulinique. Ainsi, Il serait capable de stimuler I’expression et le clivage de SREBP-1c et donc la

lipogenese (Li et al., 2010).

3.2. LIPOTOXICITE

Une des caractéristiques de la NAFLD est I'accumulation ectopique de lipides considérés
comme responsables de la résistance a I'insuline. Parmi ces lipides déléteres, on note les acides gras
saturés, les DAG ou les céramides. Nous allons détailler dans cette partie, les mécanismes expliquant
le mode d’action délétere de ces espéces lipidiques sur la signalisation insulinique ou lipotoxicité.

Ainsi un niveau élevé d’acides gras libres est décrit chez les souris ou individus obeéses et
induit I'activation des kinases de stress comme la INK (c-jun N-terminal kinase) et I'IKK (inhibitor of K
kinase), ou encore des formes de PKC (protéine kinase C) atypiques qui phosphorylent les résidus
sérine des principaux acteurs de la voie insulinique : IRS ou PKB, conduisant a une inhibition de la
signalisation insulinique (Schenk et al., 2008).

Le degré de saturation des acides gras est également associé a la lipotoxicité. Les especes
saturées, comme le palmitate, sont délétéres et favorisent la résistance a linsuline ainsi que
I’apoptose dans de nombreux types cellulaires (Henique et al., 2010; Malhi et al., 2006; Matsuzaka et
al., 2007; Mordier and lynedjian, 2007). Les AG saturés activent la kinase JNK, en induisant une
dysfonction mitochondriale entrainant une production d’espéces réactives de I'oxygéne d’une part,
ou un stress du RE d’autre part (Ozcan et al., 2004; Shi et al., 2006a; Stefan and Haring, 2011).

De plus, le palmitate active la voie NF-kB qui est impliquée dans I'inflammation et est fortement

associée a la résistance a l'insuline (Kim et al., 2001; Sinha et al., 2004). A l'inverse, les AG mono-
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insaturés n’entrainent pas d’altérations cellulaires (Benhamed et al., 2012; Listenberger et al., 2003).
Ainsi le ratio entre les AG mono-insaturés et saturés (palmitoléate/palmitate), révélant I'activité
d’élongases et de désaturases telles que la SCD1, est un facteur pris en compte afin de mieux
comprendre la relation entre I'accumulation des acides gras dans le foie et I'insulino-résistance
(Benhamed et al., 2012; Guillou et al., 2010).

Enfin, I'obésité et le syndrome métabolique sont caractérisés par une diminution des AG
polyinsaturés (AGPI). Ces AG sont décrits comme bénéfiques vis-a-vis de la signalisation insulinique.
Parmi ces AG, on note les AGPI w3 et w6, I'acide linoléique (ALA), éicosapentanoique (EPA) et
docosahexanoique (DHA). Leur effet bénéfique repose en partie sur leurs propriétés anti-
inflammmatoires. Le traitement d’hépatocytes avec de I'EPA pendant une exposition au LPS diminue
significativement la production de cytokines pro-inflammatoires (Hao et al., 2010). Les AGPI sont
aussi capables de diminuer la lipogenése de novo et activer la B-oxydation des AG. lls diminuent
I'activité de facteurs SREBP-1c et ChREBP en affectant notamment la translocation nucléaire du
facteur de transcription SREBP-1c via I'activité de la kinase PKC et la stabilité de I’ARNm SREBP-1c
(Dentin et al., 2005; Howell et al., 2009; Jump et al., 2008; Nakamura et al., 2004; Xu et al., 1999,
2001). Cet effet des AGPI constitue un rétrocontrble négatif permettant de limiter une lipogenése
excessive. Enfin, les AGPI peuvent également activer PPARa, un facteur de transcription régulant
transcriptionnellement la B-oxydation (Escher and Wahli, 2000).

Les DAG sont associés a la résistance a l'insuline en activant des PKC atypiques. Ces derniéres
phosphorylent les protéines IRS sur des résidus sérine atténuant ainsi leur activité. Ainsi, des souris
soumises a un régime riche en lipides présentent une résistance a linsuline associée a une
accumulation de DAG et une activation de la kinase PKCe dans le foie (Samuel et al., 2004). Ainsi,
réduire la quantité de DAG dans le foie protége contre la résistance a I'insuline induite par un régime
riche en AG (Ahmadian et al., 2009; Samuel et al., 2010). Cependant, I'impact des DAG sur la
résistance a l'insuline hépatique est controversé (Jornayvaz et al.,, 2011; Monetti et al., 2007).
Plusieurs études montrent une dissociation entre I'accumulation de DAG dans le foie et le
développement d’une résistance a I'insuline. Notamment, la surexpression de ChREBP dans le foie de
souris induit une stéatose et une accumulation de DAG dans les hépatocytes sans effets déléteres sur
la signalisation de I'insuline (Benhamed et al., 2012). Cet effet peut s’expliquer par I'augmentation de
I’expression de la SCD1, cible de ChREBP, qui permet d’augmenter le pool d’AG mono-insaturés,
décrits comme étant bénéfiques vis-a-vis de la signalisation insulinique (Benhamed et al., 2012).

Les céramides sont également associées a la résistance a I'insuline induite par les lipides. En
effet, une forte concentration de céramides plasmatiques est observée chez les patients obeéses et
diabétiques et est associée avec une résistance a 'insuline sévere (Haus et al., 2009). Les céramides
sont des dérivés des sphingomyélines générés a partir du palmitate (Bikman and Summers, 2011). Ils
ont été décrit comme altérant la signalisation insulinique par différents mécanismes : i) en activant
les kinases JNK et PKC ; ii) en augmentant la déphosphorylation de Akt par la phosphatase PP2A et iii)
en activant PKC-T qui phosphoryle Akt sur la thréonine 34 et diminue ainsi son interaction avec le
PIP3 (Blouin et al., 2010; Powell et al., 2003; Schenk et al., 2008; Teruel et al., 2001; Westwick et al.,
1995). L'inhibition de la synthése des céramides dans des modeles animaux d’obésité améliore la

résistance a l'insuline et protége contre le diabete (Holland et al., 2011).
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Enfin, I'altération de la composition lipidiqgue membranaire est également une source de
résistance a l'insuline. Une augmentation du ratio d’AG saturés sur AG insaturés est observée chez
les patients présentant un diabéte de type 2. Ce ratio semble réduire la fluidité membranaire et donc
la sensibilité a I'insuline (Bakan et al., 2006; Field et al., 1990). De plus, une augmentation du ratio
phosphatidylcholine (PC) sur phosphatidyléthanolamine (PE) dans le RE entraine un stress du RE et

est associée a une résistance a l'insuline (Fu et al., 2011).

3.3. LE STRESS DU RETICULUM ENDOPLASMIQUE

Le RE est le siege de nombreuses fonctions cruciales au maintien de I’lhoméostasie cellulaire.
Parmi ces fonctions, on peut citer le controle qualité des protéines. Les protéines non conformes
sont dégradées par le protéasome. Toute modification physiologique ou physiopathologique qui
conduit a une altération des fonctions du RE (modification de 'homéostasie calcique, accumulation
de lipides ou de protéines mal formées, etc.) est ressentie par ce dernier comme un stress qui
entraine I"apparition d’une réponse cellulaire appelée UPR (unfolding protein response) et qui vise a
en rétablir 'homéostasie (Flamment and Foufelle, 2013).

Il a été montré que des souris obéses présentent une augmentation du stress du RE dans le
tissu adipeux et le foie. Ceci entraine l'activation des kinases JNK et IKK et la phosphorylation
inhibitrice d’IRS1 sur la sérine 307 que nous détaillerons plus en avant (Ozcan et al., 2009, 2004).

Le stress du RE pourrait contribuer au développement de la résistance a l'insuline en
augmentant la synthése d’especes lipidiques délétéres pour la voie de la signalisation insulinique.
Ceci a été particulierement étayé dans le foie ou il a été montré que I'activation de I'UPR entraine le
développement d’une stéatose hépatique principalement par deux mécanismes. D’une part, le stress
du RE active le facteur de transcription SREBP-1c qui est un des régulateurs majeurs de la lipogenese
hépatique (Ferré and Foufelle, 2010; Kammoun et al., 2009). D’autre part, le stress du RE diminue
I’export des AG en diminuant la synthése des VLDL via la dégradation de I’ApoB100 (Ota et al., 2008).
Ainsi, en favorisant la synthése et le stockage d’AG au niveau du foie, le stress du RE pourrait
entrainer I'accumulation d’espéces lipidiques néfastes a la signalisation insulinique. Chez des souris
obeses avec une stéatose hépatique, I'inhibition du stress du RE, entraine une diminution de la
lipogenese et de la stéatose ainsi qu’une amélioration tres nette de la sensibilité a I'insuline

(Kammoun et al., 2009).

3.4. GLUCOTOXICITE

Une hyperglycémie prolongée est capable d’altérer la sensibilité a I'insuline dans différents
tissus périphériques dont le foie, le muscle, le tissu adipeux, tout comme la capacité des cellules B a
sécréter de I'insuline (Hager et al., 1991; Kim et al., 2001; Leahy et al., 1986). La glucotoxicité s’exerce
a travers deux voies : la glycation des protéines d’une part et la voie des hexosamines d’autre part.

La glycation est un mécanisme trés sélectif, non enzymatique qui consiste en |'ajout de

molécules de sucres sur des protéines. Elle altére la structure mais également la fonction biologique
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des protéines concernées. D’ailleurs, le dosage de I'hémoglobine glyquée est un paramétre de
dépistage du diabeéte.

L'hyperglycémie augmente l'activité de la voie de synthese des hexosamines. Dans les
conditions physiopathologiques, cette voie promeut la résistance a I'insuline dans le tissu adipeux, le
muscle, le foie et le pancréas via des modifications post-traductionnelles d’O-Glc-NAcylation altérant
I"activité de différentes protéines de la voie insulinique. Ces protéines sont i) IRS-1 dont |'activité est
diminuée ii) le récepteur a I'insuline, ce qui altére sa dimérisation et iii) les facteurs de transcription
FoxO1 et ChREBP entrainant une augmentation de I’expression des genes de la néoglucogenése, de
la glycolyse et la lipogenése (Guinez et al., 2011; Housley et al., 2008; Marshall et al., 1991; McClain,
2002; McClain et al., 2002).

3.5. L'INFLAMMATION

L'obésité se caractérise par le développement d’une inflammation chronique de bas niveau

qui est considérée comme une composante essentielle en faveur de I'installation de la résistance a
I'insuline (Osborn and Olefsky, 2012). L'inflammation est la conséquence d’une infiltration de cellules
immunitaires dans le tissu adipeux et le foie qui entraine une réponse pro-inflammatoire (Sun et al.,
2011).
Les macrophages résidant dans le foie ou cellules de Kiipffer peuvent également agir sur la sensibilité
a linsuline. Ces derniéres sont activées par des toxines sécrétées par l'intestin, par des antigénes ou
des ligands qui atteignent le foie via la veine porte. Ces cellules de Kiipffer ainsi activées provoquent
une inflammation hépatique participant a la résistance a I'insuline (Baffy, 2009). Ainsi, la modification
de la flore ou de la barriére intestinale par un régime riche en lipides entraine la sécrétion
d’endotoxines qui activent les cellules de Kiipffer via I’activation du récepteur TLR4 (Toll-like receptor
-4) participant ainsi a la résistance a l'insuline hépatique (Shi et al., 2006b). De maniére intéressante,
certaines especes lipidiques activent également les cellules de Kupffer via les récepteurs TLR (Ehses
et al., 2010; Wu et al., 2010). Apres un régime riche en lipides, les cellules de Kipffer sont activées de
maniere transitoire avant méme qu’une infiltration de macrophages ne soit observée dans le tissu
adipeux. Ceci suggere, qu’en réponse a un régime riche en lipides, I'activation des macrophages a
lieu précocement et transitoirement dans le foie, puis de maniére importante dans le tissu adipeux
(Biewenga et al., 1995; Lanthier et al., 2010, 2011; Wouters et al., 2008).

Le tissu adipeux sécrete pres de 50 hormones et molécules de signalisation, appelées les
adipokines, qui peuvent décrire un rble pro- ou anti- inflammatoire contribuant ainsi a la résistance a
I'insuline (Waki and Tontonoz, 2007). Ces médiateurs pro-inflammatoires sont des cytokines, comme
le TNFa (Tumor Necrosis Factor a) et I'interleukine 6 (IL6). Elles modulent la sensibilité a I'insuline de
maniere directe en altérant I'activité d’effecteurs de la signalisation insulinique (phosphorylation
directe des protéines IRS) ou indirectement en stimulant des voies pro-inflammatoires telles que la
voie JNK ou la voie I-kappa B kinase B (IKKB)/NFkB comme décrit dans la figure 18 (Tilg and Moschen,
2008).
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Figure 18 : Inflammation et résistance a I'insuline
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Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par les cellules myéloides. || médie ses effets
d’insulino-résistance directement en induisant la phosphorylation des IRS sur des résidus sérine.
L’IL-6 est une cytokine pléiotrope qui joue un role central dans la régulation de I'inflammation. Dans
le foie, I'IL-6 exerce un effet pro-inflammatoire en activant I’expression de la protéine SOCS3.

Les protéines SOCS3 inhibent la signalisation insulinique en se liant au récepteur a l'insuline,
empéchant ainsi l'interaction de ce dernier avec IRS-1 et-2. De plus, elles peuvent également
interagir avec les protéines IRS-1 et -2 phosphorylées induisant ainsi leur ubiquitinylation et leur
dégradation par le protéasome.

Enfin, JNK inhibe directement IRS-1 par phosphorylation sur sérine 307 alors qu’IKK phosphoryle IRS-
1 en activant mTORC1 ce qui entraine la phosphorylation d’IRS-1 par la kinase S6K.

TLR : Toll Like Receptor; TNFa ; Tumor Necrosis Factor a; JNK: c-Jun N-terminal kinase; IKK : | KappaB
kinase ; IRS : Insulin Substrate ; SOCS3 : Suppressor of Cytokine Signaling ; SREBP1c : Sterol Regulatory
Element Binding Protein ; LPS : Lipopolysaccharide ; S6K : S6Kinase ; mTORC1 : mammalian Target Of
Rapamycine Complex 1
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Le TNFa a été la premiere cytokine décrite comme impliquée dans [l’initiation et la
progression de la résistance a I'insuline (Hotamisligil and Spiegelman, 1994; Hotamisligil et al., 1993).
Le TNFa est surexprimé dans le tissu adipeux d’animaux obéses. L'invalidation pour le TNFa ou son
récepteur protege les souris obeses contre le développement de la résistance a l'insuline (Uysal et
al., 1997). Chez 'Homme obéses et/ou diabétiques, les niveaux de TNFa dans le plasma ou le tissu
adipeux sont élevés (Kern et al., 1995).

L'IL-6 circulante est sécrétée, en partie, par le tissu adipeux (adipocytes et macrophages)

mais également par le muscle squelettique et le foie (Weisberg et al., 2003; Wieckowska et al., 2008).

Différents protéines vont relayer les effets des cytokines et des AGL au niveau du foie.

La famille des protéines SOCS (Suppressor of cytokine signaling) contient 7 membres, les
protéines SOCS-1 a -7. Ces protéines possédent un domaine « SOCS-box » contrblant la dégradation
des protéines avec lequel elles interagissent. Elles sont induites par les cytokines pro-inflammatoires
(TANTI et al., 2013). Au cours de I'obésité, I'expression des protéines SOCS est augmentée dans le
foie, les muscles ainsi que le tissu adipeux (Lebrun and Van Obberghen, 2008). Ainsi, la surexpression
de SOCS-1 et -3 dans le foie de souris ou le tissu adipeux diminue I'expression et la phosphorylation
sur tyrosine d’IRS-1 et -2 induite par l'insuline conduisant a une résistance a l'insuline (Shi et al.,
2006b; Ueki et al., 2005).

L'activité de JNK et IKK est augmentée dans le foie de patients obéeses. Ce sont des kinases
impliquées dans la production de médiateurs pro-inflammatoires et dans la résistance a I'insuline
(Donath and Shoelson, 2011; Solinas and Karin, 2010; Tanti and Jager, 2009). L’activation d’IKKB/NF-
KB dans les hépatocytes entraine une inflammation ainsi qu’une résistance a I'insuline associée a une
diminution de la capacité de l'insuline a inhiber la néoglucogenése et la production de VLDL
conduisant a une hypertriglycéridémie (Arkan et al., 2005; Cai et al., 2005; Diepen et al., 2011;
Tamura et al., 2007; Wunderlich et al., 2008). Récemment, il a été montré que I'invalidation de JNK-1
spécifiqguement dans les macrophages de souris entraine une obésité mais protége de la résistance a
I'insuline et de l'inflammation. Ainsi, I'expression de JNK par les macrophages est requise pour le
développement de la résistance a 'insuline et de I'inflammation induite par I'obésité (Han et al.,
2013).

Le foie est un organe central dans la régulation de I’homéostasie énergétique. De maniére
intéressante, a lui seul, il est capable de réaliser des fonctions diamétralement opposées :
capter/stocker ou sécréter des nutriments en fonction des besoins ressentis par I’organisme. Une
dérégulation de I'apport énergétique entraine une résistance a l'insuline qui altéere la capacité du
foie a maintenir ’'homéostasie glucido-lipidique. Méme si la stéatose est bénigne, elle peut évoluer
vers un état inflammatoire permettant la mise en place de pathologies plus graves.

La question se pose de savoir comment un seul et méme organe peut exercer des fonctions si

différentes de maniere réactive et le moins énergivore possible.
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Figure 19 : le lobule hépatique, les sinusoides et les différentes cellules du foie
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Le lobule hépatique appelé aussi acinus est la plus petite unité fonctionnelle du foie. Il est composé
de deux zones hépatiques : la zone périportale composée de la veine porte, I'artere hépatique et le
canal biliaire et la zone périveineuse composée de la veine centrolobulaire. Le lobule est traversé par
des sinusoides, délimités par les hépatocytes, reliant la zone périportale a la zone périveineuse.

CB : Canal biliaire ; VP : veine porte ; AH : artere hépatique.
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PARTIE Il — ORGANISATION STRUCTURALE ET FONCTIONNELLE
DU FOIE : INTRODUCTION A LA ZONATION HEPATIQUE

Le foie possede une structure particuliere puisqu’il est organisé en de multiples unités
fonctionnelles regroupant des hépatocytes dont les fonctions métaboliques peuvent étre différentes
voire opposées en fonction de I'état physiologique de I'organisme. C’est ce qu’on appelle la zonation
métabolique. Le concept de zonation a été proposé pour expliquer comment des hépatocytes
pouvaient exercer des fonctions différentes voire opposées dans le foie. Dans cette partie, je
détaillerai la notion de zonation ainsi que les déterminants ou éléments moléculaires, hormonaux ou

structuraux qui la régulent.

I. STRUCTURE ET ORGANISATION DU FOIE

1. LELOBULE HEPATIQUE OU ACINUS

L'unité fonctionnelle du foie est le lobule hépatique ou acinus. Il a une forme hexagonale et est
organisé autour de la triade portale composée de trois vaisseaux : une artére hépatique, une veine
porte et un canal biliaire et de la veine centrolobulaire. La veine porte achemine environ 70% du
débit sanguin aux hépatocytes. Ce sang est riche en nutriments et toxines provenant de I'intestin
(Malarkey et al., 2005). Les 30 % restant sont acheminés par I'artére hépatique qui apporte du sang
riche en oxygene provenant du coeur (Malarkey et al., 2005). Quelle que soit la fagon dont le foie est
sectionné, il présente basiquement toujours la méme apparence histologique c’est-a-dire de
multiples lobules hépatiques avec la veine centrolobulaire au centre entourée par 4 a 6 espaces
portes (Matsumoto and Kawakami, 1982) (Figure 19).

Les hépatocytes sont disposés de fagon radiale au sein du lobule formant ainsi des rayons, ou
travées de Remak, d’une a deux cellules d’épaisseur. Le sang traverse ces travées hépatocytaires via
des capillaires sinusoides, et sort par la veine centrolobulaire qui converge vers les veines sus-
hépatiques avant de rejoindre la veine cave inférieure. Les capillaires sinusoides n'ont pas de
membrane basale. En effet, la paroi endothéliale est discontinue et formée de deux types cellulaires :
les cellules endothéliales et les cellules de Kipffer. Les capillaires sinusoides assurent la circulation
sanguine depuis les vaisseaux contenus dans les espaces portes jusqu'a la veine centrolobulaire ; on
dit que la circulation sanguine du lobule hépatique est centripéte. Les canalicules biliaires sont
dépourvus de paroi propre. Les membranes plasmiques des hépatocytes voisins s'écartent en vis-a-
vis pour former le petit canalicule biliaire fermé étroitement par des complexes de jonction. Le
canalicule biliaire véhicule la bile de fagcon centrifuge, c’est-a-dire, en direction des espaces portes. A
leur proximité, il se continue par le passage de Hering pour aboutir au canal biliaire. L'espace de
Disse est le lieu privilégié des échanges entre les hépatocytes et le sang du capillaire (mélange des

sangs de l'artéere hépatique et de la veine porte). A son niveau, la membrane plasmique de
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I’hépatocyte est pourvue de nombreuses villosités. L'espace de Disse contient des éléments
conjonctifs : des fibres de réticuline et des cellules étoilées (appelées aussi cellules stellaires ou
cellules de Ito).

Selon la position qu’ils occupent dans I'acinus, les hépatocytes peuvent étre divisés en trois
zones (Figure 19). Les hépatocytes disposés en périphérie de la triade portale constituent les cellules
de la zone périportale tandis que les cellules disposées en périphérie de la veine centrolobulaire
constituent les cellules de la zone périveineuse. Les cellules situées entre ces deux zones constituent
par défaut les cellules de la zone intermédiaire.

Chaque lobule hépatique représente donc une unité microcirculatoire organisée autour de deux

zones : la zone périveineuse (PV) et la zone périportale (PP).
2. LES DIFFERENTS TYPES CELLULAIRES

Plusieurs types cellulaires peuvent étre trouvés dans le foie (Malarkey et al., 2005). Les
hépatocytes sont les cellules les plus nombreuses, représentant 60% des cellules et 80% de la masse
hépatique. On trouve également les cellules épithéliales biliaires ou cholangiocytes et des cellules
non épithéliales telles que les cellules endothéliales, les cellules de Kipffer, les cellules étoilées
(Malarkey et al., 2005).

2.1. L'HEPATOCYTE

Les hépatocytes sont des cellules polygonales de grande taille au noyau central, rond,
volumineux et au cytoplasme granuleux. lls sont parfois binucléés. Chaque hépatocyte est baigné par
du sang sur deux de ses faces. lls sont trés riches en organites intracellulaires (I'appareil de Golgi, les
réticulums endoplasmiques lisse et granulaire, les mitochondries) et contiennent d’abondants grains
de glycogéne. Cette richesse en organites cytoplasmiques témoigne d’une grande activité
métabolique. Le volume occupé par les mitochondries de la plupart des hépatocytes correspond a
environ 20 % de sa taille. Cependant, ce pourcentage est significativement inférieur dans les cellules
de la zone PV (Loud, 1968). Les mitochondries des cellules de la zone PV apparaissent donc de taille
plus petite, de formes plus allongées et beaucoup moins volumineuses que celles de la zone PP mais

qui sont, en revanche, plus nombreuses (Loud, 1968).

2.2. LES CELLULES EPITHELIALES BILIAIRES OU CHOLANGIOCYTES

Elles constituent la ligne de conduite pour le flux biliaire jusqu’a la vésicule biliaire. Les cellules
épithéliales biliaires sont des « effecteurs de communication » avec les cellules voisines en

produisant des molécules impliquées dans la croissance cellulaire.
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2.3. LES CELLULES ENDOTHELIALES SINUSOTDALES (CES)

Ce sont les premiéres barriéres entre le sang et I'hépatocyte. Elles filtrent les fluides et les
particules qui circulent entre le sang et I'espace de Disse (Braet and Wisse, 2002; Smedsrgd, 2004).
Elles représentent 20% des cellules du foie. Les CES sont des cellules endothéliales particulieres qui
sont fenestrées. Elles ne possedent pas de lame basale et peuvent transférer des molécules et

particules par endocytose (Braet and Wisse, 2002).

2.4. LES CELLULES DE KUPFFER

Situées dans les espaces de Disse, les cellules de Kupffer sont des macrophages résidents
dans le foie et représentent 15% des cellules du foie (Bykov et al., 2004; Malarkey et al., 2005). Elles
sont capables de proliférer et de phagocyter des particules étrangeres provenant de l'intestin.
Activées, elles produisent majoritairement des cytokines pro-inflammatoires. Le réle des cellules de
Kipffer varie selon leur localisation PV ou PP. En effet, des études immunohistochimiques ont
montré que les cellules de Kiipffer sont plus larges dans la zone PP et plus actives en terme de
phagocytose (Bouwens et al., 1986; Bykov et al., 2004; Daemen et al., 1989; Itoh et al., 1992; Sleyster
and Knook, 1982). Toutefois, les cellules de Kipffer dans la zone PV sécrétent plus de cytokines pro-
inflammatoires en réponse au LPS suggérant qu’elles jouent un réle actif dans la réponse

inflammatoire (Bykov et al., 2004).

2.5. LES CELLULES ETOILEES

Egalement situées dans I'espace de Disse, les cellules étoilées sont capables d’accumuler des
lipides a hauteur d’environ 20% de leur volume (Sasse et al., 1992). Elles représentent environ 5%
des cellules du foie (Wake, 2004). Elles sont légérement plus nombreuses dans la région PV
(Gebhardt, 1992). L'inflammation hépatique active les cellules étoilées quiescentes ce qui entraine
leur différenciation en myofibroblastes. Ainsi, elles générent de la matrice extra-cellulaire a I'origine

du développement de la fibrose (Czaja, 2014).

Les cellules du foie sont donc réparties le long de I'axe périveineux/périportal (PV/PP). Le long de
cet axe, leur nombre et leur activité varie. C’est particulierement le cas des hépatocytes dont
Vactivité métabolique varie le long de I’axe PV/PP. Cette spécialisation métabolique régionale des
hépatocytes répond de facon dynamique aux différents états physiologiques de I'organisme et
constitue un ensemble complexe de mécanismes conduisant au maintien plus efficace et adéquat

de I’lhoméostasie de I'organisme.
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Figure 20 : Zonation le long de I’axe porto-central
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Zonation des différentes voies métaboliques en fonction de la localisation des hépatocytes le long de
|’axe porto-central.

AG : Acides Gras ; AH : Artére Hépatique ; CB : Canalicule Biliaire ; VCL : Veine Centrolobulaire ; VP :
Veine Porte ; PV : Périveineux ; PP : Périportal
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Il. DES FONCTIONS METABOLIQUES ZONEES

Le foie joue un role important dans le métabolisme des principaux nutriments tel que les glucides,
lipides et protéines. Il a longtemps été imaginé que tous les hépatocytes étaient impliqués dans ces
fonctions de régulation mais il apparait maintenant de facon de plus en plus évidente que la
contribution relative des hépatocytes aux différentes fonctions du foie est la conséquence d’une
grande hétérogénéité. A la fin des années 70, I'équipe de Jungermann a montré, par des
immunolocalisations d’enzymes clés du métabolisme glucidique, que les hépatocytes sont spécialisés
différemment selon leur localisation le long de I'axe PV/PP (Sasse, 1975; Sasse et al., 1979). En 1992,
une étude a mis en évidence des contributions différentes des hépatocytes dans la synthése de la
bile (Gebhardt, 1992). Ceci a permis d’expliguer comment des fonctions opposées comme la
biosynthése et la dégradation d’'un méme nutriment (néoglucogenése/glycolyse) peuvent cohabiter

dans le foie (Katz and Jungermann, 1976). C'est le concept de zonation métabolique (Figure 20).
1. ZONATION DU METABOLISME GLUCIDIQUE

Le foie participe activement au captage et au métabolisme du glucose, a son stockage sous
forme de glycogéne et a la libération du glucose produit a partir du glycogéne (glycogénolyse). La
zonation du métabolisme glucidique est un bon exemple de zonation métabolique puisque la
glycolyse a lieu dans la zone PV alors que la néoglucogenése a lieu dans la zone PP (Jungermann and
Kietzmann, 1996).

1.1. METABOLISME DU GLYCOGENE

Des études menées chez le rat ont montré que durant la phase absorptive, le glucose est
majoritairement capté par les hépatocytes PV pour y étre transformé en glycogene (voie directe).
Lorsque la quantité en glycogene est suffisamment importante, le glucose est dégradé sous forme de
lactate via la glycolyse. Le lactate est alors transporté via la circulation sanguine et est capté par les
cellules périportales ou il est converti en G6P via la néoglucogenése puis en glycogene par la
glycogénogenese (voie indirecte) (Figure 21). Pendant le jeline, le glycogene est d’abord dégradé
sous forme de glucose via la glycogénolyse dans les hépatocytes périportaux, puis le glucose est
transformé en lactate via la glycolyse dans les cellules périveineuses. Le lactate est alors libéré dans
la circulation et rejoint les cellules périportales ou il est utilisé comme substrat de la néoglucogenese
afin de former du glucose qui sera libéré dans la circulation (Bartels et al., 1987, 1988). La
dégradation et la synthése de glycogene se produisent dans des régions hépatiques distinctes selon
les conditions nutritionnelles comme décrit dans la figure 21 (Sasse, 1975). Cependant, certaines
études montrent également que le métabolisme du glucose et les voies de synthése de glycogene

sont équivalentes dans les zones PP et PV (Cline and Shulman, 1991, 1995).
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Figure 21 : Modéle de zonation du métabolisme glucidique
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A I’état nourri, le glucose est capté par les hépatocytes périveineux ou il est, d’une part, stocké sous
forme de glycogene, et d’autre part, transformé en lactate via la voie de la glycolyse. Le lactate est
libéré dans la circulation puis est recapté par les hépatocytes périportaux ou il sert de substrat pour
la gluconéogenése pour la synthese de G6P. Le G6P produit est stocké sous forme de glycogéne.

A I'état de jeline, les hépatocytes périveineux hydrolysent le glycogéne en glucose. Le glucose est
transformé en lactate, sécrété puis utilisé par les hépatocytes périportaux qui captent également
I"alanine. Le lactate et I'alanine servent alors de substrats pour la gluconéogeneése. Le glucose,
provenant également de la glycogénolyse, est transporté vers le plasma.

AH : Artére Hépatique ; F6Pase : Fructose 1,6-bisphosphatase ; G6Pase : Glucose 6-Phosphatase ; GK :
Glucokinase ; L-PK : Liver-Pyruvate Kinase ; PEPCK : Phosphoénolpyruvate Carboxykinase ; PP :
Périportal ; PV : Périveineux ; VP : Veine Porte
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La spécialisation des hépatocytes dans certaines voies métaboliques distinctes s’explique par le
positionnement des hépatocytes au sein du lobule hépatique. La localisation et les conditions
nutritionnelles influencent, comme nous le verrons par la suite, les niveaux d’expression de génes de

la plupart des enzymes clés régulant ces voies métaboliques.

1.2. LANEOGLUCOGENESE

Les enzymes néoglucogéniques sont prédominantes dans la zone PP et nombre d'évidences
dans la littérature démontrent que la néoglucogenese se déroule davantage dans la zone PP (Anundi
et al., 1987; Bracht et al., 1994; Burns et al., 1996, 1999; Jones and Titheradge, 1996; Matsumura et
al., 1984; Quistorff, 1985; Quistorff et al., 1986; Rajas et al., 2007; Tosh et al., 1989) (Figure 21).

L'utilisation de la microdissection au laser a permis de déterminer les niveaux d’activité des
enzymes glucose-6-phosphatase et PEPCK tout au long de I'acinus (Braeuning et al., 2006). Cette
technique consiste a isoler, grace a un laser, les hépatocytes PV ou PP. Le foie est fixé, congelé puis
découpé en fines sections de quelques microns (8 a 20 uM d’épaisseur) (Emmert-Buck et al., 1996;
Kim et al., 2003; Marko-Varga et al., 2003; Wei et al., 2013). Le profil des activités de ces enzymes
indique bien que leur activité décroit de facon linaire de la zone PP vers la zone PV. Les activités
d’autres enzymes telles que la lactate déshydrogénase et I'alanine aminotransférase qui catalysent la
transformation des précurseurs néoglucogéniques, lactate et alanine en glucose, sont également
corrélées avec leur profil d’expression, s’exercant d’avantage dans la zone PP (Jungermann and Katz,
1989). Ainsi considérant la localisation des enzymes néoglucogéniques, il est admis que la
néoglucogenese s'effectue essentiellement dans la zone PP et est dépendante de la disponibilité des
substrats, de leurs cofacteurs et d'autres modulateurs intracellulaires (Gumucio, 1989; Matsumura et
al., 1984). En effet, la néoglucogenése est un processus nécessitant I'énergie du métabolisme

oxydatif et est donc accomplie dans la zone PP riche en oxygéne.

1.3. LA GLYCOLYSE

A l'inverse de la néoglucogenése, la glycolyse est un processus libérant de I'énergie et est
localisée en zone PV, pauvre en oxygene (Figure 20)

En effet, Matsumara et Thurman ont montré que I'activité glycolytique se déroule d’avantage
dans la zone PV par rapport a la zone PP (Matsumura and Thurman, 1983, 1984). L'expression des
enzymes limitantes de la glycolyse, la GK et la L-PK est régulée au niveau traductionnel et post-
traductionnel. Ainsi, alors que les ARNm de la GK et de la L-PK sont distribués de fagcon homogene
dans le parenchyme hépatique, les protéines et les activités enzymatiques montrent une localisation
prédominante dans la zone PV (Braeuning et al., 2006; Lamas et al., 1987; Trus et al., 1980).

En 2001, des études in vitro sur des hépatocytes en culture primaire ont montré que les
hépatocytes PV captent plus de glucose que les hépatocytes PP et synthétisent plus de lactate que
les cellules PP. Ces données confirment |'activité glycolytique des hépatocytes PV par rapport aux

hépatocytes PP (lkezawa et al., 2001).
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Figure 22 : Schéma hypothétique de la zonation lipidique

Glucose

CPT1

s

ACL, ACC, FAS Lipogenése

NADH, ATP Acétyl-CoA

)
)
\++ / Yetogenese N ) Estérification
§ )

Néoglucogenése Corps cétoniques

A I'état nourri, le glucose est capté par les hépatocytes périveineux. Apreés glycolyse, il est
transformé en acides gras via la lipogenése. Dans cette méme zone, les acides gras sont estérifiés
sous forme de TG puis stockés sous forme de VLDL.

A jeun, il semblerait que les acides gras soient pris en charge par les hépatocytes périportaux. Les
AGL provenant de la lipolyse du tissu adipeux sont captés par les hépatocytes périportaux. Grace a la
FABPc, ils sont dirigés vers la mitochondrie pour étre oxydés. L’acétyl-CoA est transformé en corps
cétoniques apres cétogenéese. L’Acétyl-CoA et les cofacteurs (NADH, ATP) seront ensuite utilisés par
la néoglucogeneése qui a également lieu dans cette zone hépatique.
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2. ZONATION DU METABOLISME LIPIDIQUE

L’accumulation des lipides est zonée dans le foie. Par des approches de spectrométrie de masse,
la répartition des lipides le long du lobule hépatique a été réalisée in situ sur des coupes de foies
provenant de sujets sains ou de patients ayant une stéatose hépatique. Cette analyse a permis de
montrer que dans le foie de patients sains |'accumulation de cholestérol se fait de fagon
prédominante dans la zone PP alors que les DAG et TG sont localisés dans la zone PV (Debois et al.,
2009). Par ailleurs une étude récente a montré que les phospholipides phosphatidylcholines (PC)
sont zonés (Wattacheril et al., 2013). Les PC sont impliqués dans I'intégrité des membranes et leur
fluidité ainsi que dans la formation des VLDLs (Li et al., 2006b; Yao and Vance, 1988). En effet, dans le
foie de sujets obéses non diabétiques, I'abondance des PC en fonction du nombre de carbones est
répartie différemment entre les zones PV et PP. De maniére intéressante, la PEMT
(phosphatidylethanolamine N-methyltransferase) impliquée dans la synthése des PC est localisée
exclusivement dans la zone PV (Wattacheril et al., 2013). Cette répartition est différente en fonction
des altérations du foie, a savoir dans un foie d’un patient avec une NAFLD ou une NASH. Ceci suggére
qu’il existe probablement une relation entre la nature et répartition des lipides le long de I'laxe PV/PP
et la progression vers des formes plus graves de NAFLD.

Dans le foie de rat, la lipogenése et I’estérification des AG a principalement lieu dans la zone PV
a I'état nourri (Guzman and Castro, 1990) (Figure 22). En termes d’enzymes, |'expression de la FAS
est plus importante dans la zone PV que dans la zone PP (Quistorff, 1985). La microdissection de foies
de rats révéle une augmentation de I'expression et de I'activité de I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) et
de I'ATP citrate lyase (ACL) dans les zones PV par rapport aux zones PP (Quistorff, 1985). Bien
gu’aucune différence n’ait été observée dans la sécrétion des VDLDs entre les hépatocytes PV et PP,
la synthése des VLDLs semble plus importante dans la zone PV (Guzman and Castro, 1990).

Ces données sont en accord avec le chapitre précédent, puisque la glycolyse ayant lieu dans la
zone PV, elle fournirait I'acétyl-CoA nécessaire a la synthése d’AG qui seraient ensuite stockés dans la
zone PV sous forme de VLDL.

Le captage des acides gras est également zoné. Des études d'immunohistochimie ont montré
gu’il y avait plus de L-FABP (liver fatty acid binding protein), impliquée dans le transport des AG, dans
la zone PP. Son expression diminue le long de I’axe PP/PV dans le foie de rats et humains (Bass et al.,
1989; Suzuki and Ono, 1987). La perfusion d’un foie entier isolé avec de |'acide stéarique fluorescent,
a montré une diminution de la fluorescence de la zone PP vers la zone PV indiquant un captage d’AG
plus important dans la zone PP (Bass, 1990; Fitz et al., 1991).

Enfin, la B-oxydation et la cétogenése sont décrites de maniére prédominante dans la zone PP
(Guzman and Castro, 1990; Tosh et al., 1989). De plus, I'activité de la CPT1 est plus importante en PP
(Katz et al., 1983). La CPT1 semble également moins sensible a I'effet inhibiteur du malonyl-CoA dans
la zone PP comparé a la zone PV, ceci serait une explication pour une activité plus importante dans
cette zone (Guzman and Castro, 1990; Guzmadn et al., 1995). Enfin, ces données suggerent que le foie
capte les AG dans les hépatocytes PP, zone dans laquelle ces derniers seront oxydés via la B-

oxydation.
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Figure 23 : Zonation du métabolisme du cholestérol
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La synthese du cholestérol commence par la condensation de 3 acétyl-CoA en HMG-CoA (B-
hydroxymethylglutaryl-CoA) grace a deux enzymes, la B-cétothiolase et I'HMG-CoA synthase. L'HMG-
CoA réductase catalyse la réaction suivante correspondant a la formation du mévalonate. Enfin, le
mévalonate est transformé en squaléne puis en lanostérol, le précurseur immédiat du cholestérol.
Cette synthése a lieu dans la zone périportale. Deux enzymes de la synthése d’acides biliaires a partir
du cholestérol sont localisées dans la zone périveineuse, dont CYP7A1 qui est une enzyme limitante.

CYP7A1 : Cytochrome P450 7A1; Cyp8b1 : sterol 12a-hydroxylase



Introduction

3. METABOLISME DU CHOLESTEROL

La synthese de cholestérol semble majoritairement localisée en PP. En effet, le marquage par
immunofluorescence a montré que I'HMG-CoA synthase (3-hydroxy-3-methylglutarate-CoA
synthase) et 'HMG-CoA réductase, deux enzymes limitantes de cette voie, sont principalement
localisées dans la région PP et peuvent également étre modulées en fonction des conditions
nutritionnelles (Li et al., 1988; Singer et al., 1984). Le profil d’expression de ces protéines est
différent de celui de leurs messagers qui est réparti le long du lobule. Cela suggére que ces protéines
sont régulées au niveau post-traductionnel (Kietzmann et al., 1997a).

Le foie est également le lieu de biosynthese de la bile a partir du cholestérol. Cette biosynthése
implique les enzymes Cyp7a-1 (cholesterol 7o —hydroxylase) et Cyp8b1 (sterol 12a-hydroxylase) qui
sont exprimées dans la zone PV. La zone PV est le site majoritaire de la synthese de novo d’acides

biliaires a partir du cholestérol (Groothuis and Meijer, 1992; Wang et al., 2007a) (Figure 23).
4. ZONATION DU METABOLISME DE LAMMONIUM

Le métabolisme de 'ammoniac, issu de la dégradation du groupement azoté des acides aminés,

est tres représentatif de la zonation hépatique (Figure 24).
Apres digestion et absorption, les protéines atteignent la veine porte sous forme d’acides aminés.
Ces acides aminés sont utilisés pour réapprovisionner le pool de protéines de I'organisme.
Contrairement au glycogeéne (source de glucose aprés glycogénolyse), il n’existe pas de stock
spécifique de protéines qui, apres dégradation, pourrait réapprovisionner le corps en acides aminés
en fonction des besoins. Les acides aminés, produits de la dégradation des protéines, sont utilisés
directement ou indirectement (via la néoglucogenése) pour produire de I'énergie. Ces réactions
libérent du CO; et de 'ammoniac (Jungermann and Kietzmann, 1996).

La synthese d’urée et la synthése de glutamine sont deux voies de détoxification de 'ammonium
utilisées par le foie. Ces deux voies sont actives dans deux compartiments différents. La voie de
I'uréogenese, un processus de basse affinité mais de haute capacité pour I'ammonium a lieu au
niveau des hépatocytes PP. Les enzymes de l'uréogenese telles que la carbamoylphosphate
synthétase 1 (CPS1) et 'arginase 1, qui catalysent la premiére et la derniere étape de cette voie
respectivement, sont localisées dans la région PP. Le maximum de 'ammonium est ainsi converti en
urée. L'ammoniac ayant échappé a cette voie est capté par les hépatocytes périveineux et est
condensé avec le glutamate pour former la glutamine. Cette réaction est catalysée par la glutamine
synthétase (GS) qui posséde une haute affinité mais une faible capacité pour 'ammonium et est
localisée tres précisément au niveau des deux premiéres rangées d’hépatocytes autour de la veine
centrolobulaire. La glutamine libérée dans la circulation est alors captée par le rein, d’'une part, qui
sécrete 'ammoniac sous forme d’ammonium dans I'urine, et par les hépatocytes PP, d’autre part, ou
I'ammoniac est transformé en urée (Desvergne et al., 2006; Gebhardt et al., 2007; Jungermann and
Kietzmann, 1996).
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Figure 24 : Zonation du métabolisme des acides aminés et de I'ammoniac
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L'uréogenése, dont la premiére étape est catalysée par la CPS1, se déroule dans la zone PP tandis
gue la synthese de glutamine, catalysée par la GS, a lieu dans la zone PV.

PP : Périportal; PV : Périveineux; VP : Veine Porte; AH : Artére Hépatique; AA : Acides Aminés; GS :
Glutamine Synthétase; CPS1 : Carbamoyl Phosphate Synthase 1
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5. METABOLISME DES XENOBIOTIQUES

La membrane cellulaire constitue une barriere efficace protégeant la cellule contre les molécules
toxiques et des xénobiotiques hydrosolubles. A I'inverse, les molécules hydrophobes ayant la faculté
de franchir aisément la membrane peuvent s’accumuler dans la cellule et atteindre rapidement un
seuil de toxicité. Au cours de leur évolution, les organismes ont développé des systémes limitant
I'accumulation de ces composés : il s’agit de transporteurs membranaires permettant une sortie
rapide des molécules indésirables et des systémes de conversion chimique en molécules plus
hydrophiles dont [I"élimination par les fluides corporels est ainsi facilitée. Les enzymes du
métabolisme des xénobiotiques, dont les cytochromes P450 (CYP ou P450), jouent un role central
dans les phénomeénes de biotransformation, du métabolisme et/ou de la détoxication de ces
composés étrangers a I'organisme (Hasler, 1999; Nelson, 1999). Le systeme P450 est responsable de
la conversion des xénobiotiques en produits sécrétables via la mono-oxygénation suivi par une
conjugaison avec de I'acide glucuronique ou de I'acide sulphurique. Des études ont montré que la
mono-oxygénation et la glucurono-conjugaison avaient lieu dans la zone périveineuse alors que la

sulfurono-conjugaison a lieu dans la zone périportale (Jungermann and Katz, 1989).
I11. LES SIGNAUX QUI CONTROLENT LA ZONATION

Comme nous l'avons vu précédemment, le lobule hépatique constitue une unité
microcirculatoire dans lequel le flux veineux traverse I'acinus de la zone PV vers la zone PP (Figure
21). Ce flux veineux est responsable de la mise en place de gradients d’oxygéne et de nutriments qui
environnent les hépatocytes et contribuent a leur hétérogénéité fonctionnelle (Gebhardt, 1992).

Par des approches de transplantation d’hépatocytes PP dans un environnement PV et vice-versa,
plusieurs études ont démontré que le microenvironnement dans lequel se situent les hépatocytes
constitue le facteur prépondérant quant a I’expression génique et les fonctions qui leur sont propres
(Gupta et al., 1999).

En traversant l'acinus, le sang se départit progressivement de tous les composés captés par
les hépatocytes et s'enrichit de tous ceux produits par ces derniers. De ce fait, les concentrations
sont directement déterminées par le métabolisme méme des hépatocytes au moment précis ou
chacun des composés traverse l'acinus (Jones and Titheradge, 1996). Pour la plupart de ces
métabolites, les variations de concentration sont proportionnelles a la distance franchie entre la
premiere cellule PP et la derniére cellule PV. C’'est le gradient sinusoidal. Cependant, il existe d’autres
gradients que I'on peut retrouver au sein des hépatocytes d’un acinus qui n‘ont pas trait a la

composition du sang tel que la densité de I'innervation.
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1. GRADIENT SINUSOIDAL

1.1. GRADIENT HORMONAL

Durant le passage du sang a travers le foie, la concentration de plusieurs hormones régissant
le métabolisme glucidique, insuline et glucagon, diminuent puisque le foie est le site ol elles sont

dégradées (Balks and Jungermann, 1984; Hagopian and Tager, 1987).

1.1.1. L'INSULINE

Le foie est I'organe de clairance de I'insuline et il est généralement accepté qu’environ 50 %
de l'insuline arrivant au foie est extrait de la circulation sanguine en un seul passage (Balks and
Jungermann, 1984; Ishida et al., 1983). Le récepteur de I'insuline, bien que détectable dans tous les
hépatocytes, I'est de facon prédominante dans les hépatocytes PV (Krones et al., 2000). Ceci va de
paire avec le principe de la zonation métabolique suggérant que la zone PV est le lieu privilégié ou se
produisent les activités métaboliques permettant de disposer du glucose soit en le dégradant par la
glycolyse ou en le stockant par la glycogénogenése par voie directe (Jungermann and Katz, 1989;
Jungermann and Kietzmann, 1996). Il est a noter toutefois que le messager du récepteur de l'insuline
est réparti uniformément dans le lobule hépatique suggérant donc une régulation post-
transcriptionnelle de la zonation du récepteur a l'insuline (Krones et al., 2000). Des expériences de

liaison utilisant de I'insuline marquée a l'iode'®

, ont montré que l'insuline se lie avec la méme
affinité sur son récepteur dans des hépatocytes PV et PP (lkezawa et al., 2001) alors que i) I'insuline
stimule d’avantage la synthése de glycogéne en PV qu’en PP et ii) elle contre-carre les effets du
glucagon sur la glycogénolyse spécifiquement dans les hépatocytes PV (Agius et al., 1990; Ikezawa et
al., 2001). Ceci souligne I'importance de comprendre la mécanistique post-récepteur qui permettrait

d’expliquer la différence d’action de I'insuline entre les hépatocytes PV et PP.

1.1.2. LE GLUCAGON

La concentration en glucagon varie le long de I'axe PV/PP. En effet, il est dégradé au fur et a
mesure de son passage le long de l'acinus (Balks and Jungermann, 1984; Jaspan et al., 1977).
Parallelement, il existe une prédominance de ’ARNm du récepteur du glucagon dans la zone PP
(Jungermann and Katz, 1989). Des expériences de mesures de I'activité de I'adénylate cyclase (AC)
dans des hépatocytes PV ou PP isolés par microdissection a partir de foies de rats a jeun et traités au
glucagon montrent que les hépatocytes PV présentent une activité AC significativement plus
importante que les cellules PP (Zierz and Jungermann, 1984). Toutefois, il a été montré que I'affinité
du glucagon pour son récepteur, la production d’AMPc ou de calcium ne varient pas entre les
hépatocytes PV et PP suggérant que des différences se manifesteraient en aval de ces messagers
(Ikezawa et al., 1998). Ainsi, des hépatocytes PP isolés a partir de foies de souris nourries présentent

une augmentation de la néoglucogenése plus importante par rapport aux hépatocytes PV lorsqu’ils
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sont incubés avec du glucagon pendant 14 heures (Tosh et al., 1988). La glycogénolyse induite par le

glucagon semble plus active en PV qu’en PP (Tosh and Agius, 1994).

1.2. GRADIENT D’OXYGENE

Au cours de son passage dans les sinusoides, la teneur en oxygéne du sang diminue. Elle
passe de 65 mmHg (16% de pression en oxygeéne) dans I’espace porte a 35 mmHg (8% de pression en
oxygeéne) dans la zone PV (Jungermann and Katz, 1989; Jungermann and Kietzmann, 2000). Ce
gradient d’oxygéne représente un déterminant majeur de la zonation hépatique en agissant sur la
régulation a court terme des voies métaboliques de production et d’utilisation du glucose
(Jungermann and Katz, 1989; Jungermann and Kietzmann, 2000). En effet, la production de glucose
via la néoglucogenése se situe dans la zone la plus oxygénée c’est-a-dire, la zone PP. A l'inverse,
I'utilisation du glucose via la glycolyse est décrite dans la zone PV, zone moins aérobie (Zierz et al.,
1983). Wolfe et Jungermann ont été les premiers, en 1985, a montrer que |'effet inhibiteur et
inducteur du glucagon sur la glycolyse et la néoglucogenese respectivement, était plus important a
de forte pression en oxygene (Wolfle and Jungermann, 1985). Par la suite, il a été montré que
I'induction de I'expression de la PEPCK par le glucagon est potentialisée a une pression en oxygene
PP (Hellkamp et al.,, 1991; Kietzmann et al., 1993, 1996). Parallelement, I'induction de la GK par
I'insuline est plus importante sous une tension PV de 8% d’oxygéne (Kietzmann et al., 1997b). Dans le
méme sens, il a été montré que le récepteur au glucagon était principalement exprimé sous forte
pression d’oxygéne alors que le récepteur a l'insuline s’exprime plutot sous une pression faible en
oxygeéne (Krones et al., 1998, 2000).

Des expériences de transfections transitoires dans des hépatocytes en culture primaire ont
montré que la modulation par I'oxygene de I'induction glucagon-dépendante de la PEPCK était due a
la présence d’un « normoxie response element » (NRE) dans le promoteur de ce géne (Kietzmann et
al.,, 1997a). L'implication d’un facteur de transcription faisant le lien entre pression en oxygéne et
expression des genes glycolytiques a été mise en évidence, il s’agit de HIF-1 (Hypoxia-inducible factor
1) (Semenza et al., 2000). Il est considéré comme le principal régulateur des genes sensibles a
I’oxygene en se liant au au domaine HRE (hypoxia-response element) contenu dans le promoteur de
ses génes cibles (Beck et al., 1991; Bunn and Poyton, 1996; Semenza et al., 2000).

Les HIF (Hypoxia-inducible factors) sont des facteurs de transcription hétérodimériques
composés d’une sous-unité a et une sous-unité . Ces deux unités font partie de la grande famille
des facteurs de transcription bHLH-PAS (basic-helix loop helix / Per-ARNT-SIM). La composante béta
également appelée ARNT1 pour «aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator» est exprimée de
fagcon constitutive dans le noyau de la cellule pour la détoxification de celle-ci. Il existe 3 sous-unités
a, HIF-1a, HIF-2a et HIF-3a.

HIF-1a active bon nombre de génes a des tensions faibles en oxygene y compris des genes
codant des enzymes de la glycolyse telle que la phosphofructokinase, I’énolase, la GK et la L-PK en
réponse a I’hypoxie (Semenza et al., 1994, 1996).

En ce qui concerne la zonation, une expérience d’hybridation in situ a permis de montrer que les

transcrits HIF1a, HIF2a et HIF3a sont exprimés dans la zone PV mais que les protéines nucléaires ne


http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=BHLH-PAS&action=edit&redlink=1
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Figure 25 : Anatomie du systéme nerveux hépatique
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Le plexus antérieur se forme autour de I'artere hépatique ; le plexus postérieur autour de la veine
porte. Ces différents plexus suivent ces structures pour entrer par I’hile du foie par I'espace porte.
Ces plexus portent des fibres afférentes et efférentes d’origine sympathique et para-sympathique.

Figure 26 : Anatomie intrinséque des fibres nerveuses sympathiques et para-sympathiques
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|"aire portale. Chez I'Homme, les fibres sympathiques rejoignent la zone périveineuse
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sont pas zonées (Kietzmann et al., 2001). En revanche, HIF-1a est capable d’induire I'expression de la
GK et de la L-PK, enzymes de la glycolyse, dans la zone PV en réponse a I’hypoxie (Roth et al., 2004;
Krones et al., 2001; Kietzmann et al., 2002). De méme, il a été montré que HIF-2a dans des
conditions d’hypoxie semblables a celles retrouvées dans la zone PV, inhibe la néoglucogenése (Wei
et al., 2013).

Ces données suggerent que dans la zone PV, HIF-1a induit la glycolyse alors que HIF-2a

inhibe la néoglucogenése.

2. GRADIENT DE LA CAPACITE DE TRANSPORT

GLUT2 est le transporteur majoritaire du glucose dans I’hépatocyte adulte. Il est particulierement
exprimé dans le foie (Pessin and Bell, 1992; Thorens, 1996). Du fait de son Km élevé, GLUT2 permet
I’entrée et la sortie du glucose par diffusion facilitée (Ogawa et al., 1996). On le retrouve
majoritairement localisé dans la zone PP ce qui va de paire avec le concept de zonation métabolique
décrivant que la zone PP est davantage responsable des voies métaboliques conduisant a la
production de glucose. En revanche, GLUT2 est moins exprimé dans la zone PV ol I'entrée du glucose

est favorisée par un métabolisme actif dépendant de la GK qui est principalement exprimée en PV.
3. GRADIENT DE LA DENSITE D’INNERVATION

Les nerfs pénétrent dans le foie sous la forme d’'un plexus de fibres sympathiques et para-
sympathiques autour de I'artere hépatique et de la veine porte (Sasse et al., 1992) (Figure 25). Les
fibres sympathiques dérivent des nerfs splanchniques et les fibres para-sympathiques dérivent des
nerfs vagaux. Les nerfs splanchniques et vagaux pénétrent au niveau de la triade portale (Gardemann
et al., 1992).

La densité de I'innervation intra-lobulaire varie selon les espéces. Chez le rat et la souris, seules
qguelques fibres sympathiques innervent la zone PP, le signal nerveux se propage aux autres cellules
par des jonctions serrées (Reilly et al., 1978; Seseke et al., 1992) (Figure 26).

Les premiéres données mettant en relief le contréle de la sécrétion de glucose par le systeme
nerveux autonome ont été menées par Claude Bernard. Le contenu en glycogene hépatique peut
étre modulé par des stimuli neuronaux indépendamment de I'influence des hormones circulantes (Yi
et al., 2010).

Chez des animaux dont on a retiré le pancréas, la stimulation électrique du nerf splanchnique
diminue le contenu en glycogéne hépatique et engendre un relargage important de glucose d’une
part en augmentant l'activité de la glycogéne phosphorylase et de la glucose-6-phosphatase et
d’autre part, en inactivant partiellement la phosphorylase phosphatase (Edwards, 1971; Shimazu and
Amakawa, 1975; Shimazu and Fukuda, 1965). De maniére alternative, la stimulation du nerf vague
accélere la synthese de glycogene et cet effet peut étre totalement contrecarré apres stimulation du
nerf splanchnique (Shimazu, 1967, 1971). Des données récentes ont montré que I'administration

centrale d’insuline permettait de diminuer la glycémie. Cet effet inhibiteur de I'insuline sur la



Introduction

Figure 27 : Conséquences métaboliques de I’activation des fibres nerveuses sympathiques et para-

sympathiques
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production hépatique de glucose est bloqué lorsqu’une vagotomie ou une sympathectomie est
réalisée (van den Hoek et al., 2008; Pocai et al., 2005).

Concernant le métabolisme des lipides, une dénervation du systéme sympathique diminue
I’expression de la CPT responsable du transfert des acides gras a longue chaine dans la mitochondrie
(Carrefio and Seelaender, 2004). A I'inverse, la stimulation du systeme sympathique hépatique par la
noradrénaline, inhibe la synthése de TG et de I’'apoB ainsi que la sécrétion de VLDL (Brindle and
Ontko, 1988; Tavares and Seelaender, 2008; Yamauchi et al.,, 1998). L'innervation du systéme
sympathique inhibe la cétogenese induisant ainsi sur une diminution de la sécrétion de corps
cétoniques par le foie (Beuers et al., 1986; Yamamoto et al., 1995) (Figure 27).

Des études de perfusion de foie isolé, moins invasives, ont permis de démontrer I'importance de
I'innervation du foie ainsi que les relais moléculiares impliqués. En effet, la stimulation du nerf
splanchnique entraine une augmentation de la production de glucose et de lactate en paralléle d’'une
diminution de la formation de glutamine, d’urée et de corps cétoniques (Jungermann et al., 1987;
Niijima and Fukuda, 1973). Ces effets impliquent principalement les récepteurs a-adrénergiques et a
un degré moindre, les récepteurs B-adrénergiques (Seydoux et al., 1979; Ulken et al., 1991).

Cependant, la relevance physiologique de l'innervation sympathique dans la production de
glucose est constamment débattue. Par exemple, des souris déficientes en récepteurs al-
adrénergiques présentent une augmentation du contenu en glycogéene hépatique parallelement a un
fort tonus parasympathique (Burcelin et al., 2004). Cependant, le blocage des récepteurs a et B
pendant I'exercice (a I'origine d’une sécrétion d’adrénaline) ne modifie pas la production hépatique
de glucose (Coker et al., 1997).

Enfin, dans des modeéles de foie perfusé, la manipulation neuronale peut engendrer une
modulation de I’hémodynamique. Par exemple, l'acétylcholine peut étre a I'origine d’une
vasoconstriction et en conséquence modifier le flux sanguin et la concentration en oxygene apportée
au foie ce qui diminuerait le métabolisme glucido-lipidique dépendant de I'oxygéne que nous avons

décrit dans la partie précédente (Vatamaniuk et al., 2003).
4. |MPORTANCE DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

La matrice extracellulaire est essentielle pour maintenir la différenciation des hépatocytes et
intervient également dans d’autres processus tels que la prolifération (Bedossa and Paradis, 2003).
Cette matrice est composée de molécules de collagenes de type |, lll et V, qui sont de type fibrillaires,
et localisées majoritairement au niveau de I'espace porte et autour de la veine centrolobulaire
permettant ainsi de maintenir la structure du foie grace a leur forte résistance. Le collagene de type
IV, plus flexible, en association avec la laminine et I’entactine forme un réseau tridimensionnel le
long du sinusoide. La densité de la matrice est importante car elle facilite les échanges entre le
plasma et la cellule (Martinez-Hernandez and Amenta, 1993). La zonation du collagéne le long de
I’axe porto-central détermine également la taille des fenestrations des cellules endothéliales. Ainsi
plus la quantité en collagéne augmente, plus le nombre de fenestrations des cellules endothéliales

diminue (McGuire et al., 1992). Les fenestrations sont, en effet, plus petites et plus nombreuses prés
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Figure 28 : Mode d’action d’HNF4 dans la zonation hépatique
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HNF4 participe a la zonation hépatique. Il est exprimé dans tout le lobule et favorise I'expression de
génes PP. Dans la zone PP, en absence de B-caténine, HNF4 se lie au HRE situé dans le promoteur de
la GS et réprime son expression. Dans cette méme zone, il se lie au promoteur de génes PP et active
leur expression.

En revanche, dans la zone PV, la B-caténine est présente et titre HNF4. Elle se lie a TCF pour activer
I’expression de génes PV et réprimer I'expression de génes PP.

HRE: HNF Responsive element ; WRE : Wnt responsive element ; GS : Glutamine synthetase : CPS1 :
Carbamoyl phosphate synthase 1
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de la veine centrolobulaire. Les hépatocytes ont alors une capacité de filtration plus importante. De
plus, les cellules endothéliales interviennent également dans le maintien de la zonation. En effet, la
destruction de ces cellules dans la zone PV du foie par traitement avec du CCl4 (un métabolite
toxique) abolit I'expression de la GS. L'expression de la GS n’est rétablie que lorsque les hépatocytes
sont a nouveau en contact avec les cellules endothéliales de la veine centro-lobulaire lors de la
régénération hépatique. Ces données montrent I'importance des cellules non-parenchymateuses

dans I'établissement de la zonation hépatique (Kuo and Darnell, 1991).

5. IMPLICATION DES CELLULES NON PARENCHYMATEUSES

D’autres cellules non-parenchymateuses ont également un réle dans la zonation hépatique. En
effet, les cellules étoilées et les cellules de Kupffer, localisées majoritairement en PP, participent au
maintien du phénotype PP des hépatocytes. La co-culture d’hépatocytes avec des cellules étoilées ou
en présence de facteurs provenant du milieu de culture des cellules étoilées permet de maintenir le

phénotype PP des hépatocytes (Krause et al., 2009).
6. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION HNF4a

Hepatocyte nuclear factor 4-a appartient a la superfamille des récepteurs aux hormones
stéroidiennes et thyroidiennes. HNF4a est une protéine qui se lie a I’ADN sur les promoteurs de ses
génes cibles sous la forme d’un homodimeére. Chez I'adulte, HNF4 est principalement exprimé dans le
foie, I'estomac, le rein et les ilots pancréatiques (Miquerol et al., 1994; Sladek et al., 1990). Il interagit
avec des éléments régulateurs présents dans les promoteurs de genes impliqués dans le
métabolisme du cholestérol, des AG, des acides aminés et du métabolisme du glucose (Duncan et al.,
1994; Hall et al., 1995; Mietus-Snyder et al., 1992). Une expérience de ChlIP-seq a permis d’identifier
la liaison de HNF4 sur uniquement 40% des promoteurs actifs (c’est-a-dire occupés par I’ARN
polymérase Il et donc possiblement transcrits) dans le foie (Odom et al., 2004).

Au niveau de la zonation hépatique, HNF4a est impliqué dans la régulation de I'expression de
génes PP tels que la PEPCK ou la glucose 6-phosphatase et de génes PV tels Cyp7al (Christ et al.,
1988; Massillon et al., 2003; Twisk et al., 1995) (Figure 28). HNF4a peut également se lier au
promoteur de la GS et inhiber I'expression de cette derniére en recrutant une « histone deacetylase
1 » (HDAC1). En conséquence, dans les foies de souris invalidés pour HNF4a, I'expression de la GS
initialement limitée a la zone PV, se retrouve plus globalement exprimée dans la zone PP. Ceci est
également le cas pour d’autres enzymes dont I'expression est restreinte la zone PV telles que I'OAT
et TRB. De facon surprenante, I'expression de la PEPCK reste présente bien que réduite dans la zone
PP par un mécanisme similaire a celui de la GS. Toutefois, I'invalidation d’HNF4a n’élimine pas pour
autant le gradient d’expression PV/PP de ces génes suggérant qu’HNF4a n’est pas primo-
déterminant dans la mise en place du gradient PV/PP d’expression des génes hépatiques. En effet,
I’expression de Cyp3A4 qui est localisée comme I'OAT, la GS et TRP dans la zone PV, est inhibée en

absence d’HNF4a alors qu’on s’attendrait a une augmentation. De méme I'expression de CPS1, une
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Figure 29 : Acteurs moléculaires de la zonation métabolique
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Dans la zone PV, les facteurs HIF1la et HIF2a activés par I’"hypoxie sont impliqués dans la régulation
de la glycolyse et la néoglucogenése, respectivement. La voie Wnt/B-caténine, active dans cette
zone, est impliquée dans la régulation du métabolisme azoté.

Dans la zone PP, la voie MAPK et le facteur HNF4 inhibent la synthése de glutamine.

AG : Acides Gras ; AH : Artere Hépatique ; CB : Canalicule Biliaire ; VCL : Veine Centrolobulaire ; VP :
Veine Porte
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cible PP, n’est pas affectée par I'invalidation de HNF4a dans le foie (Stanulovi¢ et al., 2007). Ainsi,

HNF4a peut moduler la zonation sans pour autant la « gouverner » (Lindros et al., 1997) (Figure 29).
De maniére intéressante, des données récentes ont mis en relief une convergence entre HNF4a

et la voie Wnt/B-caténine dans la régulation de I’expression en gradient de certains génes

hépatiques. Nous le verrons dans une prochaine partie plus précisément.
7. LA VOIE DE SIGNALISATION RAS-MAPK

La voie RAS-MAPK est impliquée dans la régulation de I'expression des génes PP (Figure 29). La
premiere étude impliquant cette voie dans la zonation métabolique dérive de |'observation des
tumeurs mutées pour RAS présentant un panel d’expression de génes PP (Braeuning et al., 2007a).
De plus, un gradient PP/PV de la forme phosphorylée de Erk, une cible de RAS, a été décrit. Erk serait
donc plus phosphorylé dans la zone PP (Hvid et al., 2011). L’activation de la voie RAS/MAPK induit la
phosphorylation de Erk dans les cellules PP (qui n’expriment pas la GS ou autres genes périveineux)
(Braeuning et al., 2007b; Hailfinger et al., 2006). De plus, I'induction de la voie RAS/MAPK inhibe
I’expression de la GS (Braeuning et al., 2007b).

Ces données suggerent que la voie RAS-MAPK favorise donc I'expression de genes PP alors

gu’elle inhibe celle des génes PV (Hijmans et al., 2014).
8. LES mi-ARNS

Les microARNS (mi-ARNs) constituent un groupe de petits ARNs non codant de 18 a 25
nucléotides. Chez I’'animal, les miARNs répriment la traduction de leur ARNm cibles en s’y appariant
partiellement dans leur région codante ou 3’UTR (untranslated region) (Bartel, 2004). De plus, les
miARNs peuvent directement dégrader leur ARNm cible par clivage (Yekta et al., 2004). Les miARNs
régulent donc I’expression des genes a un niveau post-transcriptionnel en empéchant leur traduction
sous forme de protéines. Une étude a mis en évidence le role des miARNs dans la zonation
métabolique en invalidant Dicerl. Ce gene code la protéine Dicer qui clive les pré-miARNs en miARNs
matures et fonctionnels. L'invalidation de Dicer altere la localisation des génes PP dont I’expression
s’étend vers la zone PV. L'expression zonée des genes PV est moins affectée (Sekine et al., 2009). Si la
perte d’expression de Dicer indique un réle des miARNs dans la zonation, on ne connait pas de
maniere claire quels sont précisément les miARNs impliqués. En effet, il existe environ 100 miARNs
chez I'Homme qui régulent I'activité de plus de 60% des genes codant des protéines et un unique

miARN pourrait cibler plus d’'une centaine d’ARNm (Friedman et al., 2009).
9. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION PPARa

Les proliférateurs du peroxisome ont été initialement décrits comme des composés impliqués
dans le cancer du foie chez le rat induisant des modifications dans I'ultrastructure hépatique telles

qgue des proliférations du RE ou des peroxysomes (Reddy et al., 1980). Cette classe de molécule est
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maintenant connue comme agissant via |’activation de PPARa (peroxisome proliferator-activated
receptor a) (Issemann and Green, 1990). Le potentiel carcinogene de cette classe de molécules a été
mis en évidence avec I'utilisation du WY, un agoniste du récepteur PPARa, qui induit 100% des
cancers multifocaux dans le foie de rats apres une année (Cattley et al., 1991). Le ciprofibrate et le
methyl-clofenapate (MCP) sont des ligands de PPARa induisant également une carcinogenése
hépatique (Meyer et al., 2003; Mukherjee et al., 2002). La synthése d’ADN conséquente a I’activation
de PPARa joue un réle important dans la carcinogenése (Marsman et al., 1988). En 2008, Al Kholaifi
et al., ont montré par une marquage anti-BrdU que |’activation de PPARa par le ciprofibrate induit
une réplication d’ADN préférentiellement dans la zone PP chez le rat et de maniere pan-lobulaire
chez la souris (Kholaifi et al., 2008). Ces données suggérent une activité de PPARa préférentiellement
dans la zone PP. Ceci est en accord avec le métabolisme lipidique puisque la B-oxydation qui est

notamment sous le controle de PPARa, est localisée dans la zone PP.
10. LA VOIE WNT/B-CATENINE

La voie Wnt/B-caténine est une voie trés importante dans la zonation hépatique (Figure 29).

C’est ce que nous allons détailler dans la partie 3 de cette introduction.

Toutes les cellules hépatiques contribuent a la zonation hépatique. Toutefois, I’hépatocyte
demeure 'acteur principal de cette zonation a travers I’activité des diverses voies métaboliques qui
s’exercent en son sein. Cette zonation métabolique est intimement liée a différents gradients tels
que celui de I'oxygéne et des hormones (insuline et glucagon) qui vont exercer leur action de
maniére directe ou via des facteurs de transcription (Figure 29). Le fait que cette zonation
métabolique soit dynamique et s'adapte selon plusieurs situations physiologiques et/ou
expérimentales constitue un important mécanisme par lequel le foie répond aux différents besoins
énergétiques de l'organisme. La voie Wnt/B-caténine joue également un réle clé dans cette

zonation hépatique comme nous le verrons dans le chapitre suivant.
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Figure 30 : Signalisation Wnt/B-caténine

Modeéle actuel

En absence W En présence
de Wnt

Nouveau modele

En absence

Clevers and Nusse, 2012

Le complexe de destruction est constitué de la protéine échafaudage Axine, la protéine APC et les
kinases GSK3p et CK1. Dans le modéle actuel, en absence de ligand Wnt, le complexe de dégradation
lie et phosphoryle la B-caténine. Cette derniére quitte le complexe de dégradation pour étre
ubiquitinylée par B-TrCP (qui lie le motif phosphorylé de la B-caténine) puis dégradée par le
protéasome. Wnt induit I'association de I’Axine avec LRP phosphorylé. Le complexe de dégradation
est dissocié et la B-caténine stabilisée.

Un nouveau modeéle basé sur |'étude endogene des composés du complexe de destruction a été
proposé. En absence de ligand Wnt, le complexe de dégradation réside dans le cytoplasme ou il lie,
phosphoryle et ubiquitinyle la B-caténine par la protéine B-TrCP. Le protéasome recycle le complexe
en dégradant la B-caténine. Wnt induit I'association du complexe intact avec le récepteur LRP
phosphorylé. Ainsi, le complexe de dégradation continue de phosphoryler la B-caténine mais
I"'ubiquitination par B-TrCP est bloquée. Les protéines B-caténine nouvellement synthétisées
s’accumulent et peuvent rejoindre le noyau.

Dvl : Dishevelled ; CK1, Caséine Kinase 1 ; APC : Adenomatous Polyposis Coli ; 8-TrCP : B8-transducin
repeat containing protein ; GSK38 : Glycogen Synthase Kinase 3 8 ; LRP : Lipoprotein Related Protein
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PARTIE Ill — IMPLICATION DE LA VOIE WNT/B-CATENINE DANS
L’HOMEOSTASIE HEPATIQUE

Depuis l'identification du premier géne Wnt en 1982 (Nusse and Varmus, 1982), I'étude des
Whnts a montré leur implication dans tous les aspects de la biologie du développement, allant de
I’établissement de la polarité d’une seule cellule dans un tissu a la spécialisation de I'axe de
I’organisme entier. Au niveau cellulaire, les ligands Wnts sont décrits comme des régulateurs de
I"auto-renouvellement des cellules souches, de I'apoptose et de la motilité cellulaire. Pendant le
développement, I'implication des Wnts est observée a des étapes aussi précoces que les premiers
clivages du zygote alors qu’a I’état adulte, ils régulent I’homéostasie tissulaire de la peau, de I'intestin
et du foie par exemple. L'ensemble de ces données suggére un réle déterminant de cette voie dans
les processus biologiques de fagon générale. De ce fait, la dérégulation de cette voie engendre de
multiples désordres tels que le cancer ou un vieillissement prématuré (Clevers and Nusse, 2012).

La signalisation Wnt se caractérise par la liaison d’un ligand extracellulaire constitué par la
glycoprotéine sécrétée Wnt, sur son récepteur Frizzled et co-récepteur LRP (Lipoprotein Receptor-
related protein) qui induit une cascade de signalisation intracellulaire (Clevers and Nusse, 2012). On
qualifie la voie Wnt de « canonique » lorsque la cascade intracellulaire induite fait intervenir la -
caténine. Initialement, la B-caténine a été identifiée dans les cellules épithéliales comme
interagissant avec le domaine cytoplasmique de I’E-cadhérine. Mais c’est aussi une molécule de
signalisation qui agit comme un coactivateur/répresseur des facteurs de transcription TCF/LEF
(lymhoid enhancer factor/T-cell factor) et régule I'expression de génes cibles de Wnt. La voie Wnt
« non canonique » est moins étudiée que sa consoeur. Elle implique : i) la voie Wnt/signalisation
calcique qui régule le flux de calcium via la protéine G, ii) la voie Wnt/polarité cellulaire qui active la
protéine G trimérique et Dishevelled, et régule le cytosquelette d’actine et I'adhésion cellulaire ; iii)
et enfin, la voie Wnt/PKA impliquée, en autre, dans la myogenése (Jessen, 2009; Tada and Kai, 2009;
Wada and Okamoto, 2009).

Dans le cadre de notre étude, nous n’étudierons ici que la voie Wnt/p-caténine « canonique ».

IV. TRANSDUCTION DU SIGNAL WNT PAR LA VOIE « CANONIQUE »

La transduction du signal Wnt/p-caténine induit le passage de la B-caténine du cytoplasme
vers le noyau ol elle module I'expression de genes cibles (Figure 30). Lorsque la voie n’est pas
activée, c’est-a-dire, en absence de ligand Wnt, la B-caténine peut étre localisée a la membrane
cellulaire d’une part ou dans le cytoplasme d’autre part, ol elle est sujette a un cycle de
synthése/dégradation continu par un complexe de dégradation. Ce complexe comprend la protéine
échafaudage Axine, la protéine APC (Adenomatous Polyposis) et les kinases GSK3p et caséine kinase

1 (CK1). Il induit la phosphorylation de la 3-caténine et sa dégradation par le protéasome.
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En présence du signal Wnt, le complexe de dégradation est recruté a la membrane plasmique
via I'adaptateur Dishevelled (Dsh) permettant ainsi la stabilisation de la B-caténine dans le cytosol et
son accumulation. La B-caténine entre ensuite dans le noyau en tant que co-activateur/répresseur
transcriptionnel en interaction avec les facteurs de transcription de la famille Lef/Tcf (lymhoid
enhancer factor/T-cell factor). Ainsi, elle agit sur les promoteurs des génes dépendant de la voie Wnt.

Dans cette partie, nous allons décrire les différentes étapes de la signalisation Wnt/f3-
caténine allant de la sécrétion des ligands Wnt et leur liaison a leur récepteur, a I'activité trans-

activatrice de la -caténine dans le noyau.

1. SECRETION ET TRANSPORT DES LIGANDS WNTs

1.1. LES LIGANDS WNTs : DESCRIPTION

Le premier membre de la voie Wnt a été identifié chez la Drosophile Melanogaster qui
exprime le gene Wingless, noté Wg et dont la mutation entraine une perte de I’aile. Quelques années
plus tard, Nusse et Varmus ont découvert que l'oncogéene mammaire « int-1» chez la souris,
orthologue du gene de la drosophile Wingless, engendre la formation de tumeur. La contraction de
ces deux noms, Wg et int-1, a donné lieu au premier membre de la voie Wnt, maintenant appelé
Wnt-1. Tous les métazoaires expriment les génes Wnt. Le génome de la souris et de 'Homme
exprime 19 ligands Wnt. D’aprés leur séquence nucléotidique, tous les génes Wnt codent des
protéines sécrétées.

Les protéines Wnt se caractérisent par la présence de 22 résidus cystéine conservés, dont la
majorité est engagée au sein de ponts disulfures et maintiennent la structure secondaire globulaire
de la protéine. Les ligands Wnts existeraient sous forme de diméres, maintenus par des ponts
disulfures mais cette observation n’a pas été confirmée avec des ligands Wnt purifiés et
biologiquement actifs (Burrus and McMahon, 1995; Cha et al., 2008). De plus, I'observation récente
de la structure obtenue par cristallographie a haute résolution du Wnt8 du Xénope suggere que tous
les résidus cystéine sont impliqués dans des ponts disulfures intramoléculaires plutot
gu’intermoléculaires (Janda et al., 2012). Ces données structurales mettent également en évidence
I'importance des domaines amino- et carboxy-terminaux des Wnt dans l'interaction avec son
récepteur Fzd (Janda et al., 2012).

Par ailleurs, la séquence primaire des Wnts présente de nombreuses caractéristiques propres
aux protéines sécrétées, notamment, une séquence signale de sécrétion constituée de 20 acides
aminés hydrophobes située dans la partie amino-terminale. En plus de son implication dans la
sécrétion de la protéine Wnt, cette région joue également un réle important dans |'activité des
protéines. Un exemple nous est donné dans le contexte de cancers (Bauer et al., 2013). Le géne
Whnt5a produit 2 isoformes qui different dans leur partie amino-terminale : une forme longue notée
Whnt5a-L (Wnt5a-Long) et une forme courte Wnt5a-S (Wnt5a-Short). Ces deux isoformes matures et

sécrétées sont différentes mais présentent la méme stabilité, hydrophobicité et le méme potentiel
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activateur de la voie Wnt/p-caténine. Cependant, elles exercent des activités distinctes dans les
cellules cancéreuses. La forme longue inhibe la prolifération alors que la forme courte active la
croissance cellulaire. Dans des cancers agressifs, I'expression de Wnt5a-L est diminuée alors que celle
de Wnt5a-S est augmentée. Ceci permet d’expliquer pourquoi Wnt5a peut agir comme un géne
suppresseur de tumeur dans le carcinome colorectal alors qu’il induit la progression tumorale dans le
carcinome gastrique en activant I’expression de geénes pro-prolifératifs tels que cyclineD1 et c-myc
(Bauer et al., 2013). Des modifications de la séquence amino-terminale des Wnt représentent donc
un mécanisme a l'origine de régulation ou de l'altération de l'activité de la voie Wnt. En effet, la
protéine transmembranaire « Tiki » fonctionne comme une protéase et clive les huit acides aminés
amino-terminaux des protéines Wnt, réduisant ainsi leur capacité de liaison a leur récepteur et donc
I'activité de la voie.

Parmi les 19 ligands Wnt décrits, 11 d’entre eux sont exprimés dans le foie adulte. Méme si
I’hépatocyte constitue la cellule hépatique exprimant majoritairement ces ligands, les cellules
épithéliales biliaires ainsi que les cellules de Kiipffer participent également a leur sécrétion (Zeng et
al., 2007).

Enfin, bien que de nombreuses études définissent les Wnts comme « canoniques » ou « non
canoniques », aucune distinction dans la séquence ou la structure des Wnts n’a été identifiée. Il
semblerait que leurs différences d’action soient liées au contexte cellulaire plus qu’aux propriétés
intrinseques de ces derniers. En ce sens, Wnt5b considéré comme Wnt « non canonique » peut agir
« canoniguement » en activant le signal B-caténine dans certains contextes (Binari et al., 1997;
Mikels and Nusse, 2006).

1.2. MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DES WNTs

Dés la traduction et I'adressage au RE les Wnts s’associent a de nombreuses enzymes qui les
guident vers 'espace extracellulaire. Les compartiments vésiculaires intermédiaires a travers lesquels
passent les Wnts et I'ordre dans lequel se succédent les modifications post-traductionnelles ne sont
pas encore bien élucidés. Néanmoins, la signalisation Wnt est dépendante du niveau de sécrétion de
Wnt qui est, lui-méme, contrélé par une série de modifications post-traductionnelles (Berthiaume,
2014). Les deux modifications principales des Wnt sont la glycosylation et I'acylation.

Le nombre et la position des sites de glycosylation varient significativement entre les Wnts.
Par exemple, Wntl et Wnt3a portent respectivement 4 et 2 N-glycosylations alors que le WntD de la
Drosophile ne semble subir aucune modification post-traductionnelle (Ching et al., 2008a; Tang et al.,
2012). Ainsi, une mutagéneése dirigée contre les sites de glycosylation entraine un effet mineur sur
|"activité de Wntl (Mason et al., 1992). A l'inverse, la sécrétion des Wnt3a et Wnt5a mutés sur leurs
sites de glycosylation est significativement altérée suggérant que i) la glycosylation des Wnts joue un
role important dans la sécrétion des Wnts (Komekado et al., 2007; Kurayoshi et al., 2007) et ii) qu’il
n’existe pas de sites de glycosylation conservés entre les différents Wnts.

Contrairement a la glycosylation, I'acylation est communément admise comme absolument
nécessaire pour l'activité et la sécrétion des Wnts. La glycosylation semble précéder I'acylation

puisque des Wnts non glycosylés ne sont pas acylés et, en conséquence, non sécrétés (Komekado et
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Figure 31 : Structure du ligand Wnt.

i Palmitoleic acid

Palmitoleic acid

ey

PERSPECTIVES

Willert and Nusse, 2012

A- Représentation du Wnt8 du Xénope. Le palmitoléate est représenté en rose. Il augmente
I’hydrophobicié du ligand Wnt et lui permet de s’accrocher a la membrane puis de se lier au
récepteur. Les domaines de glycosylation sont représentés en jaune.

B- Structure secondaire du Wnt8 du Xénope. Les ponts disulfures sont représentés en orange
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al., 2007). Des études de spectrométrie de masse du Wnt3a purifié ont identifié deux groupes acyls
attachés de fagon covalente : un acide palmitique (AG saturé) lié via une liaison thioester a un résidu
cystéine (on parle de palmitoylation) et un acide palmitoléique (AG mono-insaturé) lié via un
oxyester a un résidu sérine (ou palmitoléylation). Ces résidus sont conservés entre les différents
membres de la famille Wnt (Willert et al., 2003). De maniére contrastée, la cristallographie du Wnt8
du Xénope a montré que seule la sérine est acylée (Janda et al., 2012). Le résidu cystéine reste
enchassé dans la structure de la protéine, formant un pont disulfure avec un autre résidu cystéine. La
présence de 'acide palmitoléique est un élément déterminant et limitant puisqu’il intervient dans
I'interaction entre le ligand Wnt8 du Xénope et son récepteur Fzd (Janda et al., 2012) (Figure 31).
Enfin, 'importance de I'acylation est également vérifiée chez les Mammiféres puisque la mutation de
la sérine en position 209 du Wnt3a engendre une protéine non fonctionnelle et trés peu sécrétée
(Takada et al., 2006). L’acylation est essentielle pour la liaison de Wnt3a a la membrane, son trafic
intracellulaire, sa sécrétion et sa liaison a son récepteur (Takada et al., 2006).

Tres récemment, Gao et Hannoush ont mis en évidence le spectre d’AG capable d’acyler les
ligands Wnt. lIs ont pu montrer que I'acide palmitoléique comme d’autres AG comportant entre 13 et
16 carbones, peuvent étre incorporés a la sérine209 mais ne se lient pas a la cystéine 77 (Gao and
Hannoush, 2013).

Enfin, la palmitoylation est une réaction réversible puisque la liaison thioester entre I'AG et le
résidu sérine peut étre clivée par une thioestérase. Des cycles réguliers de palmitoylation et
dépalmitoylation entrainent une association réversible a la membrane permettant ainsi aux
protéines palmitoylées de circuler a travers de multiples compartiments sub-cellulaires. Ces
protéines s’inserent ainsi dans des domaines spécifiques de la membrane appelés radeaux lipidiques
ou rafts (Resh, 2012).

1.2.1. LA PORCUPINE, UNE ACYLTRANSFERASE POUR LES WNTs

Il existe deux groupes de protéines « palmitoyl acyltransferases » (PATs) impliqués dans
I’acylation de protéines. Le premier est responsable de la palmitoylation de protéines cytoplasmiques
ou liées a la membrane. Ce sont les les PATs de la famille DHHC. Elle tient son nom de la présence
d’un motif Asp-His-His-Cys conservé nécessaire a son activité. La seconde famille de PATs, est la
famille MBOAT (membrane-bound-O-acyl transferase) qui lie un palmitate ou d’autres AG a des
protéines. Les MBOATSs ont d’abord été découvertes par des études bioinformatiques et 'homologie
de la Porcupine avec les protéines de la famille MBOAT a permis de faire I'hypothése que la
Porcupine pourrait catalyser le transfert des lipides sur le résidu sérine (Hofmann, 2000).

Les mutations du gene Porcupine humain, gene lié au chromosome X, engendre une maladie
génétique rare appelée I'hypoplasie dermique focale (FDH, focal dermal hypoplasia ou syndrome de
Goltz). Elle se caractérise par une atteinte cutanée et des anomalies trés variées pouvant affecter les
yeux, les dents, le squelette, le systéme nerveux central et les systéemes urinaire, gastro-intestinal et
cardiovasculaire (Grzeschik et al., 2007; Wang et al., 2007d). La mutation du gene de la Porcupine est

|étale chez les males pendant le développement embryonnaire. Au contraire, les femmes
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Figure 32 : Spécificité des MBOAT

Substrat protéique Substrat lipidique

Hhat Voie Hedghog Palmitate (C16:0)
Rasp
Porcupine Wg et Wnts Palmitate ?

Palmitoleate (C16:1)
GOAT Ghreline Octanoate (C8:0)

Chague MBOAT est spécifique d’une voie de signalisation. Hhat/Rasp est une acyltransférase pour
les protéines Hh chez la mouche et les mammiferes. La Porcupine est impliquée dans I'acylation de
Wg et des Wnts. La GOAT médie I'incorporation d’un octanoate sur la ghréline, hormone qui stimule
I"appétit.

GOAT : Ghrelin O-acyltransferase ; Hhat : Hedgehog acyltransferase ; Hh : Hedghog ; MBOAT :
Membrane bound O-acyl transferase
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hétérozygotes survivent grace a la présence du second chromosome X mais présentent de
nombreuses anomalies.

Au niveau moléculaire, la perte de fonction ou l'invalidation de la Porcupine entraine la
rétention et 'accumulation des Wnts dans le RE alors que sa surexpression induit une augmentation
de la fraction de Wnts acylée et sécrétée (Galli et al., 2007; van den Heuvel et al., 1993; Kadowaki et
al., 1996). La Porcupine transfere spécifiquement des AG mono-insaturés, elle n’est donc pas
impliquée dans la palmitoylation des Wnts avec le palmitate (Rios-Esteves and Resh, 2013). De plus,
la Porcupine est spécifique de la voie Wnt/B-caténine et n’est pas impliquée dans d’autres voies de
signalisation telles que la voie Hedgehog (Buglino and Resh, 2012) (Figure 32). La signalisation Wnt
est donc finement associée et régulée par la Porcupine (Proffitt et al., 2013). En ce sens, la Porcupine
est une cible pour le développement de drogues capables de moduler I'activité de la voie Wnt dans
des pathologies liées a la suractivation de cette derniére (Chen et al.,, 2009; Dodge et al., 2012;
Proffitt et al., 2013). Une petite molécule inhibitrice de Porcupine, LGK974 (disponible
commercialement sous le nom de C59) a été développée et est actuellement en phase | d’essais
cliniques dans les traitements contre les cancers du sein.

Enfin, Gao et Hannoush ont été les premiers a démontrer que la Porcupine serait également
S-palmitoylée sur sa face cytosolique. Selon les auteurs, cet effet n’est pas auto-catalytique mais
probablement relayé par d’autres membres de la famille des acyltransférases DHHC-PAT. De maniere
surprenante, la perte de la palmitoylation de la Porcupine entraine une légére augmentation de la
voie Wnt suggérant que la sécrétion des Wnts serait finement controlée par la palmitoylation dans

une boucle de régulation négative (Gao and Hannoush, 2013).

1.3. SECRETION DES WNTs

Une fois acylés au sein du RE, les ligands Wnts sont transportés vers I'appareil de Golgi puis
vers la membrane plasmique avant d’étre libérés dans le milieu extracellulaire (Figure 33). Le
récepteur Wntless (WIs aussi connu sous le nom d’« Eveness interrupted » (Evi), Sprinter, MIG-14,
Gprl77), est une protéine a 7 domaines transmembranaires qui se lie et accompagne Wnt de
I"appareil de Golgi vers la surface de la cellule (Bartscherer et al., 2006; Goodman et al., 2006). La
mutation de ce récepteur entraine une accumulation de Wnt dans le Golgi (Cauchi and Froguel,
2008). La liaison de WIs a Wnt3a nécessite I'acylation de ce dernier sur la sérine 209. En effet,
I'utilisation d’un ligand Wg de la Drosophile lié constitutivement a la membrane appelé WgNRT a
montré que la seule association a la membrane ne suffit pas a induire I'interaction de Wg et WIs
suggérant que I'acylation par la Porcupine est un pré-requis pour I'interaction fonctionnelle de Wnt a
WIs (Herr and Basler, 2012). Des expériences de mutation ont mis en évidence qu’un second acide
aminé conservé entre les différents ligants Wnt, la sérine 239, est nécessaire pour l'interaction de
WIs avec les Wnts, a I'exception de WntD de la Drosophile (Herr and Basler, 2012). En effet, WntD ne
requiert ni Porcupine ni Wls pour sa sécrétion et son activité (Ching et al., 2008b).

L'acidification des vacuoles est également nécessaire a la sécrétion des Wnts (Coombs et al.,

2010). L'inhibition de la V-ATPase, une pompe a protons requise pour I’acidification des vacuoles,
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Figure 33 : Voie de sécrétion des Wnts
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Apres traduction, les ligands Wnts subissent une série de modifications dont une acylation avec du
palmitoléate par la protéine Porcupine dans le RE. Les Wnts sont ensuite pris en charge par la
protéine WIs dans I'appareil de Golgi avant d’étre sécrétés.

Les protéines WIs sont recyclées grace a des complexes Rétromére qui sont des complexes
protéiques impliqués dans le recyclage des protéines membranaires.

Wis : Wntless ; PCN : Porcupine
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empéche WIs de se détacher de Wnt. En conséquence, le complexe Wnt-WIls s’accumule dans la
cellule et dans la membrane plasmique (Coombs et al., 2010). Cependant, quoiqu’essentielle, une
diminution du pH n’est pas suffisante pour dissocier le complexe Wnt-WIs. Deux laboratoires
indépendants ont identifié des membres de la famille de protéines p24 comme récepteurs cargo
impliqués dans le transport et la sécrétion des Wnts (Buechling et al., 2011; Port et al., 2011). Malgré
le désaccord de ces deux équipes sur le membre exact de la famille p24 impliqué dans ce processus,
elles confirment toutes deux que ces protéines cargos régulent spécifiquement la sécrétion de Wg,
ne participant pas au transport d’autres molécules « signal » telles que Hedgehog par exemple. Ainsi,
les protéines Wnt ne traversent pas la membrane par transport passif ou diffusion facilitée mais
requierent des protéines cargo spécifiques comme les protéines de la famille p24 ou des récepteurs
transmembranaires hautement conservés, pour sortir du RE (Willert and Nusse, 2012).

Une fois Wnt libéré, le récepteur WIs est recyclé via des endosomes et des complexes
rétromeres vers le Golgi d’ou il pourra a nouveau escorter de nouveaux Wnt matures a la surface
cellulaire (Belenkaya et al., 2008; Coudreuse et al., 2006; Franch-Marro et al., 2008; Port et al., 2008;
Prasad and Clark, 2006; Yang et al., 2008).

1.4. LES WNTS DANS LEUR ENVIRONNEMENT EXTRACELLULAIRE

L'action des Wnts n’est pas seulement autocrine. En effet, les Wnts peuvent agir sur des
cellules éloignées de leur lieu de production (environ 20 cellules de distance) (Zecca et al., 1996). Les
ligands Wnt étant hydrophobes, plusieurs mécanismes existent pour permettre leur diffusion dans
un milieu aqueux : par diffusion latérale ou par transport avec des lipoprotéines (Port and Basler,
2010) (Figure 35). Dans ce premier modele de diffusion latérale, les Wnts sont liés a la surface
membranaire par des molécules appelées HSPG (Heparan sulfate proteoglycans). Ces protéines
localisées a la surface cellulaire et dans la matrice extracellulaire, se lient aux Wnts et régulent leur
distribution (Yan and Lin, 2009).

Un autre modele de transport a été proposé dans lequel les ligands Wnts acylés sont associés
a des lipoprotéines sur la face extracellulaire de la cellule pour permettre leur trafic. Ce mécanisme a
été confirmé avec le Wg de la Drosophile et le Wnt3a des Mammiferes (Neumann et al., 2009;
Panakova et al., 2005).

2. ACTION DES LIGANDS WNTS SUR LEURS CELLULES CIBLES : CONSEQUENCE SUR LA B-
CATENINE

La B-caténine est une protéine de 92 kDa faisant partie de la superfamille des protéines a
répétition Armadillo (ARM). Elle est composée de 12 motifs Armadillo répétés appelés R1 a R12
formant une structure en hélice. Les domaines N et C-terminaux sont non structurés et forment des
interactions dynamiques avec ces répétitions ARM (Huber et al., 1997; Xing et al., 2008). Par ailleurs,
les motifs ARM forment un sillon chargé positivement qui favorise I'interaction de la B-caténine avec

d’autres composants de la voie
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Figure 34 : Transport des ligands Wnt

ml Fzd - LRP5/6
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Adapté de Port et Basler, 2010

Les ligands Wnts sont soit transportés par diffusion latérale aidée par des protéines HSPG qui
tapissent la surface cellulaire soit transportés par des lipoprotéines.

HSPG : Heparan sulfate proteoglycan ; Wis : Wntless
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Whnt tels que APC, Axine, TCF/LEF ou encore la E-cadhérine (Graham et al., 2000; Huber and Weis,
2001; Huber et al., 1997; Xing et al., 2004).

2.1. EN ABSENCE DE WNT : SIGNALISATION CYTOPLASMIQUE DE LA B-CATENINE

En I'absence d’activation du récepteur par le ligand Wnt, la B-caténine peut étre localisée a la
membrane cellulaire ou prise en charge dans un complexe de dégradation et subir un cycle de

synthése/dégradation.

2.1.1. LA B-CATENINE MEMBRANAIRE

Dans une cellule épithéliale non stimulée, la B-caténine est localisée au niveau des jonctions
adhérentes, en interaction avec I'E-cadhérine et I'a-caténine. Ce complexe est essentiel a I'adhésion
des cellules épithéliales et constitue un lien entre le cytosquelette d’actine et les complexes
jonctionnels.

Le clivage protéolytique des cadhérines par des protéases permet de libérer la B-caténine
membranaire, augmenter la quantité de B-caténine soluble dans le cytoplasme et activer la
transcription des genes cibles de Wnt (Marambaud et al., 2002; Maretzky et al., 2005; Reiss et al.,
2005; Uemura et al., 2006).

Il existerait deux pools distincts de B-caténine, I'un correspondant a une B-caténine sous
forme monomérique et l'autre, sous forme de dimére. La forme monomérique participerait
préférentiellement a la signalisation Wnt alors que la forme dimérique se lierait aux cadhérines
(Gottardi and Gumbiner, 2004).

2.1.2. LA B-CATENINE DANS LE COMPLEXE DE DEGRADATION

Les protéines Axine et APC sont des protéines « suppresseurs de tumeurs » indispensables a
la formation du complexe de dégradation (Figure 30). En effet, ce sont des protéines d’échafaudage
qui interagissent avec toutes les protéines du complexe et permettent ainsi le rapprochement de la
[B-caténine avec les deux kinases, GSK3[3 et CKla. Ainsi, dés sa liaison avec I’Axine, la région N-
terminale de la B-caténine se positionne pour une rapide phosphorylation sur la sérine 45 par CK1.
Ceci entraine une série de phosphorylation sur les sérine 37 et 33 et la thréonine 41 par la GSK3f
(Amit et al., 2002; Liu et al., 2002). Les kinases CK1 et GSK3B phosphorylent également APC ce qui
augmente son affinité pour la B-caténine. APC entre alors en compétition avec |’Axine pour
finalement la remplacer. Il a donc été proposé que la phosphorylation d’APC permet de détacher la
B-caténine de I’Axine facilitant I’entrée d’une nouvelle B-caténine au sein du complexe (Ha et al.,
2004; Kimelman and Xu, 2006). Une fois la B-caténine phosphorylée, sa séquence consensus de
destruction est reconnue par la protéine B-TRCP (8-transducin repeat containing protein), une sous-
unité spécifique de I'ubiquitine ligase SCF (Jiang and Struhl, 1998; Kitagawa et al., 1999; Lagna et al.,
1999; Liu et al., 1999; Marikawa and Elinson, 1998). La liaison de SCF #TR" 3 |a B-caténine catalyse son

ubiquitination puis sa dégradation par le protéasome.
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Ce processus de dégradation semble régulé par la phosphatase PP2A qui déphosphoryle la 3-
caténine ce qui diminue sa dégradation. En absence d’APC, la [-caténine phosphorylée est
déphosphorylée par la PP2A et n’est donc plus ubiquitinylée par la SCF #™’  De plus, I'invalidation
de la PP2A entraine une dégradation excessive de la B-caténine membranaire (Kimelman and Xu,
2006; Su et al., 2008).

2.2. EN PRESENCE DE WNT : LOCALISATION NUCLEAIRE DE LA B-CATENINE

2.2.1. ACTIVATION DES RECEPTEURS DE WNT

Les ligands Wnt se lient a un complexe hétérodimérique comprenant des récepteurs de la
famille Frizzled (Fzd) et des protéines LRP5/6. Ces récepteurs Fzd sont des protéines a sept domaines
transmembranaires qui présentent une structure commune a celle des récepteurs couplés aux
protéines G (GPCR). Wnt se lie au domaine riche en cystéine (CRD, cysteine rich domain) de Fzd avec
une affinité de I'ordre du nanomolaire (Bhanot et al., 1996; Hsieh et al., 1999). La structure du
domaine CRD présente un sillon hydrophobe qui interagit avec le lipide présent sur le ligand Wnt
(Janda et al., 2012) (Figure 31).

Lorsque Wnt se lie a son récepteur, |'adaptateur cytoplasmique Dishevelled (Dsh) est
phosphorylé et recruté du c6té cytoplasmique du récepteur Fzd (Rothbacher et al., 2000; Seménov
and Snyder, 1997; Yanagawa et al., 1995). L’interaction entre Dsh et Fzd est importante pour la
transduction du signal Wnt (Tauriello et al., 2012; Wong et al., 2000, 2003). Dsh et Axine partagent
des domaines DIX (Dishevelled-Axine) qui peuvent se polymériser et sont indispensables au
recrutement du complexe GSK3[3/Axine au récepteur (Schwarz-Romond et al., 2007).

Le récepteur LRP5/6 contient dans son domaine intracellulaire cing motifs PPPSPxS essentiels
a la transmission du signal Wnt. Chacun de ces motifs est suffisant pour activer la voie Wnt
(MacDonald et al., 2009; Tamai et al., 2004; Zeng et al., 2005). Ainsi lorsque Wnt se lie a LRP5/6, le
motif PPPSPxS est phosphorylé par CKI (Khan et al., 2007; Pan et al., 2008; Zeng et al., 2005).

LRP5/6 phosphorylé présente une grande affinité pour I’Axine et entraine le recrutement du
complexe GSK3B-Axine a la membrane (Mao et al.,, 2001; Zeng et al., 2008). Ce complexe ainsi
adressé phosphoryle a son tour le motif PPPSP de LRP5/6 et crée une boucle de régulation positive,
amplifiant I'activation du signal Wnt (Baig-Lewis et al., 2007).

Si le recrutement de I'Axine par LRP5/6 est communément admis, deux modeéles existent
quant au devenir du complexe de dégradation et en particulier, de son activité kinase, aprés liaison
de Wnt a son récepteur. Ces deux modeles sont décrits dans la figure 30.

Le premier modele qui est le « modele actuel » propose plusieurs mécanismes basés sur
I'inhibition de I'activité kinase de GSK3B puis la dissociation du complexe alors que le nouveau
modeéle proposé récemment montre que la liaison de Wnt au récepteur ne modifie pas la
composition du complexe et n’affecte pas I’activité des kinases CK1 et GSK3f (Li et al., 2012a; Saito-
Diaz et al., 2013).

Le premier modele est le fruit d’expérience de surexpression des différents composés du

complexe de dégradation alors que le second modeéle étudie, par des approches
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d’'immunoprécipitation, les composés du complexe endogénes ce qui peut expliquer les différences

observées.

2.2.1. MODIFICATIONS POST-TRADUCTIONNELLES DE LA B-CATENINE

La B-caténine subit différentes modifications post-traductionnelles (Figure 35). En effet, cette

derniere peut étre phosphorylée, acylée ou O-GIcNAcylée modifiant sa stabilité, son activité ou son
interaction avec le facteur TCF4 (Gao et al., 2014).
Ainsi, outre les phosphorylations séquentielles sur sa partie N-terminale par CK1 et GSK3B, la B-
caténine est également phosphorylée par Akt et la PKA. Il a été montré qu’Akt et PKA phosphorylent
la B-caténine sur la sérine 552 in vitro et in vivo. La surexpression d’Akt dans des cellules A431
(carcinome épidermoide humain) induit la phosphorylation de la B-caténine sur la sérine 552 (Fang et
al., 2007). Ceci entraine sa dissociation de la membrane et son accumulation nucléaire. La
phosphorylation de la B-caténine par Akt sur sérine 552 augmente I'interaction de la B-caténine avec
la protéine 14-3-3 T et donc sa stabilité dans des cellules ovariennes de Hamster chinois (CHO). Ceci
induirait un changement conformationnel de la B-caténine empéchant la liaison de B-TrCP et donc sa
dégradation (Fang et al., 2007; Tian et al., 2004). La phosphorylation de la B-caténine par Akt induit
I’expression de genes impliqués dans la croissance cellulaire tels que c-myc et cyclineD1 ainsi que des
génes impliqués dans I'invasion des cellules tumorales tels que MMP7 et TWIST1 (Fang et al., 2007).
La phosphorylation de la B-caténine sur sérine 552 par la PKA est mineure et son effet peu compris
(Taurin et al., 2006).

La B-caténine est également phosphorylée par la PKA sur la sérine 675 in vitro (Hino et al., 2005;
Taurin et al., 2006). En effet, dans des cellules issues lignées COS7 et HEK293, la stimulation de la PKA
par des activateurs pharmacologiques, induit la phosphorylation de la B-caténine. Cette
phosphorylation augmente I’activité transcriptionnelle de la B-caténine méme si des effets différents
sur la stabilité de la B-caténine ont été observés dans différents modeles cellulaires (Hino et al.,
2005; Taurin et al., 2006).

La B-caténine est également acétylée sur différents sites par des histones acétyltransferases tel
que le complexe CBP/p300. Il a notamment été montré que la surexpression de la protéine CBP dans
des cellules HEK293 acétyle la B-caténine sur la lysine 49 (Wolf et al., 2002). La mutation de la lysine
empéche son acétylation et augmente son activité transcriptionnelle sur le promoteur du gene c-myc
mais n’a aucun effet sur les autres génes cibles de la voie Wnt suggérant que |'acétylation de la B-
caténine sur la lysine 49 régule I'action de la voie Wnt sur certains génes cibles (Wolf et al., 2002). De
plus, la surexpression de la protéine p300 dans des lignées cellulaires (HeLa et HEK293) acétyle la B-
caténine sur la lysine 345 dans son domaine Armadillo R6, augmentant son affinité pour TCF4 et son
activité co-activatrice de maniére TCF-dépendante (Lévy et al., 2004). Dans des lignées de carcinomes
(ovarien, mammaire et colorectal), lorsque la voie Wnt est activée, de fortes concentrations de
glucose augmentent I'acétylation de la B-caténine en induisant I'expression de p300 d’une part, et en
inhibant I'activité désacétylase de SIRT1 (Sirtuine 1) d’autre part. Ces événements permettent
|’acétylation de la B-caténine et son accumulation nucléaire (Chocarro-Calvo et al., 2013). Toutefois,

I’effet de I’acétylation varie en fonction du type cellulaire puisque dans des cellules souches
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Figure 35 : Modifications post-traductionnelles de la B-caténine
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La B-caténine subit différentes modifications post-traductionnelles impactant positivement (rose) ou

négativement (gris) sur son activité transactivatrice. Les effets variant en fonction du promoteur ou
du type cellulaire apparaissent en gris/rose.

B-TrCP : B6-transducin repeat containing protein ; GSK38 : Glycogen Synthase Kinase 3 8 ; CBP : CREB

Binding Protein ; TCF : T-cell Factor, OGT : O-GlcNAc-transferase ; CK1 : Caséine Kinase 1 ; PKA :
Protéine Kinase A.
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mésenchymateuses (MSCs), la désacétylation de la B-caténine par SIRT1 permet I'accumulation de la
B-caténine dans le noyau et l'augmentation de la transcription des génes nécessaires a la
différentiation des MSCs (Simic et al., 2013).

Enfin, I’O-GIcNAcylation de la B-caténine induit des effets différents en fonction du type
cellulaire étudié. Ainsi, dans des cellules non-cancéreuses, I'O-GlcNAcylation de la 3-caténine régule
la localisation cellulaire de la B-caténine au niveau du cytosol ou a la surface des cellules épithéliales
en association avec I'E-Cadhérine (par un mécanisme non élucidé) et limite ainsi sa disponibilité
nucléaire et son activité transcriptionnelle. A I'inverse, dans des cellules cancéreuses de prostate ou
du sein (CaP et MCF7), I'O-GlcNAcylation de la B-caténine est diminuée par rapport a des cellules
saines, entrafnant I'accumulation nucléaire et une augmentation de son activité transcriptionnelle de
la B-caténine (induction de la cycline D1) (Sayat et al., 2008; Zhu et al., 2001). Trés récemment, il a
été confirmé, par une approche de mutagenese dirigée que la sérine 23 est un site important de la O-
GlcNAcylation de la B-caténine régulant sa distribution subcellulaire. Plus précisément, la mutation
de la sérine 23 entraine une relocalisation de la B-caténine du noyau vers la membrane plasmique ou
elle interagit notamment avec I'E-cadhérine (Ha et al., 2014).

A l'inverse, des souris soumises a un régime riche en glucose/glucosamine présentent une
augmentation de la quantité de B-caténine totale et GlcNacylée. De plus, dans des cellules de cancer
colorectal et de cancer du sein (HCT116, HT29 et MCF7), de fortes concentrations en glucose
favorisent la O-GIcNAcylation de la B-caténine favorisant sa stabilisation et son activité
transcriptionnelle (Olivier-Van Stichelen et al., 2012). Ces données suggérent que le régime
alimentaire est un facteur aggravant dans des cellules cancéreuses en promouvant une
augmentation de la B-caténine nucléaire et une prolifération cellulaire (Olivier-Van Stichelen et al.,
2012).

2.2.2. TRANSLOCATION NUCLEAIRE DE LA B-CATENINE

La B-caténine ne possede pas de signal de localisation nucléaire (NLS, nuclear localization
signal) ou de signal d’export nucléaire (NES, nuclear export signal). L'entrée de la B-caténine dans le
noyau ne semble pas étre dépendante des facteurs d’import nucléaires classiques tels que
RanGTPase et importines (Fagotto et al., 1998; Yokoya et al., 1999). Des données récentes ont
montré que les motifs ARM présents dans la B-caténine ressemblent structuralement a des motifs
importines et pourraient interagir avec les complexes de pores permettant son entrée dans le noyau
(Kutay et al., 1997; Malik et al., 1997; Sharma et al., 2012) De maniere surprenante, chez la
Drosophile, la délétion des motifs ARM R3 a R6 responsables de son interaction avec des composés
cytoplasmiques, induit une localisation de cette B-caténine mutée dans le noyau (Orsulic and Peifer,
1996). Ces données suggérent que les domaines ARM de la B-caténine jouent un réle déterminant
dans la localisation cellulaire de la B-caténine. Les protéines nucléaires TCF, Pygopus et BCL9 ont été
proposées comme des « ancres » pour la B-caténine dans le noyau (Krieghoff et al., 2006; Tolwinski
and Wieschaus, 2001; Townsley et al., 2004).
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Figure 36 : Représentation du facteur de transcription TCF
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A- Schéma des domaines de TCFS montrant la localisation des 5 domaines trouvés dans la
superfamille des facteurs de la famille a domaine HMG.

B-Schéma représentatif des variants d’épissage de TCF et leurs domaines conservés. Les formes
courtes de Tcfl et Lefl ne présentent pas de domaine amino terminal de liaison a la B-caténine. Le
domaine CAD de Lefl est nécessaire a I’expression de TCRa des cellules T. Le domaine HMG est une
séquence spécifique de liaison a I’ADN. La région la plus divergente est la région carboxy terminale.

HMG : High Mobility Group ; GBS : Groucho Binding Sequence ; CAD: context-dependent activation
domain ; CtBP : C-terminal binding protein ; TCFa : T-cell receptor a.
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2.2.3. TRANSCRIPTION DES GENES MEDIEE PAR LA B-CATENINE

Une fois dans le noyau, la B-caténine interagit avec de nombreux partenaires. Ces derniers
sont : i) des facteurs de transcription (LEF/TCF, FoxO, HIF) qui varient en fonction des conditions
cellulaires et modulent le programme génique induit par la B-caténine. Cette interchangeabilité entre
les différents facteurs de transcription permet a la cellule de faire face aux différentes situations
cellulaires et ii) des coactivateurs ou des répresseurs transcriptionnels permettant de moduler la
conformation de la chromatine et donc son accessibilité par les facteurs de transcription

précédemment cités (Figure 37).

e B-caténine et LEF/TCF.

L'accumulation nucléaire de la B-caténine induit son interaction avec les facteurs de
transcription de la famille LEF/TCF (T-cell factor/Lymphoid enhancer factor) (Behrens et al., 1996;
Molenaar et al., 1996) (Figure 37). Chez les Mammiferes, il existe quatre protéines TCF : TCF1, LEF1,
TCF3 et TCF4. lls forment un sous-groupe de la superfamille des facteurs de transcription contenant
un domaine HMG (High Mobility Group) leur permettant leur liaison a 'ADN au niveau d’une
séquence consensus appelée WRE, « Wnt-responsive element ». En plus de ce domaine HMG, les
facteurs TCFs présentent un domaine de liaison a la B-caténine, un domaine de liaison a Groucho (un
coréprésseur transcriptionnel), un domaine « clamp C» qui correspond a un second domaine de
liaison a I’ADN spécifique de régions riches en guanine et cytosine présentes dans les promoteurs de
certains geénes cibles (et dont le rdle n’est pas encore bien défini) et un domaine de liaison a CtBP
(Figure 36). Toutefois, suite a un épissage alternatif, les facteurs TCF peuvent présenter des
domaines fonctionnels divers leur conférant des activités différentes. Ainsi, TCF3 est généralement
connu comme répresseur de l'activité transcriptionnelle, TCF4 peut-étre un activateur ou un
répresseur alors que LEF1 et TCF1 sont principalement associés a une activation transcriptionnelle
(Cadigan and Waterman, 2012; Hurlstone and Clevers, 2002). Les facteurs TCF, comme les autres
facteurs a domaine HMG, permettent la formation de complexes nucléoprotéiques indispensables a
la transcription. Néanmoins, ils sont incapables a eux seuls d’induire la transcription d’ou
I'importance de la B-caténine en tant que co-activateur transcriptionnel. En absence de B-caténine, le
facteur TCF se lie au corépresseur « Groucho/transducin-like enhancer » (Gro/TLE) pour réprimer la
transcription des genes. Plusieurs études suggerent que TCF est phosphorylé, notamment par la
kinase CKI, régulant ainsi positivement ou négativement son interaction avec la B-caténine et
I’activité de la voie de signalisation Wnt (Hdmmerlein et al., 2005; Lee et al., 2001).

Lors de lactivation de la voie Wnt/B-caténine, la B-caténine déplace la liaison du
corépresseur Gro/TLE qui induit la désacétylation des histones et la compaction de la chromatine afin
de permuter TCF/LEF en activateur transcriptionnel (Daniels and Weis, 2005). Il a également été
montré que Gro/TLE peut étre ubiquitiné, diminuant ainsi son affinité pour TCF/LEF et permettant la
liaison de la B-caténine a TCF/LEF (Hanson et al., 2012).
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Figure 37 : Partenaires transcriptionnels de la B-caténine
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A : En condition d’hypoxie, HIF1 s’associe a la B-caténine au détriment de TCF inhibant ainsi la
transcription des génes médiée par le complexe B-caténine/TCF. La B-caténine potentialise la
transcription des genes cibles d’HIF1a. FoxO4 qui est activé en réponse au stress oxydant causé par
les ROS, interagit également avec la B-caténine. Cette interchangeabilité entre les différents facteurs
de transcription permet a la cellule de faire face aux différentes conditions environnementales.

B : En présence du ligand Wnt, le complexe TCF/B-caténine lié au WRE (Wnt responsive element)
recrute de nombreux co-activateurs. Les pointillés représentent les interactions entre la B-caténine
et les co-activateurs.

HIF1a : Hypoxia-inducible factor 1 ; FoxO : Forkhead box O ; TCF4 : T-cell factor ; WRE : Wnt
responsive element ; ROS : Reactive Oxygen Species
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Ainsi, la B-caténine exerce une influence importante sur le recrutement de TCF4 sur les sites
WREs. Par des études de ChlIP-seq sur des échantillons de foie provenant de souris invalidées pour la
protéine APC (surexprimant donc la B-caténine) ou invalidées pour la B-caténine, I’'équipe du Dr S.
Colnot a montré que la liaison de TCF4 sur les sites WREs est dépendante de la présence de la B-
caténine, contrairement a l'idée d’une fixation constitutive de TCF4 sur I’ADN (Cadigan and
Waterman, 2012; Gougelet et al.,, 2013). Ces données suggerent que la B-caténine faciliterait
I'ouverture de la chromatine autour des sites WREs en recrutant des facteurs responsables du

remodelage de la chromatine comme nous détaillerons par la suite.

e B-caténine et FoxO (Figure 37)

La voie Wnt/B-caténine est associée a la prolifération cellulaire. En effet, elle induit
I’expression TCF-dépendante de génes impliqués dans ce processus tels que la cycline D1. A l'inverse,
en réponse a un stress oxydant, FoxO4 se lie a la B-caténine et inhibe la transcription TCF-
dépendante. La liaison de B-caténine a FoxO4 potentialise I’activité de ce dernier induisant I'arrét du

cycle cellulaire (Essers et al., 2005; Hoogeboom et al., 2008).

e B-caténine et HIF (Figure 37)

Outre la régulation de FoxO, la B-caténine peut également se lier a HIF1a et a c-jun. Kaidi et
ses collaborateurs ont montré que la B-caténine peut interagir avec HIF1a dans les cellules HCT116
(cellules de cancer colorectal). Lorsque les cellules sont cultivées en conditions hypoxiques,
I'interaction entre la B-caténine et HIF1a est augmentée au détriment de la liaison de la B-caténine
avec le facteur TCF. Ceci augmente |'expression des genes cibles de HIFlo permettant ainsi de
s’adapter a I’hypoxie. Cette interaction est transitoire puisque une fois revenue a des conditions de
normoxie, la B-caténine se lie a nouveau a TCF et la prolifération cellulaire est restaurée (Kaidi et al.,
2007).

e Les partenaires de la 8-caténine dans le remodelage de la chromatine (Figure 37)

De nombreux co-activateurs associés a la B-caténine ont été identifiés. Ils forment des
complexes multi-protéiques composés de Pygopus (Pygo) et BCL9, Mediator (pour l'initiation de la
transcription), p300/CBP et TRRAP/TIP60 (des histones acétyltransférase - HAT), MLL1/2 (une histone
méthyltransférase), les ATPases de la famille SWI/SNF pour le remodelage de la chromatine et le
complexe PAF1 pour I'élongation de la transcription et les modifications des histones (Mosimann et
al., 2009; Willert and Jones, 2006).

La B-caténine possede également un réle de répresseur transcriptionnel. En effet, le
complexe TCF/B-caténine peut : i) entrer en compétition avec des activateurs transcriptionnels ; ii)
recruter des corépresseurs au niveau du WRE tel que Groucho/TLE et iii) se lier a une nouvelle
séquence consensus qui médie spécifiquement une répression (Blauwkamp et al., 2008; Piepenburg
et al., 2000). Enfin, le mécanisme par lequel, la B-caténine recrute des co-activateurs ou des co-

répresseurs est inconnu.
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Figure 38 : Les activateurs et les inhibiteurs de la signalisation Wnt
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Les inhibiteurs : WIF et sFRP se lient directement aux ligands Wnts sécrétés. La protéine DKK se lie
au co-récepteur LRP5/6 et empéche la formation du complexe Fzd-LRP/6. Les protéines Shisa
séquestrent les récepteurs Fzd au niveau du réticulum endoplasmique. LIWP se lie a la Porcupine et
empéche son interaction avec son substrat Wnt.

Les activateurs : Les Wnts sont les agonistes primaires et forment un complexe avec Fzd-LRP5/6 pour
activer la voie. Norrin agit de la méme maniére que Wnt. Les protéines R-spondin, en liant a LRP5/6

ou Fzd, potentialise I'effet de Wnt. Les inhibiteurs pharmacologiques, LiCl et BIO, activent la voie en
inhibant la kinase GSK3.

WIF : Wnt inhibitory factors ; sFRP : secreted Fzd-related proteins ; DKK : Dickkopf ; PCN : Procupine ;
IWP : Inhibitor of Wnt Production ; LRP : Lipoprotein Related Protein ; Fzd : Frizzled ; BIO : 6-
bromoindirubin-3’oxime ; LiCl : Chlorure de lithium
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3. LES ACTIVATEURS ET INHIBITEURS DE LA VOIE WNT

Outre les Wnts, d’autres protéines possédant une activité activatrice sur la voie de
signalisation Wnt ont été identifiées et incluent R-spondin/Lgr5 et Norrin (Junge et al., 2009;
Kazanskaya et al., 2004; Kim et al., 2006; Nam et al., 2006; Xu et al., 2004) (Figure 38). De récentes
études ont montré que le récepteur au R-spondin est codé par des homologues de Lgr5 (Carmon et
al., 2011; Glinka et al., 2011; de Lau et al., 2011). Initialement identifié comme un gene cible de la
voie Wnt et un marqueur des cellules souches des cryptes intestinales, Lgr5 s’associe au récepteur
Frizzled/Lrp en présence de la protéine R-spondin (Barker et al., 2007). (Barker et al., 2007).
L’invalidation de R-spondin 1 ou une mutation de Lgr4/5 dans des cryptes d’organoides en culture est
contrecarrée par de petites molécules activatrices des Wnts suggérant que le complexe R-
spondin/Lgr5 serait un potentialisateur de I’activité Wnt endogéne. La Norrin se lie au domaine CRD
du récepteur Fzd pour activer la transduction du signal Wnt et médier la transcription des génes
cibles de Wnt par LEF/TCF (Xu et al., 2004).

Il existe deux classes d’inhibiteurs sécrétés. Une premiére classe comprend les sFRPs
(secreted Fzd-related proteins) et les WIFs (Wnt inhibitory factors) qui lient et séquestrent les ligands
Whnts afin d’empécher leur association aux récepteurs Fzd (Bovolenta et al., 2008). Une seconde
classe d’antagonistes (Dkk1, Dickkopf 1) lient le co-récepteur LRP5/6 et bloquent I'interaction avec le
ligand Wnt (Mao et al.,, 2002). En plus de ces inhibiteurs extracellulaires, les protéines Shisa
séquestrent les protéines Fzd au niveau du RE et empéchent leur trafic a la membrane cellulaire. Les
protéines Shisa ne sont pas spécifiques de la voie Wnt et régulent également le trafic intracellulaire

des facteurs de croissance fibroblastiques (FGF, fibroblast growth factor) (Yamamoto et al., 2005).

De par limplication de la voie Wnt dans de nombreuses pathologies, I'élaboration
d’activateurs ou inhibiteurs pharmacologiques a fait I'objet de plusieurs études. Ainsi, parmi les

petites molécules activatrices de la voie Wnt, des inhibiteurs de la kinase GSK3B sont couramment

utilisés. Le plus connu est le chlorure de lithium, qui a des concentrations avoisinant le millimolaire
inhibe la kinase GSK3B et permet la stabilisation de la [(-caténine. Il existe aussi le BIO (6-
bromoindirubin-3’oxime) et le SB-216763 (Coghlan et al., 2000; Klein and Melton, 1996; Sato et al.,
2004).

L'analyse d’'une banque de composés chimiques a permis lidentification d’inhibiteurs

hautement spécifiques de la signalisation Wnt appelés IWP (inhibitor of Wnt production) et IWR
(inhibitor of Wnt response) (Chen et al., 2009). IWR interagit et stabilise la protéine Axine permettant
ainsi d’accélérer la dégradation de la -caténine. Le composé IWP interagit avec la Porcupine et

inhibe son activité acyl transférase empéchant ainsi la maturation des Wnt et donc leur sécrétion.
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Figure 39 : Effet de la modulation de I’activité de la B-caténine sur la zonation métabolique
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La voie Wnt/B-caténine est essentielle au maintien de la zonation hépatique. L’invalidation de la B-
caténine induit I'apparition d’'un phénotype de type périportal qui se traduit par la disparition de la
GS et de I'axin2 alors que la glutaminase 2 et I’Arginase 1 sont exprimés sur I'intégralité du lobule. Le
phénotype est inversé dans le foie de souris invalidées pour APC, exprimant la B-caténine dans tout
le lobule.

GS : Glutamine Synthétase ; APC : Adenomatous Polyposis Coli
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V. IMPLICATION DE LA VOIE WNT/B-CATENINE DANS LA ZONATION METABOLIQUE

HEPATIQUE

La zonation métabolique du foie résulte d’un programme génique qui différe le long de I'axe
PV/PP et qui permet d’assurer pour chague métabolisme, soit des fonctions complémentaires
(métabolisme de 'ammonium avec le cycle de 'urée dans la zone PP et la synthése de glutamine
dans la zone PV), soit des fonctions opposées (métabolisme du glucose avec la néoglucogenese en PP
et la glycolyse en PV). Pendant trés longtemps, les mécanismes moléculaires a 'origine de cette
zonation étaient incompris jusqu’a I'étude d’'un modéle murin d’invalidation conditionnelle d’APC
(modele APC KO) qui a montré que la voie Wnt/B-caténine était impliquée dans ce phénomene
(Benhamouche et al., 2006). Les auteurs ont montré que les protéines B-caténine et APC sont
exprimées de maniere restreinte dans des régions hépatiques opposées, la zone PV et PP
respectivement (Figure 39). Dans le foie de ces souris, la régionalisation de I’expression des génes est
modifiée suite a la surexpression de la B-caténine. En effet, I'expression des genes cibles de la B-
caténine normalement restreinte a la zone PV, est largement présente dans la zone PP. A l'inverse,
les genes réprimés par la B-caténine, marqueurs PP ne sont plus exprimés dans le foie des souris
invalidées pour APC. Ce changement ou « Switch » génique a également été observé suite a
I'inhibition de la signalisation Wnt/B-caténine par un adénovirus exprimant I'inhibiteur Dkk1 ou dans
le foie de souris invalidées pour la protéine B-caténine. Il entraine une induction des cibles PP au
détriment des cibles PV, suggérant que la voie Wnt doit étre inhibée pour permettre I'expression du
programme génique PP. L'ensemble de ces résultats démontre que la signalisation Wnt/B-caténine
contréle positivement le programme PV et réprime paralléelement le programme PP. Dans ce
contexte, APC joue un role essentiel de « gardien de la zonation ».

Les voies métaboliques zonées et régulées par la voie B-caténine incluent la voie de
métabolisme de I'ammonium. En effet, la B-caténine régule positivement |'expression des genes
codant la GS (glutamine synthétase), Glt-1 (glutamate transporter 1) et le transporteur de
I"ammonium, RhBg (Rhesus B glycoprotein). A l'inverse, elle exerce un controle négatif sur
I’expression de la Glutaminase 2 (Gls2), Arginase 1 (Argl), et carbamoyl phosphate synthase (CPS1),
Argl et CPS1 étant des enzymes clés du cycle de 'urée (Benhamouche et al., 2006; Cadoret et al.,
2002).

Le métabolisme des xénobiotiques est également une cible de la voie B-caténine en
contrblant I'expression des génes Cyp2el et Cypla2 ainsi que des récepteurs nucléaires aryl-
hydrocarbon (Ahr) et Car (constitutive androstane receptor) (Braeuning et al., 2009; Hailfinger et al.,
2006; Sekine et al., 2006).

De maniére intéressante, le métabolisme du glucose est également contrélé par I’activité de
la voie Wnt/B-caténine. En effet, la B-caténine inhibe I’expression de deux génes impliqués dans la
néoglucogenése, la PEPCK et la FBPase, et active I'expression de génes de la glycolyse tels que la
Idh3a (Isocitrate dehydrogenase 3a), Ldhd (Lactate dehydrogenase) et Dlat (dihydrolipoamide S-
acetyltransferase) (Benhamouche et al., 2006; Chafey et al., 2009).
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Figure 40 : Structure du géne TCF7L2, localisation des SNP associés au DT2

|:| Exons d’épissage alternatif

SNP
Ta} K= P} [
2 | S ) e s
E 5 L @ |:| SNP le plus étudié
o |3 - N
'S | & 7 2
123 4 ¢ ¢ 5 ¢ ¢ 6 78 91011 1213141516 17
—
STOP

Adapté de Ip et al,, 2012

Le géne TCF7L2 est localisé sur le chromosome 10 et contient 17 exons. Au moins 5 exons sont
épissés. Quatre SNPs localisés autour de la région intronique de I’'exon 5 ont été associés au risque de
développer un diabéte de type 2 : i) une cytosine substituée par une thymine au niveau du SNP
rs7903146 de l'intron 3, ii) une thymine substituée par un cytosine au niveau du SNP rs7901695 dans
I'intron 3, iii) une guanine substituée par une thymine au niveau du SNP rs12255372 dans l'intron 4
et iv) une guanine substituée par une cytosine au niveau du SNP rs11196205 au niveau de |'intron 4.

SNP : single nucleotide polymorphism.
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Trés récemment, il a été montré que TCF4 est capable d’interagir avec la B-caténine comme
avec HNF4a. En absence de B-caténine, TCF4 se lie a HNF4 pour dicter I'expression des genes PP et
permet la production hépatique de glucose et la lipogenése en activant I'expression de I’ATP citrate
lyase ou de la SCD1 dans les hépatocytes PP (Gougelet et al., 2013). Cette expression des génes de la
lipogenese en PP est en contradiction avec les données de la littérature décrivant cette voie

métabolique ainsi que I'accumulation lipidique dans la région PV.

La voie Wnt/B-caténine est donc une voie essentielle dans la physiologie du foie en participant
notamment a la régionalisation du métabolisme azoté (activation de la synthése d’urée et
inhibition de la synthése de glutamine) dans les hépatocytes PV. De plus, la voie Wnt/8-caténine
est également impliquée dans le métabolisme glucidique via la régulation de I’expression des
génes de la néoglucogeneése et de la glycolyse. Nous verrons son implication plus précisément dans

le métabolisme glucido-lipidique dans la prochaine partie.

VI. IMPLICATION DE LA VOIE WNT DANS LE METABOLISME GLUCIDO-LIPIDIQUE

La voie Wnt/B-caténine est une voie majeure dans la physiologie du foie notamment en
contrblant la zonation de métabolismes clés hépatiques. Une activation inappropriée de la voie
Wnt/B-caténine est impliquée dans de nombreux cancers. Cette sur-activation peut étre une
mutation gain de fonction de la B-caténine, de I’Axine ou une mutation d’APC altérant la dégradation
de la B-caténine. C'est le cas pour les cancers colorectaux et les carcinomes hépatocellulaires. Dans le
cas du cancer du sein ou cancer du poumon, les mutations de la B-caténine ou d’APC sont rares. Dans
la grande majorité des cas, les carcinomes sont la conséquence d’'une augmentation de I’expression
des ligands Wnts (signalisation autocrine) ou d’une diminution de I'expression des inhibiteurs
solubles tels que WIF et sFRP1 (pour revue Saito-Diaz et al., 2012). Cependant, de récentes études
montrent que des mutations dans la signalisation Wnt sont également associées a des désordres
métaboliques.

Cette derniéere partie va donc s’articuler autour de plusieurs polymorphismes présents dans

les génes TCF7L2 (qui code la protéine TCF4) et LRP6 impliqués dans le diabete de type 2.

1. SNP TCF7L2

Les études d’association génétique au niveau du génome entier ou GWAS (Genome-wide
association Scan) ont largement influencé les études menées sur le diabéte ou autres maladies
génétiques. Durant les 10 derniéres années, d’importantes études d’association ont montré que 38
substitutions nucléotidiques ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism) sont associées au diabéte de
type 2 (DT2) (Billings and Florez, 2010). Parmi elles, des SNPs localisés dans le gene TCF7L2 sont les
plus fortement associés au DT2. Cette corrélation a été mise en évidence pour la pemiere fois en
2006 par Grant et ses collaborateurs (Grant et al., 2006). lls montrent qu’il existe 4 polymorphismes
associés au risque de développer un DT2 décrits dans la figure 40 : SNP rs7903146 et SNP rs7901695
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dans l'intron 3 ; SNP rs12255372 et SNP rs11196205 au niveau de l'intron 4. De cette découverte ont
découlé de nombreuses études confirmant cette association dans de nombreuses ethnies (Florez et
al., 2006; Grant et al., 2006; Horikoshi et al., 2007; Liu and Habener, 2010; Saxena et al., 2006;
Yamauchi et al., 2010). Parmi ces SNPs, deux d’entre eux présentent la plus forte association avec le
DT2, ce sont les SNP rs12255372 et rs7903146 mais le SNP rs7903146 demeure le plus étudié (Figure
42),

Au niveau individuel, porter I'alléle de risque rs7903146 T augmente le risque de développer
un DT2 de 50%.

1.1. EFFET DU SNP rs7903146 SUR L’EXPRESSION DU GENE

Le SNP rs7903146 étant situé dans une région non codante, ce variant semble altérer
I’expression du gene TCF7L2 plutdt que sa séquence protéique. En effet, il a été montré, in vivo que
la région de 92 kilobases entourant ce SNP rs7903146 contient des éléments régulateurs en
particulier des régions cis-régulatrices pouvant moduler I’expression de TCF7L2 (Savic et al., 2011). En
revanche, les données sont controversées quant a I'impact du génotype (alléle de risque T ou alléle
protecteur C) sur I'expression de TCF7L2. En effet, certaines études montrent une augmentation de
I’expression des transcrits TCF7L2 chez les porteurs de l'alléle risque (Cauchi and Froguel, 2008;
Lyssenko et al., 2007) alors que d’autres indiquent une diminution de I'expression protéique TCF7L2
dans des ilots provenant d’individus atteints de DT2 (Shu et al., 2008). Enfin, d’autres études n’ont
pas détecté de différences d’expression entre les deux génotypes (Elbein et al., 2007; Osmark et al.,
2009). De plus, I'expression de TCF7L2 est diminuée dans le tissu adipeux de sujets développant un
DT2 et chez les individus portant le génotype T/T (Cauchi et al., 2006; Wang et al., 2007b).

Ces différences de résultats peuvent s’expliquer par le fait que i) les échantillonnages sont
relativement réduits dans ces différentes études et ii) plusieurs approches méthodologiques ont été
utilisées (RT-gPCR, immunohistochimie). De plus, dans les échantillons issus de patients diabétiques,
il est difficile d’évaluer la contribution relative des effets primaires dépendants du génotype, des
effets secondaires liés a I’hyperglycémie. Une autre hypothése proposée est que la protéine TCF4 est
trés instable et rapidement dégradée. En effet, il est bien décrit que le contréle de la traduction est
inhibée chez les patients diabétiques a cause de I'accumulation de protéines mal repliées qui
induisent un stress du RE (Harding et al., 2001; Scheuner et al., 2001). Ainsi, chez les patients DT2
présentant un stress du RE, la synthese d’ARNm augmenterait pour compenser la diminution de la
quantité de protéine due a une inhibition de la traduction par le stress du RE.

D’un point de vue moléculaire, afin de définir I'importance de ce SNP, I’équipe de Grant a
étudié par une technique d’oligo pull-down suivie d’une détection protéique par spectrométrie de
masse, la liaison de complexes transcriptionnels sur cette région. Les auteurs ont ainsi pu montrer
gu’un complexe constitué notamment de PARP-1, la DNA toposisomérase 1 et I’ARN hélicase A se lie
a la région ou se situe le SNP. Toutes ces protéines étant impliquées dans le remodelage de la double
hélice d’ADN permettant sa transcription, ces données suggérent que cette région rs7903146 est
importante dans la régulation de I'expression du gene. De maniere intéressante, ce complexe est

également constitué de TCF4 suggérant qu’il régule sa propre expression (Xia et al., 2014).
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L’activité transcriptionnelle au niveau des alléles T ou C est différente comme le montre des
expériences de transfection des deux constructions portant les alleles C ou T dans des cellules
HEK293 (Gaulton et al., 2010; Stitzel et al., 2010). L’activité transcriptionnelle de I'allele T semble
moins importante que celle de I'allele C. De plus, I'alléle de risque rs7903146 T est moins lié par des
facteurs protéiques dans des cellules HepG2 (foie), 3T3-L1 (adipocytes) et B-TC3 (cellules B
pancréatiques) par rapport a I'allele C (Cauchi et al., 2008), suggérant que le SNP rs7903146 régule
I’expression de TCF7L2 différemment en fonction du type cellulaire. Enfin, I’exon 4 se situe dans la
région proche du SNP rs7903146 et subit un épissage alternatif. Il a donc été évoqué la possibilité

que la présence du SNP puisse altérer I’expression des différentes isoformes de TCF7L2.

1.2. OBSERVATIONS CONTROVERSEES DU ROLE DE TCF7L2 DANS LES CELLULES B-
PANCREATIQUES (FIGURE 41)

La majeure partie des données faisant un lien entre le SNP rs7903146 et le DT2 impliquent une
diminution de la capacité de sécrétion de linsuline. En effet, on observe une diminution de Ia
sécrétion d’insuline a jeun (Cauchi et al., 2006; Chandak et al., 2007; Marzi et al., 2007), apres un test
de tolérance au glucose (Florez et al., 2006; Loos et al., 2007; Saxena et al., 2006; Watanabe et al.,
2007) ou apres une injection intraveineuse de glucose (Munoz et al., 2006). De plus, les porteurs de
I'alléle de risque de TCF7L2 présentent des ilots pancréatiques de taille moins importante et un ratio
cellule a/cellule B altéré (Le Bacquer et al., 2012). Comme la plupart des variants génétiques associés
a une déficience en insuline, la cause peut provenir de facteurs cellulaires qui diminuent la masse de
cellules B et/ou diminuent la sécrétion d’insuline en altérant la fonction des cellules B. Aujourd’hui,
nous manquons de techniques permettant de déterminer de maniére non équivoque le mécanisme
prédominant aboutissant a la diminution de la production d’insuline a chaque étape de la maladie.
Quoi qu’il en soit, de nombreuses études se sont centrées sur I'action de TCF7L2 dans les cellules B-
pancréatiques.

Des études initiales dans les cellules B suggerent un effet délétére de TCF7L2. En effet, il a été

montré que les génotypes CT/TT du SNP rs7903146 sont fortement associés au développement du
diabete de type 2 dans deux cohortes indépendantes Finlandaise et Suédoise (Lyssenko et al., 2007).
Les ilots pancréatiques issus de ces patients atteints de DT2 présentent une augmentation de la
quantité d’ARNm TCF7L2. De plus, les porteurs de l'allele de risque T présentent également une
augmentation d’ARNm TCF7L2 plus importante dans leurs flots associée a une altération de la
sécrétion d’insuline et de I'effet incrétine (Lyssenko et al., 2007). Ce résultat est en désaccord avec

d’autres études réalisées in vitro et présentant un effet bénéfigue de TCF7L2 sur les Tlots par

différents procédés: i) en stimulant la sécrétion d’insuline en réponse au glucose ainsi que
I’expression du géne de I'insuline (Loder et al., 2008) ; ii) en favorisant la prolifération cellulaire (Shu
et al., 2008) et en diminuant I'apoptose (Zhou et al., 2012) ; iii) en stimulant I’expression des génes
régulant le recrutement et I'exocytose des granules de sécrétion (da Silva Xavier et al., 2009) et iv) en
induisant la maturation de I'insuline (Loos et al., 2007). Pour aller plus loin, Shu et ses collaborateurs
montrent que l'invalidation par siARN de TCF7L2 dans des ilots pancréatiques humains isolés est

associée a une diminution de I'expression des récepteurs au GLP-1 et a GIP conduisant a une
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Figure 41 : Action métabolique tissu-spécifique de TCF7L2

Cerveau :

- Régulation de I'expression du géne du
/ glucagon

- Régulation des niveaux des LDL, des
VLDL et des triglycérides

- Résistance a I'insuline hépatique

- Régulation de la néoglucogenese

Cellules B pancréatiques :
- Régulation de la sécrétion d’insuline
- Survie des cellules B
- Modulation de I'action des incrétines

Intestin :
- Régulation de I'expression du géne du
glucagon

Tissu adipeux :
Reégulation de I'adipogenese

Muscle
?

D’aprés Nobrega, 2013

TCF7L2 est exprimé dans de nombreux tissus. Notamment, dans le foie, son expression est associée a
la régulation du métabolisme du glucose.

LDL : Low density Lipoprotein ; VLDL : Very Low Density Lipoprotein
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moindre sécrétion d’insuline en réponse au glucose (Shu et al., 2009). De plus, 'activation de la voie
Wnt par des molécules pharmacologiques améliore la régénération des cellules [ de rats diabétiques
(Figeac et al., 2010).

Ces différences entre effet bénéfique et délétere de TCF7L2 sur les cellules B-pancréatiques
peuvent étre la conséquence de I'expression de différentes isoformes de TCF7L2. En effet,
différentes isoformes de TCF7L2 s’expriment dans les cellules B et détiennent des fonctions distinctes

sur la survie cellulaire, la fonction et I'activation de la voie Wnt (Le Bacquer et al., 2011).

Cependant, la voie Wnt/B-caténine n’est pas uniquement activée dans le pancréas puisque, comme
nous I'avons évoqué précédemment, elle joue un réle déterminant dans d’autres tissus impliqués
dans le métabolisme glucidique tels que le cerveau, le muscle, le foie et I'intestin. Comprendre
I'implication de TCF7L2 et plus largement de la voie Wnt/B-caténine, dans ces tissus est donc
essentiel (Nobrega, 2013). En effet, in vivo, on peut imaginer que TCF7L2 ne régule pas le
métabolisme glucidique via les cellules B en premier lieu mais a travers d’autres tissus laissant
envisager un modele plus multicentrique voire hépatocentrique pouvant expliquer le lien entre
TCF7L2 et le DT2 (Figure 42). En ce sens, une étude récente a montré que l'invalidation de TCF7L2 de
maniere spécifique dans les ilots pancréatiques de souris adultes n’entraine aucune modification de
la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. En revanche, l'invalidation de TCF7L2 de maniére
globale ou spécifique dans le foie est associée a une hypoglycémie et une diminution de la
production hépatique de glucose. Ceci suggere que les perturbations fonctionnelles observées dans
les cellules B-pancréatiques sont probablement une conséquence indirecte d’événements survenus

dans le foie ou dans d’autres organes (Boj et al., 2012) (Figures 41 et 42)

1.1. LA SIGNALISATION WNT ET ROLE DE TCF7L2 DANS L’INTESTIN (FIGURE 41)

Il a été suggéré un role indirect de TCF7L2 dans I'expression des incrétines. En effet,
I’expression du géne du proglucagon et la production du GLP-1 et de GIP est stimulée par Ia
signalisation Wnt dans les cellules L entéroendocrines intestinales (Garcia-Martinez et al., 2009; Ni et
al., 2003; Yi et al., 2005, 2008). Ce GLP-1 stimule la sécrétion d’insuline, I’expression du géne de la
pro-insuline, la prolifération cellulaire et protegent les cellules B du stress induit par I’apoptose
(Boutant et al., 2012; Garcia-Jiménez, 2010; Liu and Habener, 2010). De maniere intéressante,
I'inhibition de DKK, un antagoniste de la voie Wnt, diminue la glycémie et améliore la tolérance au
glucose en stimulant la production de GLP-1 dans les cellules entéroendocrines de I'intestin. Cette
amélioration est également retrouvée chez des souris db/db traitées avec cet inhibiteur de DKK (Li et
al., 2012b).

Chez 'Homme, les porteurs du génotype TT ou CC au niveau du SNP rs7903146 semblent
présenter un défaut de sensibilité aux effets des incrétines au niveau des cellules B plutét qu’un

défaut de sécrétion de ces incrétines (Villareal et al., 2010).
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Figure 42 : Modéles alternatifs des mécanismes liant TCF7L2 au DT2
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1. Modeéle flot-centrique : la majorité des études jusqu’a aujourd’hui indiquent que la caractéristique
essentielle associée a des changements de séquence ou d’expression de TCF7L2 correspond d’abord
a un dysfonctionnement des ilots pancréatiques suivi par des perturbations secondaires dans
d’autres organes.

2. Modele hépato-centrique : La récente étude de Boj suggere que les perturbations métaboliques
conséqguentes a une altération de |'expression de TCF7L2 sont hépatiques et non pancréatiques

3. Modele multi-centrique : Au regard de I'ensemble des données de la littérature, il semble qu’il
existe une contribution indépendante du pancréas et du foie a la pathogenése du DT2.
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1.2. LA SIGNALISATION WNT ET ROLE DE TCF7L2 DANS LE CERVEAU (FIGURE 41)

Une étude récente a montré que TCF7L2 régule I'expression du géne du glucagon dans le
cerveau induisant la synthése de GLP-1 (Shao et al., 2013). L’expression d’'un dominant négatif de
TCF7L2 dans les cellules exprimant le géne du proglucagon (cerveau et intestin) altere la tolérance au
glucose et la sensibilité a I'insuline lorsque les souris sont soumises a un régime gras. Ces résultats
suggerent que TCF7L2 est un médiateur important de I'expression de GLP-1 d’une part et que TCF7L2
possede une action centrale dans le contréle de I'homéostasie glucidique. Dans cette étude, les
auteurs proposent un modele dans lequel le facteur TCF7L2 dans le cerveau active I'expression de
GLP-1 dans le tronc cérébral. Ce dernier agirait dans les noyaux hypothalamiques pour y induire la
signalisation Wnt via I’AMPc et la PKA (Shao et al., 2013). Les mécanismes par lesquels le GLP-1,
produit au niveau central, controle le métabolisme du glucose et la sensibilité a I'insuline en
périphérie ne sont pas encore connus. De plus, on ne sait pas si ce dialogue central-périphérique est
altéré chez les porteurs de I'alléle de risque T du rs7903146. Il serait intéressant d’invalider TCF7L2

spécifiqguement dans le cerveau afin d’en évaluer son impact sur I'lhoméostasie glucidique.

1.3. SIGNALISATION WNT ET TCF7L2 DANS LA REGULATION DE LA NEOGLUCOGENESE
HEPATIQUE

Les porteurs de I'allele de risque T rs7903146 présentent une importante production de
glucose hépatique (Lyssenko et al., 2007; Musso et al., 2009; Pilgaard et al., 2009; Wegner et al.,
2008). Une étude initiale sur les transcrits alternatifs de TCF7L2 a montré une augmentation
suggestive mais non significative de certains transcrits de TCF7L2 dans le foie de porteurs de I'alléle
de risque T rs7903146 (Prokunina-Olsson et al., 2009). Tres récemment, il a été montré, a l'instar des
cellules B, une augmentation significative de TCF7L2 chez les sujets porteurs de I'alléle de risque T
rs7903146 obéses et normoglycémiques. Cette corrélation n’a cependant pas été observée chez les

individus diabétiques porteurs de I'allele de risque T (Neve et al., 2014).

Par la suite, plusieurs études ont essayé de déterminer le mécanisme d’action par lequel le
facteur TCF4 et la voie Wnt/B-caténine pouvait réguler la neoglucogenése hépatique. Cela implique

des approches in vivo et in vitro que nous allons détailler dans les prochaines parties.

1.3.1. TCF7L2

Les études mécanistiques tentant de décrire I'implication cellulaire de TCF7L2 dans la
production hépatique de glucose se sont multipliées ces derniéres années. Par des techniques
d’invalidation de TCF7L2 in vivo ou in vitro, certaines études vont dans le sens d’un effet bénéfique

de I'invalidation de TCF7L2 sur la production hépatique de glucose.

Une premiere étude met en évidence que I'inhibition de I'expression de TCF7L2 (par siRNA)
dans les Tlots de souris adultes n’a pas d’effet sur la sécrétion d’insuline en réponse au glucose. En

revanche, des souris invalidées pour TCF7L2 de maniere globale ou spécifiquement dans le foie,
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sont hypoglycémiques et présentent une diminution de la production hépatique de glucose
consécutive a une diminution de I'expression de la PEPCK (Boj et al., 2012). L'effet protecteur de
I'invalidation de TCF7L2 a également été montré dans une deuxieme étude. En effet, des souris
haploinsuffisantes pour TCF7L2 (allele floxé dans I'exon 4 et 5) présentent une diminution de la
glycémie et une meilleure tolérance au glucose lorsqu’elles sont soumises a un régime normal ou
riche en lipides (Yang et al., 2012). Sous régime gras, le contenu en TG est diminué dans le foie de ces
souris et est associé a une diminution de I’expression de la FAS et de I'ACC2. La diminution de Ila
production hépatique de glucose est également observée et correspond a une diminution de
I’expression de la G6Pase alors que la PEPCK est étrangement induite. Les auteurs suggerent que
I'inhibition de TCF7L2 diminue la susceptibilité a développer un diabéte chez la souris. Cependant, au
cours de cette étude, les auteurs n’ont pu déterminer a quel organe cet effet protecteur était
attribué puisque le régime gras augmente |’expression de TCF7L2 dans les cellules B-pancréatiques et
a un effet opposé dans le foie (Yang et al., 2012).

A l'inverse, d’autres études montrent un effet délétére de |'invalidation de TCF7L2 sur la

production hépatique de glucose. Ainsi la suppression de TCF7L2 dans le foie par un sh-ARN induit
une augmentation de la glycémie associée a une intolérance au glucose et une augmentation de
I’expression des génes néoglucogéniques. De facon complémentaire, la surexpression de TCF7L2
spécifiquement dans le foie de souris C57BL/6 soumises a un régime diabétogéne améliore leur
tolérance au glucose. De maniére plus mécanistique, il est montré que TCF7L2 se lie au promoteur de
la PEPCK et de la G6Pase, interférant ainsi avec I'association de CRTC2 et FoxO1 sur leur site de
liaison a ces promoteurs. De plus, les souris happloinsuffisantes pour TCF7L2 présentent une
augmentation de leur glycémie et une altération de leur tolérance au glucose comparé aux souris
sauvages. La surexpression de TCF7L2 dans le foie de ces souris par une stratégie adénovirale réverse
ce phénotype (Oh et al., 2012).

Au niveau cellulaire, l'invalidation de TCF7L2 par ARN interférent dans des cellules
hépatomateuses (H4IIE), des cellules hepG2 ou des hépatocytes en culture primaire augmente la
production hépatique de glucose conjointement a une augmentation de I’expression de la G6Pase et
de la PEPCK (lp et al., 2012; Norton et al., 2011). A I'inverse, la surexpression de TCF7L2 ou de Wnt3a
diminue I'expression de la PEPCK et la néoglucogenese, réversant ainsi ce phénotype (Ip et al., 2012).
De maniére intéressante, une expérience de ChIP-Seq a permis de montrer que TCF7L2 se lie
directement a un nombre important de genes impliqués dans le métabolisme du glucido-lipidique
hépatique et de la signalisation insulinique tels que la PEPCK, Irs1, Irs2, Akt et Cptla (Norton et al.,
2011). Enfin, les travaux de Ip et al. démontrent le réle de I'insuline favorisant I’expression de TCF7L2

et la phosphorylation activatrice de la B-caténine sur la sérine 675 (lp et al., 2012).

1.3.2. B-CATENINE

Outre le réle de TCF7L2, la B-caténine est également impliquée dans le métabolisme glucidique. En
effet, une étude publiée en 2011 a montré que la B-caténine influence la localisation et I’activité de
FoxO1. Dans cette étude, deux stratégies ont été utilisées : d’une part, I'invalidation de la B-caténine

de facon spécifique dans le foie de souris floxé pour le geéne codant la B-caténine (le gene CTNNB1
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floxé de I'intron 1 a 6) et infectées avec un adénovirus surexprimant la recombinase-Cre ; d’autre
part, des modeles de surexpression transitoire de la B-caténine (via I'adénovirus Adv-B-cat) (Liu et al.,
2011). Les souris invalidées pour le géne de la B-caténine présentent une diminution de la glycémie a
jeun par rapport aux souris contréles et sont plus tolérantes au glucose aprées un test de tolérance au
pyruvate. A jeun, la B-caténine interagit avec FoxO1 et entraine sa translocation au noyau. L'absence
de la B-caténine diminue I'effet de I'insuline sur la translocation cytosolique de FoxO1. Chez les souris
surexprimant la B-caténine (via I'adénovirus Ad-Bcat), une augmentation de la production hépatique
de glucose est observée et est associée a I'expression de la G6Pase et de la PEPCK. De méme,
I’absence de la B-caténine ou de Foxol altere I'induction de la G6Pase et de PEPCK. Des expériences
de ChIP ont montré que la liaison de la B-caténine est nécessaire sur I'élément de réponse a FoxO1
dans le promoteur de la G6Pase et de la PEPCK. De maniere intéressante, cette étude montre
également que I'expression de la majorité des ligands Wnts est augmentée a jeun permettant ainsi
d’augmenter la signalisation nucléaire de la B-caténine dans ces conditions. Ces résultats suggérent
gu’a jeun, FoxO1 entre en compétition avec TCF et se lie a la B-caténine pour induire I'expression des
génes de la néoglucogenése (Liu et al., 2011).

Ces données suggerent donc que la B-caténine est capable de moduler la production

hépatique de glucose en association avec FoxO1.

2. SNP LRP6

En 2007, un autre SNP a été identifié en lien avec le syndrome métabolique (Mani et al., 2007).
Cette mutation a été retrouvée au sein d’une famille présentant des maladies coronariennes ou CAD
(Coronary artery disease) associées au syndrome métabolique (hyperlipidémie, hypertension et
diabete). Il s’agit d’une mutation non-sens dans le géne LRP6 qui substitue une cystéine en arginine
(LRP6R1IC) et diminue la signalisation Wnt in vivo et in vitro dans des cellules NIH3T3. De plus, les

67611C présentent une intolérance au glucose et une sensibilité a I'insuline

porteurs de la mutation LRP
altérée par rapport aux sujets non porteurs (Singh et al., 2013).

Pour expliquer I'effet de cette mutation sur la sensibilité a I'insuline, des études mécanistiques
ont été réalisées dans des fibroblastes de sujets sains porteurs du SNP et dans des préadipocytes
3T3-L1 invalidés pour TCF7L2. Dans cette étude centrée sur le muscle, les auteurs ont montré que
LRP6 relaye I'action de Wnt3a et la liaison de TCF7L2 sur le promoteur du géne du récepteur a
I'insuline. Ainsi, la mutation de LRP6 altére la voie Wnt/B-caténine et diminue I'expression du
récepteur a l'insuline et donc la signalisation insulinique (Singh et al.,, 2013) (Figure 43). Cette
résistance a l'insuline s’explique également par le fait que LRP6 régule négativement le récepteur de
I'IGF (ou IGFR) responsable de I'activation du complexe mTORC1 qui, a son tour, phosphoryle IRS1
sur les résidus sérines (Singh et al., 2013).

Du fait de la sévérité de I'hyperlipidémie des porteurs de la mutation LRP67®11C, une équipe a
voulu déterminer le rapport entre le co-récepteur LRP6 et le métabolisme des lipides. Ils ont
déterminé que LRP facilite également la clairance des LDLs (Ye et al., 2012). LRP6 forme un complexe

avec le récepteur des LDLs (LDLR) et la clathrine pour permettre le captage de LDLs transportés par
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Figure 43 : Réle de la voie Wnt/LRP6 dans la régulation du récepteur a I'insuline et de I'|GF
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A: Wnt3a en se liant a LRP6 active la B-caténine qui entre dans le noyau. Le complexe -
caténine/TCF induit I'expression du récepteur a linsuline. Linsuline, a son tour, induit la
phosphorylation d’Akt. En paralléle, LRP6, via le facteur Sp1 diminue |’expression du récepteur a I'lGF
ce qui inhibe la signalisation de mTORCL1.

B: La mutation LRP6R®!C est une mutation perte-de-fonction. Elle affecte la signalisation Wnt/B-
caténine ce qui induit une diminution du pool de B-caténine active dans le noyau. Ainsi, I’expression
du récepteur a l'insuline est diminuée. Parallelement, I'inhibition de LRP6 sur I’expression du
récepteur a I'lGF1 est levée ce qui permet d’induire la signalisation mTORC1. La S6K peut donc
phosphoryler IRS-1 sur des résidus sérine et ainsi induire sa dégradation par le protéasome. D’autre
part, mTORC1 active SREBP1c et les génes de la lipogenése participant ainsi a I’"hyperlipidémie. Par
I’ensemble de ces mécanismes, la mutation LRP6"6¢ diminue la sensibilité a I'insuline.
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les vésicules de clathrine (Ye et al., 2012). Dans les fibroblastes LRP6%°11C, |a clairance des LDLs est
diminuée de 15 a 30 % par rapport aux fibroblastes sauvages. Toutefois, cette modeste diminution
de la clairance des LDLs ne rend pas compte du degré de sévérité de I’"hyperlipidémie observée chez
les porteurs de la mutation LRP6R®!C (Ye et al., 2012). Ceci suggére que LRP6 pourrait étre impliqué
dans la synthese et la secretion de ces LDLs.

Afin de déterminer le role de LRP6 indépendamment du récepteur aux LDLs dans
I’hyperlipidémie observée, des souris Lrp6™ ™t ont été croisées avec des souris LdIr’". Les souris
LRP6™UYmut| DLR”" présentent une augmentation de la lipogenése de novo et de la sécrétion des
VLDLs. Ainsi, la voie Wnt/LRP6 diminuerait I'expression de génes lipogéniques. Cette action passe par
I'inhibition du facteur de transcription Spl, qui par une succession d’événements, entraine la
diminution de I'expression d’IGF1 et I'inhibition du complexe mTORC1 via la kinase Akt (Singh et al.,
2013) (Figure 43). Chez les souris transgéniques LRP6™ Y™ '\Wnt n’inhibe plus I'expression de Sp1 et
de I'IGF1. Ceci conduit a une activation de la voie Akt/mTOR et I'expression des génes de la
lipogenese expliquant la stéatose observée chez les mutants LRP6. Les auteurs concluent en
montrant qu’un traitement avec du Wnt3a permet de sauver le phénotype des souris LRP6 muté (Go
et al.,, 2014) (Figure 43). Ces données suggérent que l'activation de la voie Wnt inhiberait la
lipogenese et que cette voie serait inhibée dans les hépatocytes périveineux.

Une étude a exploré le role de co-récepteur LRP6 dans le métabolisme du glucose et Ila
sensibilité a I'insuline en générant un modeéle de souris happloinsuffisantes pour LRP6, les souris
LRP6*/" (Liu et al., 2012). Ces souris soumises a un régime gras sont protégées de I'obésité et de la
résistance a l'insuline, puisqu’elles ont une meilleure phosphorylation d’Akt dans le tissu adipeux
brun, une diminution de la stéatose hépatique et de I'adiposité (Liu et al., 2012). Dans cette étude,
les auteurs montrent que cet effet est lié i) a une diminution de I’activité du complexe mTORC1 dans
le tissu adipeux brun induisant ainsi I’expression et I’activité de IRS1. En effet, il a été montré que
Wnt est capable d’activer mTORC1 via I'inhibition de GSK3pB (Inoki et al., 2006), ii) a une dépense
énergétique accrue. En effet, Wnt inhibe I’expression de PGCla entrainant la diminution de
I’expression de son gene cible UCP1 (uncoupling protein 1). UCP1 découple le fonctionnement de la
chaine respiratoire mitochondriale et I'énergie issue de I'oxydation des substrats n'est plus convertie
sous forme d'ATP mais est dissipée sous forme de chaleur, iii) a 'augmentation du récepteur de la
leptine dans le foie, suggérant un dialogue entre le tissu adipeux et le foie via la leptine. En effet, la
leptine exerce des effets sensibilisateurs a l'insuline sur les tissus périphériques. Par ailleurs, les
souris LRP6*" présentent une diminution de la production hépatique de glucose qui est associée a
une diminution du complexe B-caténine/FoxO1 dans le noyau et donc de I’expression des génes de la
néoglucogenese dans le foie (Liu et al., 2012). Ainsi, I'’ensemble de ces études montre que LRP6
contrélerait la masse grasse ainsi que la sensibilité a I'insuline dans le tissu adipeux et le foie.

Enfin, il faut noter que LRP5 joue également un réle dans le métabolisme glucidique. En effet,
LRP5 est nécessaire a la clairance des remnants de chylomicrons et a la sécrétion d’insuline par les
flots B-pancréatiques en réponse au glucose. Si les souris LRP67" meurent rapidement aprés la
naissance, les souris LRP57 sont viables et présentent un défaut de sécrétion d’insuline par rapport
aux souris LRP5*- (Fujino et al., 2003; Go et al., 2014). En conséquence, ces souris sont intolérantes

au glucose, sans étre résistantes a l'insuline. De plus, elles développent une hypercholestérolémie
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lorsqu’elles sont soumises a un régime riche en lipides (Fujino et al., 2003). Ces deux études
suggerent un role important des co-récepteurs dans le métabolisme du cholestérol méme s'il
semblerait que I'invalidation globale de LRP5 est moins drastique que celle de LRP6. Les souris LRP57

sont viables alors que les souris LRP67 ne le sont pas (Fujino et al., 2003; Go et al., 2014).

La voie Wnt/ /£ -caténine est donc une voie pivot au sein de I'organisme. Elle régule la croissance
cellulaire, la prolifération, la polarité, la différenciation et le développement. Mais récemment, il a
également été montré qu’elle jouait un réle essentiel dans la zonation métabolique du foie. Son
implication dans la modulation des métabolismes glucidique et lipidique est récente et génére de
nombreuses études parfois controversées. A l'inverse, la régulation de la voie Wnt/B-caténine par

le métabolisme glucido-lipidique demeure peu étudiée.
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