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Résumé

Le systeme endocannabinoidien (SEC) est impliqué dans de nombreuses fonctions biologiques
comme la régulation du métabolisme énergétique. Ces derniéres années, de nombreuses études
ont montré que 1’obésité était associée a une suractivation du SEC et en particulier des récepteurs
CB1 (CB1R) centraux. De plus, I’inactivation des CBIR par des antagonistes spécifiques comme
le Rimonabant (SR141716) conduit a une amélioration des parametres métaboliques chez le sujet
ob¢se. Cependant, I’inactivation des CBIR périphériques pourrait également contribuer a
I’amélioration de ces parametres et c’est cette derniére notion que nous avons cherché a
approfondir. Pour cela, nous avons testé les effets du SR141716, sur des souris obéses afin
d’établir des relations entre 1’activit¢ du SEC et le statut lipidique en étudiant plus
particulierement la régulation du métabolisme dans deux tissus clés, le foie et le tissu adipeux
(TA). Des souris préalablement rendues obéses via un régime alimentaire enrichi en sucre et en
graisse ont été traitées 6 semaines par SR141716 et le traitement a conduit a une perte de poids
associee a une normalisation des parametres plasmatiques, ainsi qu’a une résorption de la stéatose
hépatique. L’hypothése majeure de cette étude est que la réversion de la stéatose serait associée a
un effet bénéfique du traitement sur le métabolisme du TA viscéral et qu’il y aurait donc des
effets directs du SR141716 sur les tissus périphériques. Par conséquent, les effets de
I’antagonisme des CB1R périphériques sur le métabolisme lipidique ont ensuite été étudiés in
vitro. Pour cela, nous avons tout d’abord développé un modeéle d’explants de foie en culture
traités avec SR141716. Dans ce modeéle, le blocage des CB1R hépatiques est associé a une
diminution de leur expression génique et dans certaines conditions a une augmentation des
capacités B-oxydatives. Enfin, afin d’étudier I’'impact du SEC sur le métabolisme adipocytaire,
nous avons mis au point un modele d’explants de TA en culture en distinguant le TA viscéral du
sous-cutané. Des résultats préliminaires semblent indiquer que le blocage des CB1R limite la
lipolyse dans le TA viscéral. En conclusion, ces travaux de these démontrent que les CB1R
périphériques constituent une cible thérapeutique tres prometteuse pour le traitement de 1’obésité

et des désordres associés.

Mots clés : systeme endocannabinoidien, endocannabinoide, SR141716, anandamide, stéatose,
adiponectine, CB1R, CB2R, foie, tissu adipeux, métabolisme glucido-lipidique.



Abstract

The endocannabinoid system (ECS) is involved in many biological functions such as regulation
of energy metabolism. Recently, several studies have shown an association between obesity and
ECS overactivity. In addition, specific CB1R antagonists such as Rimonabant (SR141716)
improved metabolic parameters in obese patients essentially through inactivation of central
CB1R. However, peripheral CB1R inactivation could also contribute to the improvement of these
parameters and it is this notion that we have studied. To this purpose, we tested the effects of
SR141716 on obese mice in order to establish relationships between the ECS activity and lipid
metabolism by looking more specifically to its regulation in two key tissues, the liver and the
adipose tissue (AT). Obese mice previously fed with a high sucrose high fat diet were treated six
weeks by SR141716 and this treatment induced weight loss associated with a normalization of
plasmatic parameters and a reduction of hepatic steatosis. The major hypothesis of this study is
that steatosis reversion was associated with a beneficial effect of treatment on visceral AT
metabolism and that SR141716 would have direct effects on peripheral tissues. Therefore, these
effects of CB1R antagonism on peripheral lipid metabolism have been studied in vitro. In this
way, we first developed a model of liver explants in culture treated with SR141716. In this
model, CB1R antagonism in the liver was associated with a decrease in CB1 gene expression and
in certain conditions with an increased in B-oxidative capacity. Finally, in order to study the
impact of the ECS on adipocyte metabolism, we developed a model of cultured AT explants
distinguishing visceral and subcutaneous AT. Preliminary results suggested that CB1R
antagonism limits lipolysis in visceral AT. In conclusion, this work showed that peripheral CB1R

are a very promising therapeutic target for treating obesity and related disorders.

Key words: endocannabinoid system, endocannabinoid, SR141716, anandamide, steatosis,
adiponectin, CB1R, CB2R, liver, adipose tissue, carbohydrate and lipid metabolism.
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HSHF: High Sucrose High Fat

IL: Interleukine

IMC: Indice de Masse Corporelle

IRS: Insulin Receptor Substrate
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I. Obésité, diabetes et insulinorésistance

1. L’obésité
1.1. Définition clinique de I’obésité
L’obésité correspond a un excés de poids dd a une inflation des réserves énergétiques. En

pratique clinique comme en épidémiologie, 1’obésité est définie a partir de 1’indice de masse
corporelle (IMC). L’IMC est calculé selon la formule suivante : masse (en Kg)/taille? (en métres).
Le surpoids est atteint lorsque I’IMC se situe entre 25 et 29,9 et on parle d’obésité avec un IMC
supérieur ou égal a 30 (Kopelman, 2000). L'obésité a été reconnue comme une maladie en 1997
par l'organisation mondiale de la santé (OMS). Cette organisation définit « le surpoids et I'obésité
comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la
santé ». Sa prévention est un probléme de santé publique dans les pays développés. Elle peut
avoir des répercussions importantes sur la santé de I'individu. Cette maladie multifactorielle est
considérée aujourd'hui par abus de langage comme une pandémie, bien qu'il ne s'agisse pas d'une

maladie infectieuse.

1.2. Prévalence et évolution de la pandémie de I’obésité dans le monde
Quelle que soit la définition qu’on lui donne, 1’obésité est une maladie déroutante et mal

comprise. Toutes les formes d’obésité résultent d’un déséquilibre des mécanismes de régulation
du bilan énergétique. Au cours des derni¢res décennies, la prévalence de 1’obésité dans nos
sociétés a fortement augmenté, et cette augmentation s’accélére au niveau mondial. Ainsi, aux
Etats-Unis, le nombre de personnes obeses a progressé de 61 % en 9 ans entre 1991 et 2000
(Mokdad et al., 2001). En 2002, 27 % des américains étaient obéses (Yanovski and Yanovski,
2002). D’apres les estimations mondiales de ’OMS, il y avait en 2005 environ 1,6 milliard
d’adultes (agés de plus de 15 ans), au moins 20 millions d’enfants de moins de cinq ans en
surpoids (IMC > 25) et au moins 400 millions d’adultes obeses (IMC > 30) (OMS, 2005). L'OMS
estime que d'ici 2015, environ 2,3 milliards d'adultes seront en surpoids et plus de 700 millions
seront obéses. Ce phénomeéne d’obésité est plus répandu dans les pays développés mais le nombre
d’obeses dans certaines zones urbaines de pays en voie de développement (Namibie, Turquie,
Mexique, Pérou...) atteint d’ors et déja 10 a 15 % de la population (Martorell et al., 2000). En
France également, la prévalence de 1’obésité augmente: la part de personnes obeses dans la
population adulte est passée de 8,5 % en 1997 a 14,5% en 2009, soit 6,5 millions de personnes

supplémentaires, selon les résultats de I’enquéte d’ObEpi-Roche 2009. 1l s’agit de la 5¢me
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¢dition de 1’enquéte nationale sur la prévalence de 1’obésité et du surpoids en France, réalisée
tous les trois ans depuis 1997, avec la méme méthodologie et coordonnée depuis ses débuts par le
Dr Marie-Aline Charles, épidémiologiste a 'INSERM et le Pr Arnaud Basdevant, nutritionniste a

I’hopital Pitié-Salpétriére, a Paris.
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Figure 1: A) prévalence de 1’obésité en France en 2009 et B) répartition de la population francaise en
fonction de leur IMC en 2009(ObEpi, 2010). Dans la figue A, la coloration rouge correspond aux régions ou la
proportion d’obése est supérieur a 16%, la coloration « saumon » correspond a une proportion d’obéses comprise
entre 14 et 16%. La coloration orange quant a elle correspond a des régions comprenant entre 12 et 14% d’obeses
tandis que les régions en jaune ne contiennent moins de 12% d’obéses dans la population. Enfin, la corse est
représentée en vert car 1’échantillon étudié est trés faible, 1’évolution de la prévalence dans cette région n’est donc
pas précisée.

Les grandes conclusions d’ObEpi 2009 remettent 1’accent sur 1’urgence d’une meilleure
compréhension des multiples facteurs régissant la prise de poids afin d’arriver a une prévention
plus efficace. En effet, Les Francais ont grossi en moyenne de 900 g par rapport a 2006, de 1,3
kg par rapport a 2003, de 2,3 kg par rapport a 2000 et de 3,1 kg par rapport a 1997. La prévalence
de I’obésité massive est passée de 0,3 % de la population en 1997 a 1,1 % en 2009. De plus,
I’augmentation 2006-2009 la plus importante touche les 25-34 ans (+19,5 %) et de génération en
génération, on devient obése de plus en plus tét. Plus parlant encore, la part des Francais ne
souffrant pas de surpoids est passée de 61,7 % en 1997 a 53,6 % en 2009 et la prévalence de
I’obésité augmente dans toutes les catégories professionnelles et dans toutes les tailles
d’agglomérations tout en restant inversement proportionnelle au niveau d’instruction et de

revenus du foyer (ObEpi, 2010).
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1.3. Types d’obésité et leurs facteurs de développement
Dans les années 50, différents types d’obésité ont été décrits. Plus précisément, des personnes

présentant une obésité de type abdominal ont plus de risque de développer les pathologies
connexes a ’obésité que les personnes ayant une obésité¢ de type gynoide et de nombreuses
études ont depuis accentué cette notion.

L'obésité est une maladie dite multifactorielle et parmi ces différents facteurs, le role de I'nérédite
est bien connu. Plusieurs génes responsables ont été identifiés et ces derniers interviennent
essentiellement sur la production de leptine par les adipocytes ainsi que sur son action (Bluher
and Mantzoros, 2009; Faroogi and O'Rahilly, 2009; Farooqi and O'Rahilly, 2008; Prieur et al.,
2008).

Cette protéine agit au niveau du SNC sur le controle de I'appétit et de la dépense énergétique.
L’obésité commune est sans doute une maladie polygénique résultant de 1’action de multiples
génes et de facteurs environnementaux. Plusieurs études menées chez des jumeaux monozygotes
ont indiqué que les facteurs génétiques représentent une part substantielle des variations dans
I’adiposité humaine (Allison et al., 1996; Price and Gottesman, 1991). Cependant, en présence
d’une prédisposition génétique a 1’obésité, la sévérité¢ de la maladie serait largement déterminée
par le style et la qualité de vie. Pour la premiére fois dans I'histoire de I'hnumanité, une grande
proportion des humains peuvent s'alimenter a suffisance, voire se suralimenter ou s'alimenter sans
tenir compte de leurs besoins. Ces constatations ne s’appliquent certes pas a tout le monde mais
le sort des obeses est encore plus préoccupant de part la mise en jeux de systeme périphérique
ayant une action sur les mécanismes de stockage. On trouve entre autre une plus grande
production de récepteurs o adrénergiques (facilitant 1’accumulation des graisses) (Rozen et al.,
1984) ou encore une plus grande secrétion de ghréline au niveau de I’estomac (qui stimule
I’appétit juste avant de manger) (Otto et al., 2005). Enfin, on retrouve également une forte
élévation de la sécrétion de neuropeptide Y par I'hypothalamus qui en plus d'augmenter I'apport
alimentaire, augmente également la proportion de I'énergie stockée sous forme de graisse
(Hanson and Dallman, 1995).

A I'heure actuelle, une baisse des apports énergétiques journaliers est constatée, cependant, ces
apports restent toutefois largement supérieurs aux dépenses énergétiques journaliéres. C'est ce
dernier élément qui reste un facteur d'obesité. La qualité de vie est également un facteur

important puisque 1’on note une augmentation plus importante de la prévalence de cette maladie
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dans les catégories sociales les moins aisées. L’obésité n’est donc pas une condition homogene et
la distribution régionale du TA est importante dans la compréhension des actions de 1’obésité
dans les multiples perturbations des métabolismes glucidique et lipidique (Bouchard et al., 1993).
L’obésité préfigure parmi les pathologies du syndrome métabolique. Le syndrome métabolique
correspond a I’association, chez un individu, d'au moins trois critéres pathologiques dont une
élévation du tour de taille, une insulinorésistance, une hyperglycémie, une dyslipidémie ou une
pression artérielle élevée (NCEP, 2001; WHO, 1999). L’obésité est donc fréquemment associée a
d’autres troubles telles que 1’insulinorésistance et le diabéte de type 2 ou encore de nombreuses
pathologies hépatiques comme le développement de stéatose, de fibrose et cirrhose. Dans ce
manuscrit, nous nous intéresserons tout particulierement aux perturbations métaboliques
conduisant au développement d’une stéatose. Ces phénomeénes participent a 1’augmentation des
risques cardio-vasculaires tout comme I'hypercholestérolémie, ou encore I'hypertension. Le
diabéte de type 2 a atteint des proportions épidémiques dans le monde et I’on estime que 4,4 % de
la population mondiale seront touchés dans les 30 années a venir (Wild et al., 2004). Les
fondements de cette augmentation spectaculaire du taux de diabéte de type 2 n’ont pas encore été
totalement élucidés, mais il est volontiers reconnu que la surcharge alimentaire et la sédentarité
ainsi que des facteurs génétiques jouent un réle clé dans ce phénomene. Il a également été montré
que I’instauration d’une insulinorésistance dans le tissu adipeux, le muscle squelettique et le foie

précede le développement du diabéte de type 2 (Guilherme et al., 2008).

2. Le diabete de type 2
On regroupait autrefois sous le terme de diabéte tous les états pathologiques aigus ou chroniques

en rapport avec un trouble de la régulation de la glycémie. Actuellement, on a renoncé a donner
une définition du diabete et il est plus judicieux de le décrire via ses symptdmes et ses
complications. "En l'absence de traitement, le diabéte sucré se reconnait par I'élévation
chronique de la concentration de glucose dans le sang. Celle-ci s‘accompagne parfois des
symptdmes suivants: soif intense, diurese importante, perte de poids et troubles de la conscience
aboutissant a un coma mortel"”. La plupart du temps, les symptémes sont beaucoup moins séveres
et il n'y a pas de troubles de la conscience. Il existe plusieurs types de diabétes, les diabétes de
type 1, 1 % et 2. Cependant, il est cliniquement admis qu’une personne est diabétique si sa
glycémie a jeun est supérieure a 1,26g/litre lors de deux mesures successives a deux reprises ou

encore supérieure a 2g/litre deux heures apres une prise orale de 75¢g de glucose.
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Le diabete de type 1 est une maladie auto-immune qui se caractérise, en plus d'une
hyperglycémie, par une hypo-insulinémie due a une destruction de la plus grande partie des
cellules B sécrétrices d'insuline. Le diabéte de type 1 % est un diabéte de type 2 présentant des
caracteres cliniques mais surtout immunologiques le reliant au type 1. Enfin, le diabete de type 2
est une maladie d'installation tardive, dont les signes cliniques ne sont pas clairement définis. Il
peut souvent étre révélé par une de ses complications, plus que par l'affection originelle :
I’installation de I'hyperglycémie chronique caractérisant ce diabéte, une insulinorésistance des
tissus périphériques (particulierement au niveau musculaire squelettique), une insulinopénie liée a
une ou a des perturbations de l'insulino-sécrétion ou encore une synthése hépatique de glucose
exagérée. Toutefois, ce diabete semble majoritairement étre la résultante d’une insulinorésistance
associée a une insulinopénie, mais une physiopathologie unique ne saurait expliquer cette
maladie hétérogéne. Lorsque le fonctionnement des cellules B du pancréas est normal, une
hyperinsulinémie compensatrice se met alors en place et permet une homéostasie glucidique
normale. Cela correspond a 1’état prédiabétique et la transition vers le diabéte de type 2 se
caractérise alors par une diminution de cette insulinosécrétion compensatrice et par une une
augmentation de la production hépatique de glucose. La prévalence du diabéte de type 2 est en
constante augmentation dans le monde entier, approximativement 150 millions des personnes
étaient atteints en 2000 et ce nombre pourrait atteindre 300 millions en 2025. Chez les personnes
de 75 ans et plus, la prévalence du diabete s’¢éleve a 23 %. Cette derniére est cependant sous-
estimee car seulement 50 % des individus diabétiques sont diagnostiqués (Dunstan et al., 2002).
L’émergence du diabéte de type 2 est déterminée par des facteurs environnementaux et par une
prédisposition génétique. En effet, le mode de vie « a ’occidental » (régimes hypercaloriques,
consommation excessive de sucres simples, de lipides et/ou carence en fibres, activité physique
insuffisante...) favorise le diabete. Les dysfonctions de la sécrétion de ’insuline entrainant une
insulinopénie ont probablement une origine génétique, mais des facteurs aggravant interviennent:
il s’agit notamment, de 1’accumulation de triglycérides (TG) dans le pancréas suite a
I’augmentation chronique des concentrations d’acides gras libres (AGL) et de TG dans le plasma,
des phénomenes de lipotoxicité. De méme, I’hyperglycémie chronique entraine un phénomeéne de
glucotoxicité sur les cellules P du pancréas, participant ainsi a la diminution de

I’insulinosécrétion (Raccah et al., 1999).
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3. Insuline et insulinoresistance
3.1. Insuline

L’insuline est une protéine, de poids moléculaire 60 000, composée de 51 acides aminés, avec
une chaine A (21 acides aminés) et une chaine B (30 acides aminés) reliées par 2 ponts
disulfures (Hodgkin, 1969). L’insuline est synthétisée sous forme de pro-insuline (86 acides
aminés), scindée dans les cellules B des Tlots de Langerhans en insuline et Peptide-C par une
action combinée de protéases de type trypsine et de type carboxypeptidase B. L’insuline est
ensuite secrétée dans 1’espace extracellulaire en réponse a une élévation du taux du glucose
dans le sang. L’insuline est une hormone hypoglycémiante qui possede une activité anabolique
lui conférant un réle majeur dans la mise en réserve des substrats glucidiques et lipidiques. Elle
exerce egalement des effets sur la croissance, la différenciation cellulaire et 1’homéostasie du
potassium. Ces effets, qui dépendent de la liaison de I’insuline a son récepteur membranaire
spécifique, s’expriment en priorité sur ses trois tissus cibles : le foie, le muscle et le TA. Le
récepteur de I’insuline est une glycoprotéine tétramérique, formée de deux sous-unités
a extracellulaires et de deux sous-unités § transmembranaires contenant un domaine tyrosine
kinase. Les différentes sous-unités sont reliées entre elles par des ponts disulfures, ce qui fait de
ce récepteur un membre de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK). La liaison a
I’insuline est assurée par la sous-unité o et par la partie extracellulaire des sous-unités p, qui
contiennent des sites de liaison de haute et de basse affinité pour I’insuline. La liaison de
I’insuline a son récepteur induit des modifications conformationnelles des sous- unités o et 3, qui
permettent 1’accés au site catalytique et la trans-phosphorylation des résidus tyrosines des
sous-unités B (Hubbard, 1997). La phosphorylation de ces résidus est nécessaire a I’activation du
récepteur et la stimulation par I’insuline induit également la phosphorylation des tyrosines d’un
certain nombre de protéines intracellulaires dont IRS-1 (insulin receptor susbtrate 1). D’autres
substrats ayant la méme structure ont été identifiés. L’ensemble de ces structures forme la
famille des IRS. Les deux principaux représentants, IRS1 et IRS2, jouent des roles
complémentaires dans la signalisation de 1’insuline (White, 2002). La stimulation du récepteur
de I’insuline est a I’origine de 1’activation de deux grandes voies de signalisation : la voie des
MAP kinases et la voie de la PI-3 kinase, qui conduisent de maniere respective schématiquement

aux effets mitogéniques et métaboliques de 1’hormone (figure 2).
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3.2. Insulinorésistance
Bien qu’aucun doute n’existe sur le fait que I’insulinorésistance soit un facteur de risque du

diabete de type 2 et de I’intolérance glucidique, une relation entre la résistance a 1’insuline et les
autres facteurs de risque cardio-vasculaires n’est pas unanimement acceptée. Cependant,
I’insulinorésistance apparait comme 1’une des principales causes du syndrome métabolique
(Bastard et al., 2001). L’insulinorésistance est favorisée par le développement de 1’obésité qui
semble voir ses effets déléteres augmentés avec ce phénomene. De plus, méme si cette
insulinorésistance est associée a un plus grand risque de développer une maladie
cardiovasculaire, il est toutefois difficile de la dissocier des autres facteurs et d’affirmer avec
certitude qu’elle constitue per se un facteur de risque indépendant (Ferrannini, 2006; Haffner,
1999). De maniére générale, il n’y a pas d’argument formel permettant d’affirmer que
I’insulinorésistance, plus que 1’obésité, constitue la cause primaire de I’ensemble de symptomes
regroupés sous le terme de syndrome métabolique (Groop, 2000).

L’insulinorésistance est donc un état se caractérisant par une réponse biologique diminuée des
tissus périphériques a la sécrétion d’insuline. Bien que les effets de 1’insuline sur les cellules
cibles soient multiples, le terme d’insulinorésistance se réfeére presque exclusivement a I’effet de
I’insuline sur le maintien de I’homéostasie du glucose. La sensibilité a I’insuline peut étre réduite
dans de multiples conditions physiologiques (puberté, grossesse, vieillissement ...), sous
I’influence de traitements médicaux (Del Prato, 1999) ou en présence de pathologies (obésité,
diabétes, syndrome métabolique). L’insulinorésistance préceéde souvent le diabéte de type 2 et
ces derniers sont liés a des phénomenes inflammatoires caractérisés par une production anormale
d’adipokines et par I’activation de voies de signalisations pro-inflammatoires, se traduisant par
une induction de marqueurs plasmatiques de I’inflammation.

D’ailleurs, plusieurs arguments suggérent 1’existence d’une inflammation & bas bruit au cours de
I’obésité, avec une €lévation des concentrations plasmatiques de nombreux marqueurs de
I’inflammation (Das, 2002b; Das, 2002a; Engstrom et al., 2003a; Engstrom et al., 2003b; Luc et al.,
2003; Mosca, 2002).

Le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) est surexprimé dans le TA de différents modéles animaux
d’obésité (Hotamisligil et al., 1993) et est considéré comme une des molécules faisant le lien
entre inflammation et obésité. En effet, le TNF-a recombinant altére la sensibilité a ’insuline de

cellules ou d’organismes entiers, et les souris déficientes en TNF-a ou en récepteurs du TNF-o
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présentent une sensibilité accrue a I’insuline par rapport aux animaux témoins (Hotamisligil et al.,
1993; Uysal et al., 1997). La surexpression de TNF-o par le TA des modéles animaux d’obésité
contribue ainsi treés vraisemblablement a 1’insulinorésistance.

Ins
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Figure 2. Principales voies de signalisation activées par 1’insuline: voies P13 kinase et MAP
kinase (Capeau, 2003). Les protéines IRS (insulin receptor substrate) (en jaune) se positionnent au niveau de la
face cytosolique de la membrane plasmique par leur domaine PH (domaine d’homologie avec la pleckstrine) qui
reconnait probablement des phospholipides membranaires. Elles positionnent ainsi leur domaine PTB (phosphotyro-
sine binding), adjacent au domaine PH, en face de la tyrosine 960 du récepteur de I’insuline (RI) (en vert), et se fixent
au RI sur la tyrosine 960 phosphorylée par I’intermédiaire de leur domaine PTB. IRS2 va en outre interagir avec le
domaine tyrosine-kinase du RI. La moitié carboxy-terminale des protéines IRS se trouve alors & proximité du domaine
tyrosine kinase du récepteur, qui phosphoryle des résidus tyrosines spécifiques sur les IRS. Les protéines IRS ainsi
phosphorylées sont & leur tour reconnues par les domaines SH2 (src homology 2) de protéines relais (en violet), les
principales étant la sous-unité régulatrice de la phosphatidyl-inositol 3 (P13) kinase, les protéines adaptatrices Grb2
(growth factor receptor-bound protein 2) et Crkll, la tyrosine-kinase Fyn et la phosphotyrosine phosphatase SHP2
(SH2 domain protein tyrosine phosphatase-2). A. La PI3 kinase est 1’une des protéines importantes activées par cette
liaison des IRS1 et 2; elle phosphoryle en position 3 les phosphoinositides membranaires, créant ainsi des sites de
reconnaissance pour d’autres kinases cellulaires telles que la protéine kinase B (PKB)/Akt ou la PDKI1/2 (3-
phosphoinositide-dependent protein kinase 1/2). La PKB activée par phosphorylation va a son tour phosphoryler et
activer d’autres relais intracellulaires impliqués en priorit¢ dans les effets métaboliques de I’hormone. La
phosphorylation de la glycogéne synthase 3 kinase (GSK3)-f3 favorise la synthese de glycogéne. Celle de la kinase
p70rsk et du facteur 4E-BP1(4E binding protein 1), via la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin), participe a
I’action de I’insuline sur la synthése protéique en augmentant le niveau général de traduction. La voie P13 kinase/PKB
intervient également dans le controle négatif de I’expression génique: en phosphorylant les facteurs de transcription de
la famille Forkhead, tels que FKHR, elle permet leur rétention dans le cytosol et les empéche d’activer, au niveau
nucléaire, leurs génes cibles tels que celui de I’enzyme clé de la néoglucogenése, la phosphoénolpyruvate carboxy-
kinase. Toujours par la voie PKB, I’insuline exerce un effet anti-apoptotique en phosphorylant et inhibant le facteur
pro-apoptotique Bad (Le Roith and Zick, 2001; White, 2002). B. Au départ du récepteur de 1’insuline, deux voies
aboutissent a ’activation de la voie MAP kinase: via les protéines IRS, la liaison de 1’adaptateur Grb2 sur des
phosphotyrosines spécifiques permet d’activer le facteur d’échange nucléotidique SOS (son of sevenless) qui active la
petite protéine G Ras dans la membrane plasmique en stimulant I’échange du GDP contre le GTP. Ras active la kinase
Raf, qui phosphoryle alors et active la MAP kinase kinase (MEK) responsable de 1’activation par phosphorylation des
deux MAP kinases, ERK1 et 2 (extracellular signal-regulated kinase). Celles-ci vont activer la kinase p90rsk
impliquée dans la synthése protéique et vont entrer dans le noyau afin de phosphoryler et activer des facteurs de
transcription tels que p62TCF impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaire. Une deuxiéme possibilité
de mise en route de la voie MAP kinase (& gauche sur la figure) part du récepteur de I’insuline qui recrute sur la
tyrosine 960 les protéines adaptatrices de la famille SHC (src homologous and collagen protein) (en jaune), elles-
mémes reconnues par la protéine Grb2 activant la voie Ras.
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Deux facteurs transcriptionnels majeurs de I’inflammation, NFxB et AP-1 (Activating Protein-1) et
leurs enzymes partenaires-clés, respectivement I’IKK (1B kinase) et INK (c-Jun NH2-terminal
kinase), ont également été particulierement étudiés. Un mecanisme largement évoqué est que
ces cytokines inflammatoires alterent la signalisation insulinique par une phosphorylation
inactivatrice des résidus sérine/thréonine des IRS. L’implication de ces voies de 1’inflammation
est également trés fortement suggérée par 1’effet protecteur de certains composeés anti-
inflammatoires vis-a-vis de 1’insulinorésistance associée a 1’obésité. Ainsi 1’aspirine est capable
d’inhiber les voies IKK et JNK (Gao et al., 2003; Yin et al.,, 1998), ainsi que d’autres
sérine/thréonine kinases impliquées dans 1’insulinorésistance induite par TNF-a. En outre, grace
a ses propriétés antioxydantes, 1’aspirine réduit 1’activation de NFkB et AP-1 en réponse au stress
oxydant (Gao et al., 2003). D’autres médicaments aux propriétés antidiabétiques tels que les
thiazolidinediones et les statines possédent également des propriétés anti-inflammatoires bien
documentées. A travers leurs propriétés d’agoniste PPARs, les thiazolidinediones possédent une
action insulino-sensibilisante, qui est peut-&tre en partie en rapport avec leur capacité a réduire
la production de TNF-a dans I’adipocyte ou les effets de cette cytokine dans plusieurs tissus
(Moller and Berger, 2003), et a I’inverse a induire ’expression de I’adiponectine. Les statines sont,
quant a elles, capables de moduler les fonctions endothéliales et de migration leucocytaire trans-
endothéliale, d’inhiber la libération de cytokines pro-inflammatoires, et d’interférer directement sur
la voie du NFxB (Weitz-Schmidt, 2002). L’inflammation chronique du TA blanc, caractérisée par
une infiltration macrophagique, peut également contribuer a 1’insulinorésistance quand celle-Ci
est associée a I’obésité (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003). La présence d’un exces de
macrophages pourrait correspondre a la cause et/ou la conséquence de 1’état d’inflammation chronique
associé a I’obésité (Wellen and Hotamisligil, 2003; Wellen and Hotamisligil, 2005). Les
mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de cette infiltration macrophagique en cas
d’exces de développement du TA restent tres peu connus. Bien qu’il ait été suggéré que des
précurseurs adipocytaires puissent étre a 1’origine des macrophages présents dans le TA (Charriere et
al., 2003; Cousin et al., 2003), on sait desormais que ces derniers proviennent trés majoritairement
de cellules dérivees de la moelle osseuse (Weisberg et al., 2003). L’adipocyte ainsi que les cellules
de la fraction stroma vasculaire sont également capable de synthétiser et de sécréter un tres grand

nombre de chemokines dont le MCP-1 (monocyte chemokine chemottractant protein-1), un facteur
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de recrutement des monocytes circulants, qui est surproduit en situation d’obésité (Christiansen et
al., 2005).

En outre, I’insulinorésistance induite par les acides gras est, elle aussi, associée a 1’activation de
la voie pro-inflammatoire IKK/NFkB, entrainant 1’expression de cytokines comme le TNFa et
IL-6 (Boden et al., 2005; Shi et al., 2006). De plus, les acides gras sont incriminés a plusieurs
niveaux dans le développement de I’IR/hyperinsulinémie. Des études sur des hépatocytes isoles
de rats ont d’ailleurs montré que de faibles concentrations d’acides gras étaient capables de
diminuer la liaison de I’insuline a son récepteur ainsi que sa dégradation (Lefebvre, 2003). Les
acides gras, ou leurs métabolites, sont egalement capables de contrecarrer la cascade de
signalisation de I’insuline directement dans le muscle, le foie et le TA et ce, en aval du récepteur.
IIs activent une cascade de sérine/thréonine kinases conduisant a la phosphorylation des IRS sur
des résidus serines et thréonines. La phosphorylation de ces résidus perturbe la phosphorylation
des résidus tyrosines et I’activation de la PI3K. Cela altere le reste de la cascade de signalisation
avec en conséquence, entre autres, une diminution de la translocation de transporteurs du glucose
(Satoh et al., 2005; Shulman, 2000).

Parallélement aux acides gras et au syndrome de stockage ectopique des graisses, d’autres
mécanismes tels que le stress oxydatif peuvent également contribuer a I’insulinorésistance. En
effet, certains acides gras augmentent les espéces réactives de 1’oxygene (ROS, reactive oxygen
species) notamment par des réactions de peroxydation. Les mécanismes biochimiques de
I’insulinorésitance induite par le stress oxydatif sont peu connus mais semblent inclure des
modifications de I’expression de certains geénes, en particuliers ceux impliqués dans les
mécanismes d’inflammation (NFkB,...) ou encore dans le métabolisme glucido-lipidique (Evans
et al., 2003). Des changements de I’expression d’iNOS ont ainsi été impliques dans
I’insulinorésitance (Perreault and Marette, 2001).

Enfin, I’adiponectine, une adipokine fortement impliqué dans les mécanismes de luttes contre
I’insulino-résistance pourrait également agir en diminuant la réponse inflammatoire induite par le
TNF-a, puisque des études réalisées in vitro ont montré qu’en réponse a un traitement par
I’adiponectine, les macrophages perdaient une partie de leur activité macrophagique et voyaient leur
production de TNF-a diminuée (Ouchi et al., 2000). 1l semble que de nombreuses propriétés

anti-inflammatoires de I’adiponectine resultent des effets anti-TNF-a, ce qui expliquerait en partie
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son rdle protecteur dans I’athérosclérose. En revanche, le TNF-a et I’IL-6 diminuent I’expression de

I’adiponectine dans les adipocytes humains (Bruun et al., 2003).

4. L’adiponectine
L’adiponectine est une protéine fortement exprimée dans le TA. Elle est connue sous plusieurs

noms [ACRP30 (Adipocyte Complement-Related Protein of 30 kDa) ou adipoQ] chez la souris
et [GBP28 (Gelatin-Binding Protein 28) ou APM1 (AdiPose Most abundant gene transcript 1)]
chez ’homme (Kadowaki and Yamauchi, 2005). Elle est composée de 4 domaines : une
séquence de signal sur la région amine terminale suivie d’une région variable sans spécificité,
d’un domaine collagéne et d’'un domaine globulaire carboxyle terminal. Le domaine C-terminal
est doté de I’essentiel de 1’activité biologique de I’hormone (Kadowaki and Yamauchi, 2005).
L’adiponectine se retrouve dans le plasma sous diverses formes moléculaires : une forme
monomérique de 30kDa et une forme multimérique. Parmi les multiméres, il est nécessaire de
distinguer les hexameéres (190 kDa) et les formes de haut poids moléculaire (> 300 kDa). Ces
structures sont toutes retrouvées dans le plasma et plusieurs études démontrent que la majorité de
I’adiponectine circulante se retrouve sous forme de complexes de haut poids moléculaire (>80%)
(Halperin et al., 2005; Pajvani et al., 2003; Trujillo and Scherer, 2005). En revanche, les réles
physiologiques et les facteurs de régulation de ces formes circulantes sont encore méconnus
(Lafontan and Viguerie, 2006).

Les récepteurs de 1’adiponectine, adipoR1 et adipoR2 ont été clonés récemment (Yamauchi et
al., 2003a). AdipoR1 a une expression ubiquiste, avec une prédominance musculaire, alors
qu’adipoR2 est préférentiellement exprimé dans le foie. L’importance physiologique de ces
récepteurs et les voies de signalisation du message adiponectine sont encore a déterminer.
Cependant, sa concentration circulante, qui représente 0,01% des protéines plasmatiques, est de
I’ordre de 5 a 30 mg/L chez des sujets minces (Arita et al., 1999), alors que celle en leptine n’est
que de 2 a 8 pg/L (Oral et al., 2002). Le niveau d’expression de ses ARNm est différent selon la
localisation du tissu et est plus faible dans le TA viscéral que dans le tissu sous-cutané (Lihn et
al., 2004). Contrairement aux autres adipokines, elle possede plusieurs particularités qui font son
originalité : (1) les concentrations circulantes d’adiponectine sont diminuées chez les patients
obéses insulinorésistants, chez les patients diabétiques de type 2 et chez les sujets présentant
une maladie coronaire; (2) il existe une relation étroite entre 1’adiponectinémie et la sensibilité a

I’insuline et une relation inverse entre 1’adiponectinémie et le degré d’obésité chez I’homme, qui
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touche plus particulierement la graisse viscérale; (3) les mécanismes d’action de 1’adiponectine en
font une molécule qui jouerait un réle protecteur contre 1’athérosclérose et I’insulinorésistance. Au
final, I’adiponectine exercerait des effets insulino-sensibilisateurs dans le muscle, le foie et le TA

via une régulation fine du meétabolisme glucidique et lipidique.

4.1. Action sur le métabolisme glucidique
Les effets insulino-sensibilisateurs de I’adiponectine semblent principalement étre dus a des

mécanismes moléculaires liés a une augmentation de la captation de glucose par les tissus
périphériques et a une diminution de la néoglucogenése via I’activation de I’AMPK (Barth et al.,
2002). Dans les hépatocytes, I’adiponectine potentialise 1’effet inhibiteur de I’insuline sur la
production de glucose par une diminution de I’expression d’enzymes impliqués dans la
néoglucogenese (PEPCK et G6P) de deux enzymes essentielles de la néoglucogeneése, la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose-6-phosphatase (G6P) (Kadowaki and
Yamauchi, 2005) entrainant ainsi une réduction de la glycémie (Berg et al., 2001; Combs et al.,
2003; Yamauchi et al., 2002). L’adiponectine modifie également la cascade de signalisation de
I’insuline in vivo en potentialisant la phosphorylation des résidus tyrosines, du récepteur a
I’insuline, d’IRS-1 et de la protéine kinase B (PKB) (Yamauchi et al., 2001). Dans les
adipocytes, ’adiponectine stimule le captage de glucose en stimulant la translocation des
transporteurs du glucose a la surface membranaire des cellules (Maeda et al., 2002; Tomas et al.,
2002; Wu et al., 2003; Yamauchi et al., 2002).

4.2. Action sur le métabolisme lipidique

La p-oxydation des AG dans le muscle et dans le foie peut étre modulée via les effets insulino-
sensibilisateurs de 1’adiponectine (Fruebis et al., 2001; Xu et al., 2003). La diminution du
malonyl-CoA intracellulaire aurait alors pour conséquences une réduction de la lipogenéese
associée a une augmentation de la B-oxydation des acides gras. Cette stimulation de I’oxydation
des AG conduit a une diminution du contenu en TG dans les tissus, entrainant ainsi une
amélioration de la signalisation insulinique. Dans le foie, cette diminution de TG pourrait
¢galement résulter d’un captage moins important des lipides plasmatiques (Fruebis et al., 2001,
Xu et al., 2003). Les mécanismes cellulaires de la stimulation de la B-oxydation des AG par
I’adiponectine impliquent une activation de I’AMPK au niveau du muscle squelettique et du foie

chez le rongeur (Tomas et al., 2002; Yamauchi et al., 2002). Une fois activée, ’AMPK

18



Introduction : Obésité, diabéte et insulinorésistance

phosphoryle ’ACC entrainant son inactivation avec, pour conséquence, une réduction des
concentrations intracellulaires en malonyl-CoA. La répression allostérique du malonyl-CoA sur
la carnitine palmitoyl transférase (CPT-1) est ainsi théoriquement levée, favorisant le transfert
des AG a longues chaines dans les mitochondries, siege de leur oxydation (Tomas et al., 2002;
Yamauchi et al., 2002). L’AMPK joue également un role au niveau adipocytaire, en effet, celle ci
entraine une inhibition de la synthese du cholestérol via une action sur la régulation des HMG
réductases et de la lipase hormono sensible (LHS) (Kemp et al., 2003; Musi, 2006). De plus, la
stimulation de 1’oxydation des AG par I’adiponectine est en partic PPAR-a dépendante dans le
muscle et dans le foie (YYamauchi et al., 2003b). Cette stimulation de la p-oxydation musculaire
est également la conséquence du changement d’expression de geénes cibles de PPAR-a, comme
FATCD36/FATP-1 (fatty acid transporter-1) ou encore de I’acylCoA oxydase, enzyme clé de la
B-oxydation (Yamauchi et al., 2001).

4.3. Autres roles de I'adiponectine

Outre ses effets sur la sensibilité a 1’insuline, I’adiponectine exercerait un effet protecteur
vasculaire, en agissant trés précocement dans le processus d’athérogenése, en intervenant dans la
régulation de I’expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales vasculaires
(Ouchi et al., 1999), la transformation des macrophages en cellules spumeuses (Ouchi et al.,
2001), et en modulant la prolifération des cellules musculaires lisses (Arita et al., 2002). De plus,
I’adiponectine pourrait agir en diminuant la réponse inflammatoire induite par le TNF-a., puisque
des études réalisées in vitro ont montré qu’en réponse a un traitement par 1’adiponectine, les
macrophages perdaient une partie de leur activité macrophagique et voyaient leur production de
TNF-o diminuée (Ouchi et al., 2000). Il semble que de nombreuses propriétés anti-
inflammatoires de ’adiponectine résultent des effets anti-TNF-a, ce qui expliquerait en partie
son role protecteur dans I’athérosclérose. En revanche, le TNF-a et I’'IL-6 diminuent 1’expression
de I’adiponectine dans les adipocytes humains (Bruun et al., 2003). L’adiponectine semble donc
étre une cible thérapeutique potentielle dans la lutte contre 1’obésité. Actuellement, les
traitements de 1’obésité et des pathologies associées s’appuient sur des stratégies variées comme
I’utilisation de divers régimes alimentaires, le maintien d’une activité physique suffisante ou
encore des médicaments. Ce dernier point est délicat au vu du nombre de causes possibles

pouvant conduire au développement de 1’obésité. En effet, peu de composés pharmaceutiques

19



Introduction : Obésité, diabéte et insulinorésistance

s’aveérent véritablement efficaces. Parmi ceux la, nous pouvons trouver la Sibutramine (Meridia)
qui est un inhibiteur de la recapture de la Sérotonine et de la Noradrénaline ou encore 1’Orlistat
(Xenical) qui est un inhibiteur de la lipase gastro-intestinale. Une nouvelle stratégie
pharmacologique vise a étudier les effets du systéme endocannabinoidien (SEC). Ce systéme
physiologique récemment découvert joue un role important dans la régulation de 1’apport
alimentaire, le stockage et le métabolisme des graisses et du glucose. Ainsi, I’hyperactivité de ce
systéme est associée a 1’obésité et a des troubles métaboliques tels qu’une diminution des taux

plasmatiques d’adiponectine (Whitehead et al., 2006).

II. Le systeme endocannabinoidien

1. Historique
L’intérét du SEC dans 1’obésité vient des observations faites depuis des millénaires qui rapportent

une augmentation de la prise alimentaire chez les consommateurs de cannabis. Les vertus de la
plante Cannabis sativa sont connues depuis des siécles ; son utilisation dans la pharmacopée
chinoise remontant a plus de 2000 ans avant J.-C. Ainsi, le cannabis a été recommandé au fil des
siecles dans plusieurs usages, par exemple pour le traitement de la douleur, de I'asthme, de la
dysenterie, des nausees et des vomissements ainsi que dans des cas de spasmes et de convulsions.
Dans certaines sociétés, comme en Inde, le cannabis fut également utilisé comme traitement de
I’inappétence. Au XIXe siecle, des médecins rapportaient que les consommateurs de cannabis
mangeaient plus (Abel, 1975). Cependant, au début du XX° siécle, son emploi a été proscrit de la
médecine occidentale. L’un des premiers protocoles pour vérifier I’hypothése d’une action du
cannabis sur 1’appétit fut conduit chez des soldats en 1933. Ceux ayant consommé de la
marijuana décrivaient une sensation de faim et mangeaient plus que les contrbles (Siler et al.,
1933). Depuis l'identification du principal constituant psychoactif du cannabis, le delta-9-
tétrahydrocannabinol (A-9-THC) en 1964 (Gaoni and Mechoulam, 1964), la chimie des
cannabinoides a subi un essor fulgurant et permis 1’identification de deux types de récepteurs
cannabinoides, d'un systéme cannabinoidien endogéne (ou endocannabinoidien) et de la mise en
évidence du roéle essentiel de ce systtme dans la modulation neuronale (tableau 1). De
nombreuses études portant sur l'utilisation des cannabinoides en clinique ont suscité un intérét

marqué dans le domaine médical et les recherches sur le sujet ne cessent de réaliser d'énormes
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progres au

niveau de la comprehension du systéme cannabinoide et de ses

thérapeutiques possibles.

Tableau 1 : Bref historique du SEC.

applications

ANNEE DECOUVERTE
1964 Identification du 49-THC (Gaoni and Mechoulam, 1964)
1983 Identification des récepteursa hautes affinité s CB dans | cerveau (Devane &t ol , 1988)
1990/1991 | Clonage desrécepteursCBL durat (Matsuda et of, 1990) et de I'homme (Gerard 2t ol , 1991}
1992 Identification du premier endocannabineide: I'anandamide (Devane =t ol 1992}
1993 Clonage desrécepteursCB2 périphériques{Munra et ol 1993)
1994 Développementdu Ler antagoniste aux récepteursCBL: le Rimonabant (Rinaldi-Carmona et al, 1994)
1995 Deuxieme endocannabinoide identifié: 2-arachidonoyl-glycérol (Mechoulam ¢t ol , 1995)
1996 Identification d'une enzyme spécifique de dégradation de I'anandamide: FAAH (Cravatt =t ol 1996)
1993 Le Rimonabant permet une diminution de masse corporelle {Colomba et of |, 1998)
1999 Genération du modele murin CBL-/~ (Ledent =t ol, 1999}
2003-2006 | Découverte deseffets métabaoliques périphériquesdu systeme ECD (Engeli and Jordan, 2006)
2004 Lesendocannabinoides entun réle de neurotransmetteur (Di Marzo ¢t ol, 2004)
2004 Identification de I'enzyme de synthese de I'anandamide: NAPE-FLD (Okamoto =t ol , 2004)
2005/2006 | Publication desrésultats de |'étude RIO, description de |'activation de ce systame chez l'obése (Engeli and Jordan, 2008)

A%-THC = delta9-transtétrahydrocannabinol, CB = cannabinoide, FAAH = fatty acid amine hydrolase, NAPE-FLD =
N-acylphosphatidyléthanolamine phospolipase D, RIO = Rimonabant in obesity.

2. Les cannabinoides et leurs récepteurs

Depuis I'identification en 1964 du principal constituant psychoactif du cannabis, le A9-THC, de

plusieurs autres cannabinoides naturels (cannabinol, cannabidiol, cannabigérol, etc.) et avec un

intérét grandissant pour ce systeme, des études ont permis de mettre en évidence les dérivés actifs

de la marijuana, leurs récepteurs principaux ainsi que des ligands endogenes.
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Figure 3: Structures chimiques des principaux cannabinoides (Venance et al., 2004). Cannabinoide
exogeéne naturel : A°(-)-THC (A), des endocannabinoides (EC): anandamide (AEA) (B), homo-y-linolényl éthanol
amide (C), docosatétraénoyl éthanol amide (D), 2-arachidonoyl glycérol (2-AG) (E) et 2-arachidonoyl glycérol éther
(F), ainsi que de I’olvanil (G), agoniste des récepteurs vanilloides VR1.

2.1. Les cannabinoides et endocannabinoides

Les ligands cannabinoides peuvent étre classes en trois familles : Les ligands exogenes naturels,
les ligands endogénes et les ligands synthétiques (figure 3).

2.1.1. Ligands exogénes naturels
Il s’agit de tous les composés produits par la plante Cannabis sativa qui sont capables de se lier a

un récepteur cannabinoide et d'activer les voies de signalisation couplées a ce récepteur. On en
compte plus de 60, dont le plus abondant et le plus actif est le A9-transtétrahydrocannabinol (A9-
THC). D’autres, moins abondants, sont représentés par le A8-THC (actif), ainsi que le cannabinol

et le cannabidiol (beaucoup moins actifs) (Gaoni and Mechoulam, 1964; Pertwee, 1999).

2.1.2. Ligands endogénes
Une molécule endogeéne capable d'activer un récepteur cannabinoide (CBR) est appelée

endocannabinoide (EC). Les deux principaux EC sont I'anandamide (AEA), un agoniste des
CB1R (Devane et al., 1992b), et le 2-arachidonyl glycérol (2-AG), un agoniste des CB1R et
CB2R (Mechoulam et al., 1995). Ces composés, de structure lipidique, ont une demi-vie trés
courte et sont catabolisés par une enzyme, la FAAH (fatty acid aminohydrolase). Ces ligands sont
produits massivement a la suite d’une augmentation de calcium intracellulaire dans différents
tissus, en particulier dans le SNC, ou ils vont moduler la libération de neurotransmetteurs. Les
EC ne sont pas des neurotransmetteurs; leur synthese et leur métabolisme leur suggerent plutét un
role de neuromodulateurs puisqu'ils sont synthétisés «a la demande» et qu'ils ne sont pas stockés
dans des vésicules synaptiques du fait de leur nature lipidique. De plus, les EC agissent de fagon
rétrograde au niveau synaptique pour inhiber la libération de neurotransmetteurs tels que le
glutamate, le GABA, la glycine, la noradrénaline, la sérotonine, I'acétylcholine et de nombreux
neuropeptides (Venance et al., 2004). Le cycle de vie des EC (synthése, sécrétion, action sur
leurs récepteurs et hydrolyse) est résumé dans la figure 4 ; diverses stratégies de modulation de
leur activité y sont également indiquées.

2.1.3. Ligands synthétiques

Parmi ces molecules modifiées chimiquement, on trouve principalement trois familles de

composeés présentées dans le tableau 2.
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Tableau 2 : Présentation des 3 principales familles chimiques ayant une activité de liaison aux récepteurs

aux cannabinoides.

Ligands synthétiques

action

cannabinoides dits " classiques"

HU-210

agoniste CB1R et CB2R

dérivant du A9-THC CP-55940 agoniste CB1R et CB2R
Amylolkylindoles WIN-55212-2 agoniste CB1R et CB2R
Diarylpyrazoles SR141716A antagoniste CB1R
SR1414528 antagoniste CB2R
MK 0364 antagoniste CB1R
Dérivés
pyrazols Arylpyrazoles AM251 antagoniste CB1R
AMS881 antagoniste CB1R
substitus benzofuranes AM630 antagoniste CB2R
LY 320135 antagoniste CB1R

HU-210 (Devane et al., 1992a), CP-55940 crée par le groupe pharmaceutique Pfizer in 1974, WIN-55940 (Rinaldi-
Carmona et al., 1994; Showalter et al., 1996), SR141716A (Rinaldi-Carmona et al., 1994), SR144528 (Rinaldi-
Carmona et al., 1998), MK 0364 (Fong et al., 2007), AM 251 (Gatley et al., 1996), AM281 (Lan et al., 1999), AM630
(Ross et al., 2002), LY 320135 (Felder et al., 1998).

La plupart des antagonistes des CB1R, en plus de bloquer la liaison récepteur-
ligand, conduit a des effets biologiques inverses de ceux déclenchés par les agonistes du
CBIR, c’est pourquoi ils sont qualifiés d’agonistes inverses. Deux hypothéses peuvent
expliquer ces effets : (1) ces récepteurs sont constitutivement activés par une production
endogene de cannabinoides et (2) les récepteurs sont constitutivement actifs en I'absence
de ligand. Il est difficile de trancher entre ces deux hypothéses et notamment d’exclure
une production endogene de cannabinoides dans le systéme étudié. Cependant, l'activité
constitutive du CB1R a pu clairement étre démontrée dans les cellules CHO surexprimant
le CB1R dans lesquelles le SR141716A stimule la production d'/AMPc alors que ces
cellules ne produisent pas d'EC (Bouaboula et al., 1997).

2.2. Synthese et dégradation des EC
Les EC les mieux caractérisés sont donc I’AEA formé a partir de dérivés de

phospholipides membranaires dérivant de 1’acide arachidonique et le 2-AG qui dérive des
TG. Ces composés de structure lipidique sont produits localement et ont une % vie trés
courte (Di Marzo et al., 2005). Les voies conduisant a leur synthése et leur dégradation sont
représentees dans la figure 4. La synthése des EC est plus ou moins élevée en fonction du
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besoin. Contrairement a de nombreux neurotransmetteurs, les EC ne sont pas stockes dans
des veésicules mais plutdt synthétisés a la demande en réponse a une stimulation aigué. Cette
réponse passe par un accroissement en Ca2+ intracellulaire qui initie la synthese et le relargage
des EC. La production et la dégradation des EC sont des phénomeénes trées rapides (Engeli et al.,
2005).

2.2.1. Mécanisme de synthese de I'anandamide
L’AEA est constitué d’acide arachidonique liée a de I’éthanolamine par une liaison amide. Il est

synthétisé en deux étapes : (1) le précurseur de Il'anandamide ; la N-arachidonoyl-
phosphatidyléthanolamine est produite par I’action de la N-acyltransférase qui catalyse le
transfert intermoléculaire de 1’acide arachidonique sur I'éthanolamine de la phosphatidyl-
éthanolamine (Cadas et al., 1997). La N-acyltransférase est régulée par deux seconds messagers :
le calcium et I'AMPc (Cadas et al., 1997). (2) Le clivage de la N-arachidonoyl-
phosphatidyléthanolamine par une phospholipase D spécifique (N-acyl phosphatidylethanolamine
phospholipase D ; NAPE-PLD) libere I'AEA et un acide phosphorique par un mécanisme calcium
dépendant (Piomelli et al., 1999). Les concentrations d’AEA dans le cerveau sont comparables a
celles d'autres neurotransmetteurs et les concentrations les plus fortes sont retrouvées dans les
zones ou ’expression du CB1R est la plus importante, 1’hippocampe, le cervelet ou encore le
cortex (Di Marzo et al., 1994; Felder et al., 1996). L’AEA posséde une plus forte affinité pour le
CB1R (Ki e61: 543nM) que pour le CB2R (Ki e279: 1940nM) (Lopez-Moreno et al., 2008).

2.2.2 Mécanisme de synthése du 2-arachidonoyl glycérol
Le 2-AG est un monoacylglycérol constitué d'acide arachidonique lié au carbone 2 d'un glycérol

par une liaison ester. Il est a l'intersection de nombreuses voies du métabolisme lipidique, rendant
difficile l'identification de ses voies de synthése. Toutefois, deux voies ont été identifiées
(Piomelli, 2003) : (1) un phosphatidylinositol est clivé en 1,2-diacylglycérol (DAG) par la
phospholipase C (Stella et al., 1997). Le DAG est ensuite hydrolysé par la DAG lipase afin de
libérer le 2-AG (Farooqui et al., 1989). (2) un phosphatidylinositol est clivé par la PLA1 (Higgs
and Glomset, 1994) afin de produire du 2-arachidonoyl-lysophospholipide, qui a son tour est
hydrolysé par la lyso-PLC en 2-AG. La formation du 2-AG est déclenchée par la stimulation de
I'activité neuronale ou en réponse a l'activation de certains récepteurs (notamment ceux de

I'acétylcholine) (Higgs and Glomset, 1994).
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Figure 4. Biosynthése, activation et inactivation des deux EC les plus connus, ’AEA et le 2-
arachidonoylglycerol (2- AG) (De Petrocellis and Di Marzo, 2009). Différentes voies peuvent exister a la
fois pour la formation et le catabolisme de I'AEA et du 2-AG. Le premier provient d'un précurseur phospholipidique,
N-arachidonoyl-phosphatidyl-éthanolamine  (NArPE), formé a partir de la N-arachidoylation de
phosphatidylethanolamine via 1’action de N-acyltransférases (NAT). NArPE se transforme en AEA via quatre voies
alternatives possibles. La plus directe est catalysée par une N-acyl-phosphatidyléthanolamine sélectives de la
phosphodiestérase (NAPE-PLD). Le 2-AG quant & lui, est produit presque exclusivement par I'hydrolyse de
diacylglycérols (DAG) via des DAG lipases a et b sn-1-sélectives (DAGLS). Aprés une réabsorption cellulaire par un
mécanisme restant a élucidé (EMT), I'AEA est métabolisé par la FAAH et le 2-AG via plusieurs monoacylglycérol-
lipases (MAGLs) méme si ce dernier peut également étre dégradé par la FAAH. Les deux EC activent les CB1R et
CB2R avec une affinité différente (’AEA ayant l'affinité la plus forte pour les 2 récepteurs) et une efficacité
différente (le 2-AG possédant I’efficacité la plus élevée dans les deux cas). L’AEA peut également activer les
récepteurs TRPV1 (transient receptor potential vanilloid type-1) et interagir avec plusieurs autres cibles
moléculaires, alors que les deux composés semblent capables d'interagir avec GPR55, une protéine G couplée a un
récepteur orphelin. Abh4,6,12 : ab-hydrolases4,6,12; PLD : phospholipase D; PLA1/2: phospholipase Al/A2;
PTPN22 : protein tyrosine phosphatase N22. Les voies de biosynthése sont représentées en noir et celles de
dégradation en bleu.

TRPVI1

Dans le cerveau, le 2-AG est un intermédiaire important pour de nombreuses voies biochimiques
et est présent a des concentrations 200 fois supérieures a I’AEA (Piomelli, 2003). Le 2-AG se lie
avec une affinité comparable aux récepteurs CB1 et CB2 (Ki e400- 1400) (Lopez-Moreno et al.,
2008).
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2.2.3 Mécanismes de dégradation des EC
La dégradation des endocannabinoides implique une étape de recapture dans le cytosol et une

hydrolyse par des sérines hydrolases spécifiques. Les mécanismes de recapture des
endocannabinoides dans le cytosol sont encore méconnus et tres controversés. Plusieurs équipes
ont avancé 1’hypothése de la présence d’un transporteur sur la base de critéres biochimiques et
pharmacologiques (Hillard et al., 1997; Piomelli, 2003; Ronesi et al., 2004). Une fois dans le
cytosol les EC sont alors métabolises par des sérines hydrolases intracellulaires spécifiques: la
fatty acid amide hydrolase (FAAH) pour I’AEA (Cravatt et al., 1996) et la monoacylglycérol
lipase (MAGL) pour le 2-AG (Dinh et al., 2002). Toutefois, il a été récemment montré que la
FAAH pouvait également hydrolyser le 2-AG (Blankman et al., 2007; Di Marzo, 2008b).

2.3. Les récepteurs aux EC

2.3.1. Les récepteurs CB1 et CB2
Les EC se lient a des récepteurs couplés a des protéines G. Ces récepteurs sont notés CB1R et

CB2R (Figure 5). Le géne codant pour le CB1R (ou récepteur central) a été cloné par Matsuda et
al en 1990 puis 3 ans plus tard, Munro et al ont cloné le géne codant pour un autre récepteur

nommeée CB2 (ou récepteur périphérique) (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993).

Exterieur NH2

Figure 5 : Structure moléculaire des CB1R et CB2R (droits réserves).

La localisation et les principaux sites d’action des récepteurs aux cannabinoides sont représentés
en figure 6. CB1R est le plus représenté dans le SNC des mammiferes et est trouvé dans de
nombreuses régions du cerveau (bulbe olfactif, cortex, hypothalamus, noyau accumbens, etc).Les
CB1R sont principalement localisés au niveau du SNC, et également le long des voies de la

douleur (neurones afférents primaires et moelle épiniére) (Agarwal et al., 2007; Lever and Rice,
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2007). lls sont également présents dans de nombreux tissus périphériques comme le tractus

gastro-intestinal, le foie, les muscles squelettiques, le TA, les os et I’utérus (Engeli and Jordan,

2006).
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Figure 6 : Contribution de I'hyperactivité du systtme endocannabinoidien aux anomalies métaboliques
associées a l'obésité viscérale. Le SEC agit essentiellement au niveau du cerveau, du tissu adipeux, du foie, du
tractus gastro-intestinal, du pancréas et des muscles squelettiques. Ces différents effets seront développés en détails
dans ce chapitre. Adapté de (Despres et al., 2006).

Ce récepteur est essentiellement localisé sur les cellules endothéliales. Chez I’'Homme et le
rongeur, I’expression du CBIR est plus élevée dans les adipocytes que dans toutes les autres
cellules périphériques (Bensaid et al., 2003; Cota et al., 2003). L'expression des CB2R, quant a
elle, semble restreinte aux tissus périphériques occupant des fonctions immunitaires, bien que ces
récepteurs aient ete également décelés dans les adipocytes humains (Engeli and Jordan, 2006),
dans le cerveau, les ganglions de la racine dorsale, la moelle épiniére, les neurones sensitifs, la
microglie et les tissus périphériques (Jhaveri et al., 2007). Le r6le de CB2 dans la biologie de
I’adipocyte ainsi que les régulations métaboliques reste peu connu a ce jour.

Du fait de cette distribution, le CB1R est plutdt associe aux effets psychotropes des
cannabinoides et CB2 aux effets immunomodulateurs. Il a ét¢ montré que I’AEA est également

capable, a forte dose (10 uM), de se lier a un récepteur de type canal calcique, le récepteur
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vanilloide (Di Marzo et al., 1998; Howlett and Mukhopadhyay, 2000; Smart et al., 2000;
Zygmunt et al., 1999).

2.3.2. Les récepteurs aux cannabinoides non-CB1/2
La mise au point d'antagonistes des CB1R et CB2R ainsi que de modéle de souris invalidées pour

les genes de ces récepteurs a permis de mettre en évidence certains effets biologiques des
cannabinoides indépendants de leurs récepteurs classiques.

2.3.2.1 Le récepteur vanilloide
C'est le récepteur de la capsaicine, composé exogéne responsable de la sensation de chaleur

procurée par le piment (Szallasi and Blumberg, 1999). C'est un récepteur canal cation non-
sélectif nommé TRPV1 ou VR1 (Caterina et al., 1997) s'ouvrant sous l'effet d'un stimulus
thermique supérieur a 48°C. Ce récepteur est particulierement abondant dans les neurones
sensoriels mais est exprimé également dans certaines autres zones du cerveau (Mezey et al.,
2000). L'AEA est un agoniste du récepteur vanilloide. En effet, ce dernier provoque certains
effets caractéristiques de l'activation de ce récepteur comme la stimulation de I'apoptose de
cellules de lymphome et de neuroblastome (Maccarrone et al., 2000), ou encore la vasodilatation
des artérioles endothélium-indépendant (Zygmunt et al., 1999). Tous ces effets sont bloqués par
un antagoniste sélectif du récepteur VR1, la capsazépine.

2.3.2.2. Le récepteur putatif de l'abnormal cannabidiol
En 1999, Wagner et al ont décrit des effets vasodilatateurs de I’AEA et du R-méthanandamide

sur des arteres mésentériques isolées (Wagner et al., 1999). Ces effets sont reproduits en utilisant
de I'abnormal cannabidiol, qui ne se lie pas aux CB1R et CB2R, tandis que ni les agonistes
synthétiques, ni le ASTHC ne peuvent reproduire ces effets (Jarai et al., 1999; Wagner et al.,
1999). Cependant, I’antagoniste CB1R SR141716A bloque les effets de I'AEA, du R-
méthanandamide et de I'abnormal cannabidiol sur I'endothélium vasculaire (Chaytor et al., 1999;
Jarai et al., 1999; Wagner et al., 1999) et ce blocage n’est pas retrouvé avec un autre antagoniste
des CB1R, 'AM251 (Ho and Hiley, 2003; White et al., 2001). Ces données suggérent I’existence
de sites de liaison de I'AEA et du R-méthanandamide sur des récepteurs distincts des CB1R et
CB2R.
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2.3.2.3. Le récepteur GPR55
Le récepteur GPR55 (Ryberg et al., 2007) a longtemps été considéré comme un récepteur couplé

a une protéine G orpheline. On sait maintenant qu'il est capable de lier plusieurs composeés dont
le CP55940 (cannabinoide synthétique aminoalkylindol), le cannabidiol, I'AEA et la virodhamine
ainsi que lI'abnormal cannabidiol. Ce récepteur posséde une faible homologie de séquence avec
les CB1R et CB2R et est différent du récepteur de I'abnormal cannabidiol car les effets
vasodilatateurs de I'abnormal cannabidiol non induits par les CB1R sont conservés chez les souris
GPR55" (Johns et al., 2007; Maccarrone et al., 2000). Le récepteur GPR55 est
preférentiellement exprimé dans les glandes surrénales, l'intestin, et le cerveau mais dans de
moindres proportions que le CB1R (Ryberg et al., 2007). GPR55 semble jouer un réle dans les
neuropathies car des souris GPR55-/- sont résistantes a la douleur via un mécanisme impliquant

une augmentation des cytokines anti-inflammatoires (Staton et al., 2008).

2.3.2.4. Le récepteur hippocampal des cannabinoides non-CB1
Le CB1R est impliqué dans l'inhibition du courant excitateur post-synaptique induite par le

glutamate (Stella et al., 1997). Cependant, Hajos et al ont montré que W1N55212-2 pouvait
inhiber le courant excitateur post-synaptique provoqué par une stimulation monosynaptique sur
des neurones de 1’hippocampe de souris sauvages, mais également de souris CB1-/- (Hajos et al.,
2001). Cet effet est sensible a la toxine pertussique, au SR141716A mais non sensible a 'AM251
(Hajos and Freund, 2002). Cela suggeére I'existence d'un récepteur couplé aux protéines Gi/0 autre
que CBI1R et sensible au SR141716A. 11 a tout d’abord été envisagé que ce récepteur soit
similaire au récepteur de lI'abnormal cannabidiol. Néanmoins sa sensibilité au W1N55212-2 (et
I'absence de sensibilité du récepteur de I'abnormal cannabidiol a ce ligand) démontre que ces

deux récepteurs putatifs sont bien distincts.

2.3.2.5. Le récepteur CB2-like
Le palmitoyléthanolamide est un amide d'AG ne se liant ni au CB1R ni au CB2R (Felder et al.,

1995). Cependant, il exerce un effet antinociceptif bloqué par le SR144528 (Calignano et al.,
1998) et potentialise la migration de la microglie de fagon toxine pertussique sensible (Franklin
and Stella, 2003). Ces résultats suggerent I'existence d'un récepteur couplé a Gi/0 appelé CB2

«like» en raison de sa sensibilité au SR144528, antagoniste des CB2R.
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2.4. Signalisation intracellulaire des récepteurs cannabinoides
La majorité des effets biologiques décrits pour les cannabinoides sont induits par un couplage a la

protéine G de type Gi/Go, sensible a la toxine pertussique. 1l semble que les CB1R puisse se
coupler aux deux types de protéines Gi et Go, alors que CB2 se couplerait préférentiellement a
Go (Glass and Northup, 1999). Cette différence de couplage pourrait expliquer la variation
d’efficacité du A9-THC (cannabinoide principal du cannabis) a activer ces CB1R et CB2R. En
effet, bien que le A9-THC se lie avec la méme affinité aux deux récepteurs, il active les CB1R
mais pas, ou seulement de facon partielle, les CB2R (Bayewitch et al., 1996). Les CB1R et CB2R
peuvent avoir une activité basale constitutive en 1’absence de ligand agoniste. Dans ce cas, les
antagonistes SR141716 et SR144528 qui bloquent cette activité constitutive se comportent
comme des agonistes inverses (Bouaboula et al., 1999; Bouaboula et al., 1997; Glass and
Northup, 1999).

L’activation des récepteurs cannabinoides agit principalement sur trois grandes voies de
signalisation intracellulaires auxquelles ils sont couplés : 1’adénylate cyclase, la voie des MAP
(mitogen-activated protein)-kinases et certains canaux ioniques (action spécifique via les CB1R)
(figure 6). A travers ce couplage Gi/Go, I’activation des CBIR ou CB2R induit simultanément un
signal inhibiteur et un signal activateur, dont les prévalences respectives dépendent du type

cellulaire.

2.4.1. Inhibition de I'adénylate cyclase
L’adénylate cyclase est ’enzyme responsable de la production d’adénosine monophosphate

cyclique (AMPc), I’'un des principaux seconds messagers intracellulaires.

L’inhibition est réversible, dose-dépendante et médiée par une protéine G (Gi/o) (Howlett and
Fleming, 1984; Howlett et al., 1986) ; la baisse d’AMPc dans la cellule entraine une inhibition de
la protéine kinase A (PKA) et I’augmentation des protéines phosphorylées en tyrosine, comme la
protéine kinase FAK (focal adhesion kinase) (Derkinderen et al., 1996). 1l a également été montré
que les CB1R pouvaient étre couples a la protéine Gs : on observe alors une augmentation du
taux d’AMPc et donc une activation de la PKA. Ce couplage des CB1R a Gs n’est visible que
dans le cas ou la protéine Gi est inhibée (par la toxine pertussique). Les récepteurs cannabinoides
CB1 et CB2 sont couplés négativement a 1’adénylate cyclase par une protéine G de type Gi/o.
Des différences quantitatives suggeérent qu’il existe des variations d’efficacité de couplage

suivant les récepteurs cannabinoides dans les différentes régions du cerveau (Piomelli, 2003).
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Figure 7 : Principales voies de transduction du signal modifiées aprés action des EC via les CB1R, VR1
ou par action directe (Venance et al., 2004). L’activation des CBIR et CB2R par les EC (1) conduit a une
inhibition de I’activité cyclasique (2). Cet effet est inhibé par un traitement par la toxine pertussique, révélant ainsi
I’intervention d’une protéine G de type Gi/o dans le couplage récepteur-enzyme (Ameri, 1999; McAllister and Glass,
2002). L’AEA et le 2-AG sont des agonistes entiers de I’inhibition de 1’adénylate cyclase via les CB1R. En revanche,
seul le 2-AG est agoniste entier au niveau du CB2. Dans certaines conditions, 1’activation du CB1R (et pas le CB2R)
conduit & une production d’AMPc via une protéine de type Gs. Dans ce cas, I’AEA devient un agoniste partiel des
CBI1R, contrairement au 2-AG qui reste agoniste entier. L’activation du CBIR provoque également une inhibition
directe des canaux de type T (Chemin et al., 2001)(3) par le biais d’une protéine Gi/o mais indépendante de ’activité
cyclasique. L’activation des CB1R diminue la sensibilité au potentiel de membrane des canaux potassiques de type A
(KA) (4), via une protéine Gi/o et de fagon dépendante de I’inhibition de la voie adénylate cyclase/protéine kinase A
(PKA) (Ameri, 1999; McAllister and Glass, 2002). De plus, les EC inhibent deux autres types de canaux potassiques:
des canaux de fuite sensibles aux protons (TASK-1) et les canaux de type M (KM) (Maingret et al., 2001;
Schweitzer, 2000) (5). L’AEA a un double effet, inhibiteur et stimulateur, sur les récepteurs du glutamate de type
NMDA (M-méthyl-D-aspartate) (Ameri, 1999; McAllister and Glass, 2002). L’inhibition est une conséquence
indirecte de I’inhibition des conductances Ca2+ de type P/Q aprés activation du CB1, tandis que ’activation résulte
d’un effet direct des EC sur le récepteur NMDA (6), conduisant a une augmentation de 1’influx calcique a travers le
canal. L’activation par les EC de la voie des MAP kinases (mitogen-activated protein kinases) (Ameri, 1999;
McAllister and Glass, 2002) (8) déclenche une cascade aboutissant in fine a 1’activation de facteurs de transcription
multiples, tels que krox 24, c-fos ou c-jun. Deux autres MAP kinases sont activées par les EC lors de stress
cellulaires: p38-MAPK et c-jun-N-terminal kinase (JNK). L’activation de JNK conduit & une apoptose cellulaire,
alors que celle de p38-MAPK a des effets neuroprotecteurs, ainsi qu’anti-profilérateurs au niveau de cellules
tumorales (Galve-Roperh et al., 2000; Guzman et al., 2002). Seule I’AEA, parmi les EC, active le récepteur
vanilloide de type 1 (VR1) (12), un canal cationique non sélectif de la famille des canaux TRP (transient receptor
potential) impliqués dans les phénomenes de détection de stimulus nocicepteurs et dans la transduction de
I’hyperalgésie inflammatoire et thermique. Les affinités de couplage des CB1R et CB2R aux protéines G ne sont pas
équivalentes: si les deux types de récepteurs possedent une trés forte affinité pour Gi, celle du CB1 pour Go est 10
fois supérieure a celle du CB2. Cela peut expliquer I’absence, ou la faiblesse, d’interaction du CB2 avec les canaux
ioniques, contrairement au CB1R qui est capable de moduler I’activité de nombreux canaux.

L’inhibition de 1’adénylate cyclase induite par les récepteurs cannabinoides n’est pas médiée par
d’autres récepteurs, non cannabinoides, connus pour étre couplés négativement a 1’adénylate
cyclase par des protéines G, comme par exemple les récepteurs o2-adrénergiques, M4-

muscariniques, 5-opioides (Howlett and Fleming, 1984; Pacheco et al., 1993). Ainsi, 1’addition
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d’autres agonistes (opioides, GABAA, muscariniques, dopaminergiques) n’entraine pas d’effet
additif sur I’inhibition de ’adénylate cyclase. Cependant, si les récepteurs cannabinoides activent
leurs propres pools de protéines G, ils partagent avec d’autres récepteurs couplés a ces protéines
le méme effecteur commun: I’adénylate cyclase (Childers and Deadwyler, 1996). En effet, les
effets conjoints des agonistes GABAB et cannabinoides sont additifs dans le cas de 1’activité

GTPasique dans les cellules des grains du cervelet (Pacheco et al., 1993).

2.3.2. Activation de la voie des MAP kinases
Les MAP kinases jouent un réle clef dans les processus de différenciation morphologique et de

survie neuronale (Fukunaga and Miyamoto, 1998). Plusieurs membres de la famille des MAP
kinases sont abondamment présents dans le cerveau et sont activés lors d’événements
physiologiques ou pathologiques (ischémie, épilepsie). Les cannabinoides sont capables d’activer
la voie des MAP Kkinases telles que ERK1/2 (extracellular signal-related protein kinase),
impliquées dans la régulation de I’expression de geénes et de la synthése protéique ; cet effet est
indépendant de I’inhibition de la production d’AMPc (Bouaboula et al., 1995).

En conclusion, on observe que les récepteurs cannabinoides induisent une signalisation cellulaire
complexe. Si I’inhibition de I’adénylate cyclase et des canaux ioniques prédomine dans les
cellules du SNC, c’est I’activation des cascades kinases (MAPK) qui est sollicitée par les

cannabinoides dans les cellules immunitaires et tumorales.

3. Réle du SEC dans la modulation de la prise alimentaire et de la masse

corporelle
Les phytocannabinoides et les EC sont capable de stimuler la prise alimentaire par 1’intermédiaire

de CBIR centraux, chez I’homme et le rongeur (Matias and Di Marzo, 2007; Pagotto et al., 2006;
Jamshidi and Taylor, 2001; Williams and Kirkham, 1999). Cet effet orexigéne s’inscrit dans un
réseau complexe d’interactions avec les peptides régulant I’appétit. Le SEC central est activé au
cours de 1’obésité expérimentale et contribue a I’hyperphagie observée dans cette situation. Les
taux d’EC dans I’hypothalamus augmentent avec le jeline et diminuent trés rapidement apres un
repas (Kirkham et al., 2002). De plus, Les EC régulent la sécrétion de la ghréline (hormone
naturelle isolée de I'estomac de certains mammiferes dont I'Homme, ayant pour principal effet la
stimulation de I'appétit), ce qui suggére que les EC interviennent a plusieurs niveaux de la
régulation de la prise alimentaire (Harrold and Williams, 2003). Inversement, des souris

déficientes en CB1R (CB17) sont résistantes a un régime hyper-lipidique (Ravinet Trillou et al.,
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2004) et présentent 24% de masse corporelle et 60% de masse grasse en moins que des souris
sauvages. Le méme type d’effets sur la prise alimentaire et la masse corporelle est observé chez
I’Homme et 1’animal suite a un traitement pharmacologique par un antagoniste aux CBIR
(SR141716) (Jbilo et al., 2005; Pi-Sunyer et al., 2006; Ravinet Trillou et al., 2003; Van Gaal et
al., 2005). Il est intéressant de noter que, chez des souris obéses, SR141716 (antagoniste
spécifique des CB1R) n’entraine une diminution de la prise alimentaire que durant la premiere
semaine. Pourtant, la perte de poids se prolonge pendant les 5 semaines restantes malgré une
normalisation de la prise alimentaire (Jbilo et al., 2005; Ravinet Trillou et al., 2003). Chez la
souris obese, 1’administration de SR141716 provoque une hypophagie transitoire qui ne peut
expliquer complétement la perte de poids prolongée induite par la molécule (Matias and Di
Marzo, 2007; Pagotto et al., 2006) suggérant que la perte de poids n’est pas exclusivement
consécutive a une diminution de la prise alimentaire et I’hypothése d’une augmentation de la
dépense énergétique a été avancée en observant une augmentation de la consommation basale
d’oxygene (+37%) chez des souris obeses traitées par le Rimonabant (Liu et al., 2005). Ces
observations suggéerent que le SEC est associé a des régulations métaboliques indépendantes de la
prise alimentaire. Ces effets métaboliques pourraient étre la conséquence de 1’activation de
récepteurs aux EC périphériques qui, méme s’ils sont beaucoup moins bien représentés que dans
le cerveau, sont présents dans les adipocytes, le foie, les muscles squelettiques et les cellules § du

pancréas (Engeli and Jordan, 2006).

3.1 SEC et régulation centrale de la prise alimentaire

3.1.1 Effets centraux du SEC sur la prise alimentaire
En 1971, une premiere étude sérieuse sur l'effet de la marijuana sur la prise alimentaire a été

effectuée. Des jeunes volontaires sains a jeun ou nourris ont consommé des quantités
standardisées de cannabis et dans les deux conditions, une tendance a 1’augmentation de la
consommation alimentaire a été décrite aprés ingestion de marijuana par rapport au placebo.
Cependant, cette tendance n'est significative que pour les sujets a 1’état nourri (Hollister, 1971).
Quelques années plus tard, une autre étude consistant a faire varier la quantité de A9-THC dans
les cigarettes des sujets a révelé un effet différent de ce composé sur I'appétit. Des doses élevées
ont en premier lieu provoqué une diminution de la prise alimentaire suivie d'une augmentation
subséquente, alors que des doses plus faibles ont entrainé une stimulation de 1’appétit (Abel,

1971). D’autres expériences ont également permis de démontrer que la consommation chronique
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de marijuana augmente significativement la ration calorique quotidienne moyenne chez I'homme
(Foltin et al., 1986; Greenberg et al., 1976). Afin de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la stimulation de la prise alimentaire induite par les cannabinoides, les modeles
animaux ont alors représenté un outil idéal. Ainsi, en 1965, une étude a montré une augmentation
de la prise alimentaire chez le rat apres administration de cannabis (10 mg/kg, une injection
intrapéritonéale) au cours de la premiére heure post-injection (Carlini and Kramer, 1965).
Toutefois, les données obtenues & partir d'animaux sont encore incomplétes et pas toujours
simples a interpréter (Kirkham and Williams, 2001). Le développement de composés spécifiques
en mesure d’avoir une action d’antagonisme des CB1R a ensuite donné une nouvelle impulsion a
I'é¢tude de la régulation du comportement alimentaire par les cannabinoides. L’utilisation de ces
molécules a fortement suggéré que les effets hyperphagiques induits par le A9-THC passaient par
I'activation des CB1R. Des études ont alors montré que linjection intrapéritonéale de
I'antagoniste des CB1R SR141716 est en mesure de réduire considérablement la consommation
d'alcool ou de saccharose ainsi que la sensation de soif chez des rats (Arnone et al., 1997;
Freedland et al., 2001; Gallate and McGregor, 1999). De plus, SR141716 réduit de facon
sélective la consommation de produits sucrés chez le ouistiti (Simiand et al., 1998). Le role des
EC dans la stimulation de la prise alimentaire a également été suggéré par une étude montrant
que I'AEA, via l'activation des CB1R, est capable d'induire la sur-alimentation chez des rats déja
nourris (Williams and Kirkham, 1999). De maniere intéressante, le degré d’hyperphagie induit
par ’AEA est plus modeste que celui induit par le A9-THC, mais les effets persistent plus
longtemps. De plus, méme a tres faible dose (0,001 mg / kg), I'AEA semble exercer un effet
stimulant sur I'appétit (Hao et al., 2000). Les CB1R et les EC étant présents a des niveaux élevés
dans I'nypothalamus, les effets exercés par les EC sur la prise alimentaire sont clairement liés a
leur action directe sur cette région du cerveau trés impliquée dans la régulation de l'appétit et de
la prise alimentaire (Gonzalez et al., 1999). Une démonstration trés convaincante concernant les
effets stimulants des EC sur la prise alimentaire a éeté effectuée par Di Marzo et al qui a montré
qu’une injection de leptine chez la souris normale et la souris ob/ob réduit les quantités d'AEA et
de 2-AG dans I'hypothalamus et qu’une signalisation défectueuse de la leptine est associée a des
niveaux élevés d'EC hypothalamiques suggérant une diminution du phénomene de satiété et une
augmentation de la prise alimentaire (Di Marzo et al., 2001b). En plus d’exercer un effet sur la

prise alimentaire par le biais des systemes régulateurs de stress et de récompense (Fride et al.,
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2005; Hill and Gorzalka, 2006; Kirkham et al., 2002; Patel et al., 2005), le SEC participe a
la régulation de 1’appétit et de la digestion. En effet, le SEC agit sur la sécrétion d’hormones
dont la leptine (anorexigénique) (Di Marzo et al., 2001b) et la ghréline (orexigénique) (Tucci
et al., 2004). De plus, des études ont révélé la présence de CB1R et, plus récemment, de
CB2R dans le rhombencéphale (partie inférieure du cerveau ou 1’on trouve de petites
structures comme 1’area postrema, le noyau du tractus solitaire et le noyau moteur dorsal du
nerf vague qui forment le complexe vagal dorsal) d’ou sont contrdlés les nausées, les
vomissements (Hornby and Prouty, 2004; Partosoedarso et al., 2003; Van Sickle et al.,
2003), la motilité gastriqgue (Krowicki et al., 1999) et la sécrétion d’acides gastriques
(Hornby and Prouty, 2004). D’autre part, I’activation des CBIR présents aux extrémités des
nerfs sensitifs intestinaux et en périphérie du nerf vague influence 1’activité intestinale
(Hornby and Prouty, 2004; Partosoedarso et al., 2003). Il est également intéressant de noter
que la présence de CBIR et CB2R a été détectée dans la salive de rats et que I’activation de
ces récepteurs est capable d’entrainer une réduction de la sécrétion salivaire (Prestifilippo et
al., 2006). Une étude récente rapporte que la prise alimentaire et la prévalence de 1’obésité
augmente avec 1’age chez des souris dont le géne codant pour le CB2R a été invalidé (Agudo
et al., 2010). L’ensemble de ces données démontre que les récepteurs CB jouent un role dans

la régulation de la digestion, et ce dés la premiére étape du processus digestif.

3.1.2. Relations entre SEC et leptine
Dans des conditions physiologiques et afin de lutter contre une accumulation excessive de graisse

dans les tissus adipeux, le SEC est soumis & une régulation hormonale concernant lI'ensemble du
corps ainsi qu’a une régulation locale (a travers des actions autocrines et paracrines) afin de
limiter sa suractivation. Ces dernieres années, les relations entre 1’action centrale ou périphérique
de la leptine et le degré d’activation du SEC ont été particulierement étudiées. 1l est maintenant
admis que I'obésité est entre autre caractérisée par une résistance a la leptine et une augmentation
des taux d’EC. Les groupes de Di Marzo et Kunos ont été les premiers a mettre en évidence un
lien entre la leptine, hormone issue du TA qui pénetre dans le cerveau afin de réguler
négativement la prise alimentaire, et le SEC (Mechoulam and Fride, 2001). Ainsi, une injection
de leptine a des rats, conduit a une baisse de la concentration en EC, AEA et 2-AG dans qui, eux,
stimulent I’appétit et la prise de nourriture 1’hypothalamus (Di Marzo et al., 2001b). De plus,

une altération du systeme leptinique par des mutations spécifiques chez des rats et des souris
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obeses s’accompagne de taux élevés d’EC associée a une consommation excessive de nourriture
(Di Marzo et al., 2001b). Par ailleurs, il est maintenant bien connu que la leptine accroit I’activité de
I’enzyme de dégradation des EC, la FAAH, en stimulant I’expression du gene FAAH au niveau du
promoteur (Maccarrone et al., 2003), ce qui pourrait expliquer le mécanisme sous-jacent de
I’€équilibre négatif entre leptine et EC.

En plus de diminuer fortement les taux d’EC dans 1’hypothalamus (Di Marzo et al., 2001b), il a
été démontré que la leptine pouvait également les diminuer dans les adipocytes matures (Matias
et al., 2006). En effet, les quantités d'AEA sont significativement diminuées dans le TA
épigonadal et péri-rénal de rats ayant recu une injection de leptine dans 1’hypothalamus
médiobasal (HMB) par rapport aux rats témoins. Ces variations de concentration d’EC dans le
TA blanc sont dépendantes d’une voie de signalisation STAT3-indépendante, comme le prouve
I’utilisation d'un modéle animal transgénique chez qui seule la voie de signalisation STAT3
indépendante est fonctionnelle (Buettner et al., 2006). L’expression de la FAAH, principale
enzyme du métabolisme de I'AEA, est induite dans le TA par une injection HMB de leptine.
Ainsi, l'induction de I'expression de la FAAH pourrait étre I'un des mécanismes par lequel la
leptine entraine une diminution des taux d’EC dans le TA blanc (Buettner et al., 2008; Buettner
et al., 2006). D’autre part, la leptine injectée en HMB perd sa capacité a influer sur le
métabolisme du TA blanc lorsque les taux d’EC sont maintenus pharmacologiquement en
activant la voie de signalisation des CB1R avec l'agoniste des CB1R WIN-55212-2 chez des rats
Sprague Dawley. Ces données montrent clairement que la quantité d’EC en périphérie est sous le
contr6le de la voie de signalisation de la leptine centrale et que le systeme nerveux sympathique
joue un réle majeur dans le contréle du SEC dans le TA blanc. Plus récemment, la réduction de
I'AEA induite par une injection de leptine en HMB a été associée a une diminution de la
lipogenése via une réduction de I'activation des PPAR-y et de I’expression de SREBP-1c dans le
TA blanc (Buettner et al., 2008).

3.2 SEC et régulation du métabolisme adipocytaire
Suite a la découverte de I’implication des EC dans la régulation hypothalamique de la prise

alimentaire, plusieurs études in vitro et in vivo ont suggéré un effet direct des cannabinoides
endogenes sur le TA ainsi que sur la fonction des adipocytes (Bensaid et al., 2003; Cota et al.,
2003; Hildebrandt et al., 2003; Matias et al., 2006). La présence de CB1R a été démontrée dans
des tissus adipeux animaux (Bensaid et al., 2003; Bluher et al., 2006; Cota et al., 2003) et tous les
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composants du SEC (CB1R et CB2R, AEA et 2-AG, enzymes de synthese et de dégradation)
sont présents dans les cellules adipeuses humaines (Roche et al., 2006; Spoto et al., 2006). CB1
n'est pas présent dans les préadipocytes, mais il est rapidement exprimé dans les cellules
graisseuses au cours de la différenciation. Cela a été démontré a la fois dans des adipocytes
primaires humains, des cellules primaires de rongeurs et des lignées cellulaires (Bensaid et al.,
2003; Roche et al., 2006; Spoto et al., 2006). L’expression du CB2R dans les adipocytes matures
est controversée. Certains auteurs ont constaté une expression de CB2 dans les adipocytes
différenciés, tandis que d'autres n’ont pas détecté d’expression significative de ce récepteur
(Hildebrandt et al., 2003; Pagano et al., 2007; Roche et al., 2006). CB2 est egalement exprime a
de faibles niveaux dans des biopsies de tissus adipeux, ce qui suggere que les cellules pré-
adipeuses, les macrophages infiltrés, ou encore des cellules vasculaires peuvent étre la source de
I'ARNmM codant pour CB2 dans le TA (Pagano et al., 2007). Outre les récepteurs cannabinoides,
les cellules graisseuses et les tissus adipeux expriment également 1’intégralité de la machinerie
enzymatique permettant de produire et de dégrader localement les EC (Bluher et al., 2006;
Matias et al., 2006; Pagano et al., 2007). En accord avec ces données, plusieurs études suggerent
que les EC sont impliqués dans la régulation périphérique de la prise en charge des lipides par le
TA (Cota et al., 2003; Di Marzo et al., 2001b; Osei-Hyiaman et al., 2005; Annuzzi et al., 2010)

3.2.1. EC et métabolisme énergétique des adipocytes.

Certains arguments suggeérent que ce systeme est en permanence activé non seulement
chez les animaux obéses, mais aussi chez I’homme obése, ou les concentrations d’EC dans
la circulation et la graisse sont plus élevées que chez le sujet de poids normal (Di Marzo and
Matias, 2005). En réalité, les adipocytes humains ou de rongeurs produisent et sécretent des EC
y compris le 2-AG, I'AEA, et dautres composés cannabimimétiques (Engeli et al., 2005;
Gonthier et al., 2007). Des souris pour lesquelles le géne codant pour le CB1R a été muté (CB1™)
sont maigres (Cota et al., 2003) et résistantes a un régime obésogene (riche en sucres et en
graisses). Si I'on considére I'ensemble de I’organisme, cette perte de masse corporelle suggere
que D’invalidation du SEC est associée a une augmentation des dépenses énergétiques
correspondant a une capacité oxydative plus importante des difféerents tissus, en particulier du TA
brun, des muscles squelettiques et du foie. En revanche, si on ne considére que le TA blanc, cette

faible masse corporelle pourrait s’expliquer par une implication plus ou moins importante du
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SEC dans au moins trois voies différentes : une augmentation de la lipolyse, une diminution de la

lipogenese, ou encore une augmentation de I'oxydation des acides gras par les cellules adipeuses.

3.2.1.1. EC et lipogenese
Le stockage des TG dans les cellules adipeuses et I'expansion du TA nécessite un

approvisionnement adéquat en acides gras et en glucose. L’apport en AG est principalement
géneré par la lipoprotéine lipase (LPL) grace a son action lipasique sur les VLDL et des
chylomicrons, des lipoprotéines tres riche en TG. De plus, la translocation insulino-dépendante
du transporteur de glucose GLUT4 et le transport de glucose sont des éléments essentiels a la
production d’a-glycérophosphate (intermédiaire de la glycolyse) nécessaires a I'assemblage des
TG. Ces deux voies sont sous le contrble de I'insuline. Par conséquent une sensibilité adéquate a
Iinsuline est une condition indispensable a I'acheminement de ces différents carburants aux
cellules graisseuses (Bluher et al., 2002).

L'activation des CB1R augmente l'activité lipoprotéine lipase dans les adipocytes primaires de
souris (Cota et al., 2003), ce qui permettrait d'accroitre le flux des AGL vers les adipocytes pour
la synthése des TG. Le rble des EC et des CB1R dans I'accumulation de lipides neutres dans les
cellules adipeuses a été confirmée par Matias et al, qui ont montré que le traitement de cellules
3T3-F442A avec le HU210, un puissant agoniste des CBI1R augmente I'accumulation
intracellulaire de gouttelettes lipidiques (Matias et al., 2006). Une activation de la lipogenése et
une inhibition de I'oxydation des acides gras consécutives a une diminution de I’activitt AMPK
pourraient également favoriser I’accumulation de lipides. Kola et al ont d’ailleurs montré que
I’AEA et la ghréline ont un effet inhibiteur sur I’activit¢ AMPK des TA sous-cutané et visceral
(Kola et al., 2005), ce qui peut également en partie expliquer I’augmentation de la teneur en
graisse des différents TA.

L'activation des CB1R semble également favoriser l'entrée du glucose dans les cellules
graisseuses. En effet, dans des adipocytes primaires humains, ’activation des CB1R stimule le
captage du glucose (Gasperi et al., 2007; Pagano et al., 2007), et cet effet est en partie di a la
translocation du transporteur de glucose GLUT4 depuis le compartiment intracellulaire vers la
membrane plasmique (Pagano et al., 2007). En outre, la captation du glucose par les cellules
adipeuses stimulée par les EC est, au moins en partie, due au méme mécanisme moléculaire que
celui induit par I’insuline et impliquant l'activation de la PI3-kinase. En effet, I'inhibition de cette

enzyme par la Wortmannin bloque complétement I'effet de I’activation des CB1R sur I'absorption
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du glucose (Pagano et al., 2007). L'entrée du glucose dans les cellules graisseuses est également
induite par une augmentation du calcium intracellulaire provenant de [’environnement
extracellulaire (Pagano et al., 2007). Lors d'expériences menées avec du milieu sans calcium ou
contenant de I'éthyléne glycol tetra-acétique, un chélateur du calcium, l'activation des CB1R
n’entraine ni translocation de GLUT4 ni captation du glucose. L'ampleur de 1'effet des EC sur la
captation du glucose serait comparable a 40-50% a celui de l'insuline. Toutefois, l'importance
physiologique de ce mécanisme reste encore a déterminer méme s’il est probable que I'effet
insulino-mimétique des EC dans les cellules adipeuses soit non négligeable quant a
I'accumulation de TG et la différenciation des préadipocytes. Les études in vivo avec SR141716
ont apporté de nouveaux arguments quant a cette hypothése. En effet, I’antagonisme des CBIR
n’aggrave pas l'insulino-résistance chez les patients obéses, et au contraire, stimule la sensibilite a
I'insuline a la suite de la perte de poids, de la réduction de la masse du TA et, éventuellement, de

la taille des cellules adipeuses (Despres et al., 2005).

3.2.1.2. EC et lipolyse
Plusieurs études indiquent que le blocage des CB1R entraine une augmentation de la lipolyse in

vivo. Herling et al ont observé une augmentation immédiate des AGL aprés I’injection d’une dose
unique de SR141716 chez des rats a I'état postprandial, suggérant un effet pharmacologique
propre du Rimonabant pour induire la lipolyse, et non pas un effet « secondaire » di a une
diminution de la prise alimentaire ou a des changements post-absorption. A 1’inverse, un
traitement a long terme par SR141716 conduit a une diminution des taux d’AGL et une perte de
masse grasse. Il est a noter que I'analyse du TA par microarray a suggéeré que la réduction de la
masse adipeuse induite par SR141716 était le résultat d'une lipolyse accrue et d’une induction des
enzymes de la B-oxydation et du cycle de Krebs. Au final, ces données indiquent clairement que
le SEC a un rdle majeur dans la régulation du métabolisme énergétique du TA et que le blocage

de ce systéme pourrait avoir un impact important sur ces parametres (Jbilo et al., 2005).

3.2.1.3. EC et catabolisme/activité mitochondrial
Il a récemment été¢ démontré que 1’invalidation génétique et pharmacologique des CB1R entraine

une augmentation de la biogenése mitochondriale des adipocytes blanc (Tedesco et al., 2008). Un
traitement des adipocytes avec SR141716 augmente I’expression des geénes de la biogenese
mitochondriale, notamment PGC-1a et TFAM (Ravinet Trillou et al., 2003), suggerant que le

blocus spécifique des CB1R pourrait contrecarrer les effets inhibiteurs sur la biogenése et la
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fonction mitochondriale des EC observes dans des cultures de cellules adipocytaires (Handschin
and Spiegelman, 2006; Wilson-Fritch et al., 2004). En effet, il a été observé que les
cannabinoides, y compris A9-THC, inhibent les enzymes de la chaine respiratoire dans le
cerveau, le foie, le muscle squelettique et le coeur avec pour conséquence de réduire les taux de
consommation d'oxygene chez les rongeurs (Bartova and Birmingham, 1976). Des données
suggerent fortement que les agonistes des CB1R pourraient réguler a la baisse la biogenése
mitochondriale-eNOS dépendantes dans les adipocytes blancs (Tedesco et al., 2008). Des
niveaux élevés d'oxyde nitrique (NO) stimulent la biogenese mitochondriale dans un certain
nombre de lignées de cellules via une voie de signalisation dépendante d’une guanylate-cyclase
soluble permettant d’activer PGC-1a., un puissant régulateur du contenu mitochondrial (Nisoli et
al., 2003; Nisoli et al., 2005). L’expression des NOS endothéliales ainsi que la biogenése
mitochondriale sont augmentées dans le TA blanc de souris CB1™. Ces effets, liés a la réduction
de ’adiposité et de la masse corporelle sont encore plus évidents chez les souris soumises a un
régime alimentaire riche en graisses. Ces résultats et bien d'autres suggerent que cette cascade de
signalisation représente un mécanisme géneralisé par lequel les tissus des mammiféres
réguleraient leur contenu mitochondrial en réponse a I'exercice, a I'exposition au froid et a la
restriction alimentaire. Par conséquent, il est possible qu’un systéme tres étendu comme le
systeme eNOS-NO-cGMP soit affecté ou interagisse avec un autre systeme largement répandu,
tel que le SEC et conduise a des changements dans la masse et la fonction mitochondriale
conduisant a des modifications importantes du métabolisme adipocytaire (Bogacka et al., 2005a;
Bogacka et al., 2005b; Wilson-Fritch et al., 2004).

3.2.1.4. Différenciation adipocytaire
Les EC et les niveaux d’expression des CBIR augmentent au cours de la différentiation

adipocytaire (Bensaid et al., 2003; Gasperi et al., 2007; Matias et al., 2006). De plus, la
stimulation des CB1R conduit a une différenciation plus rapide de préadipocytes (Matias et al.,
2006). Il est probable que les EC, dont la structure chimique est dérivée de I'acide arachidonique,
puissent agir non seulement a travers les CB1R et CB2R mais également via le récepteur orphelin
GPR55, le récepteur vanilloide de type 1 et par les PPARs dont I’implication est résumée par la
figure 8.

L'interaction entre les EC et les PPARs pourrait induire de nombreux effets biologiques, y

compris sur le métabolisme lipidiqgue ou le comportement alimentaire (O'Sullivan, 2007).
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Plusieurs cannabinoides naturels ou synthétiques (AEA, 2-AG, WIN-55212-2, éther noladine et
virodhamine) peuvent se lier a PPAR-a a des concentrations physiologiques, tandis que I'acide
ajulémique, I'AEA, 2-AG, le HU210 et le A9THC se lient a PPAR—y (Matias et al., 2006;
Bouaboula et al., 2005; Kozak et al., 2002; Liu et al., 2003; O'Sullivan et al., 2005; Rockwell et
al., 2006; Sun et al., 2006). Ces données expérimentales suggérent que la liaison aux PPARs est
commune a de nombreux cannabinoides et peut étre d’une grande importance physiologique car
ils se lient aux PPARs a des concentrations qui sont dans la méme gamme que celle indiquée
pour les AG (Kliewer et al., 1997). La stimulation de préadipocytes humains avec le WIN-55212-
2 augmente I'expression de 'ARNm de PPAR-y seulement dans les premiers stades de la
différenciation. Le Rimonabant inhibe I’induction de PPAR-y par le WIN-55212-2, ce qui
indique que cet effet est dépendant des CB1R. De maniére intéressante, le WIN-55212-2 est sans

effet sur des adipocytes totalement différenciées (Pagano et al., 2007).
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Figure 8 : Représentation schématique des effets biologiques des PPARS. Les PPARs forment une famille de
récepteurs nucléaires agissant comme des facteurs de transcription. Cette famille comprend différentes isoformes
(PPAR-a, PPAR-y et PPAR-8) qui interagissent avec les récepteurs X rétinoiques et un certain nombre de protéines.
En se liant & RXR pour former des hétérodiméres se liant & des éléments de réponse de I'ADN, les PPARs conduisent
a l'activation ou la répression des genes cibles (O'Sullivan, 2007). La régulation des genes cibles de PPAR est
impliquée dans I'homéostasie énergétique, la différenciation des cellules adipeuses et dans I’inflammation (Ferre,
2004; Stienstra et al., 2007). PPAR-a et PPAR-y sont impliqués dans la régulation du métabolisme lipidique. En
effet, PPAR-a est principalement exprimé dans le foie, le cceur et le muscle squelettique, ou il contrdle le
catabolisme des acides gras. En fait, des ligands de PPAR-a tels que les fibrates sont utilisés en clinique pour traiter
une hypertriglycéridémie. PPAR-y est quant a lui exprimé en trois variantes. L'isoforme la plus courante pour
I'homéostasie énergétique est PPAR-y2 qui est exprimée dans le TA. Son activation induit la différenciation des
cellules adipeuses, I'accumulation de lipides et une amélioration de la sensibilité a I'insuline (Ferre, 2004; Stienstra et
al., 2007). Des ligands de PPAR-y comme la rosiglitazone ou la pioglitazone sont utilisés pour le traitement clinique
de la résistance a I'insuline dans le diabéte de type 2. Les PPARs sont également présents dans le cerveau et sont
activés par des ligands naturels ou synthétiques ayant des structures chimiques différentes. Parmi les ligands naturels
des PPARs, on trouve les acides gras et les eicosanoides qui se lient a des concentrations nanomolaires.
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En plus des effets des EC sur PPAR-y, une relation inverse entre PPAR-y et le SEC a été mise en
évidence. Lorsque de la différenciation d’adipocytes humains est stimulée par la rosiglitazone
(agoniste PPAR-y puissant), on observe une réduction de I'expression de I'ARNm du CBI1R et
une stimulation de la FAAH. En accord avec cela, le traitement de cellules 3T3-F442A avec de la
ciglitazone induit une diminution de la concentration locale en 2-AG, suggérant une régulation
croisée entre ces deux systémes au cours de 1’adipogenése (Pagano et al., 2007). Ainsi, il est
raisonnable de penser que les cannabinoides endogénes coopérent avec PPAR-y afin de controler
les stades précoces de la différenciation des cellules adipeuses. Un rétrocontréle négatif entre
PPAR-y et les cannabinoides endogénes permettrait ensuite de contréler les dépdts de lipides.

Une interprétation possible de la régulation réciproque entre PPAR-y et les CB1R serait que
I'activation des EC précede et stimule ’activation de PPAR-y tandis que I'inhibition des CB1R
suite a I’activation de PPAR-y pourrait empécher I'expansion excessive de graisse.

Le role des PPARs dans la modulation de I’activité du SEC est illustré par 1’utilisation des
acyléthanolamides, des molécules structurellement proches des EC peuvent se lier et activer les
PPARs sans pour autant activer les CB1R. L’oleoylethanolamide (OEA) se lie et augmente
I'activité transcriptionnelle de PPAR-a (Bouaboula et al., 2005; Fu et al., 2003; Kliewer et al.,
1997; Kozak et al., 2002; Liu et al., 2003; O'Sullivan et al., 2005; Rockwell et al., 2006; Sun et
al., 2006). L’OEA inhibe la prise alimentaire et la prise de masse corporelle chez la souris tout en
stimulant la lipolyse. Tous ces effets ne sont pas retrouvés chez la souris KO pour PPAR-a. (Fu et
al., 2003). De plus, I’OEA augmente fortement 1'expression des génes cibles de PPAR-o et réduit
le taux de cholestérol chez les souris et les rats obeses (Guzman et al., 2004). De la méme
maniére, le palmitoyléthanolamide (PEA) est capable d’activer PPAR-a (Fu et al., 2003;
LoVerme et al., 2006). PPAR-5 a également été suspecté d'étre un régulateur métabolique
(Barish et al., 2006) Il existe actuellement peu d'informations sur les effets des cannabinoides sur
ce récepteur nucléaire. Les données de Yan et al suggerent que le SEC et PPAR-8 pourraient étre
lies (Yan et al., 2007). Une alimentation riche en graisse augmente I'expression des CB1R et
réduit celle de PPAR-9, tandis que l'exercice physique exerce des effets opposés sur ces deux
récepteurs. De plus, ’extinction du gene de PPAR-6 par des ARN interférents augmente

I'expression des CB1R, tandis qu’une surexpression de PPAR-4 la réduit de fagon significative.
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3.2.1.5. Conclusion
En conclusion, il apparait que la suractivation du SEC contribue a la stimulation de la

différenciation adipocytaire, de la prise en charge des lipides circulants, de la lipogenése, et a une
amplification de la sensibilité a I'insuline associée a une augmentation du captage du glucose et
de son utilisation. De plus, cet état d’activation est associ¢ a une inhibition de la biogenese
mitochondriale-eNOS dépendante. Tous ces effets sont favorables a ’accumulation de graisses
dans les adipocytes. Le blocage du CB1R dans le TA pourrait inverser ces processus et provoquer

une diminution de l'adiposité.

3.2.2. EC et adipokines
Au cours de la derniére décennie, le TA a acquis le statut de glande endocrine, synthétisant et

sécrétant un grand nombre de molécules de natures peptidiques ou non peptidiques regroupées
sous le terme d’adipocytokines ou adipokines du fait de leur analogie structurelle avec les
cytokines (Juge-Aubry et al., 2005; Wajchenberg, 2000). Ces adipokines regroupent les
hormones et autres protéines secrétés par les cellules de la fraction stroma-vasculaire et par les
adipocytes parmi lesquelles on trouve entre autres, la leptine, 1’adiponectine, la résistine et le
TNF-o.. Ces adipokines sont impliquées essentiellement dans le contréle de I’homéostasie
énergétique, dans I'insulino-résistance et l'inflammation.

Concernant 1’adiponectine dont les propriétés biologiques ont été évoquees precédemment,
plusieurs études réalisées sur des cultures cellulaires ou des rongeurs suggerent que l'activation
des CB1R par des ligands naturels et synthétiques diminue son expression et sa libération, tandis
qu’un traitement avec un antagoniste (SR141716) produit 1’effet inverse (Matias et al., 2006;
Spoto et al., 2006). En outre, 1'analyse statistique des données issues de 1’é¢tude Rimonabant In
Obesity (RIO) a permis de mettre en évidence une corrélation entre la concentration
d’adiponectine circulante et la perte de poids chez les patients obeses traités. Toutefois, des
auteurs suggerent qu’en plus de stimuler la production d’adiponectine en diminuant la masse
grasse, le Rimonabant exerce un effet direct sur I'expression de I’adiponectine dans les tissus
adipeux (Despres et al., 2005). Cette hypothese sur le réle direct des EC ou du SEC périphérique
dans la régulation de 1’adiponectine est encore controversée. Une autre étude menee in vivo chez
le rat a d’ailleurs indiqué que I'augmentation de I'expression de I’adiponectine observée apres un
traitement de 14 jours avec du Rimonabant est due a la seule réduction de I'apport alimentaire et

de la masse corporelle (Liu et al., 2005). De plus, Lofgren et al ont rapporté que, dans une
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cohorte de 92 sujets minces et obeses, il n'y avait pas d'association entre I'expression des ARNm
des CB1R dans le TA et I'expression ou la quantité circulante d’adiponectine (Lofgren et al.,
2007). Plus récemment, il a été signalé qu’aussi bien 1’agoniste WIN-55212-2, que 1’antagoniste
Rimonabant n’entrainent pas d’effets significatifs sur I’expression de l'adiponectine et de la
leptine des adipocytes primaires humains (Pagano et al., 2007). Cependant, puisque la
dérégulation du SEC en matiére d'obésité est principalement tissu spécifique (Pagano et al.,
2007), la possibilit¢é d’avoir une régulation différente pour ces adipokines par ce systéme
biologique dans les adipocytes viscéraux versus sous-cutanés ne peut étre exclue et reste a
étudier. Des expeériences supplémentaires intégrant des parametres différents sont nécessaires
pour clarifier pleinement le réle des EC concernant le profil d'expression des adipokines dans les
TA, et les études futures devraient s’intéresser a la contribution relative de l'inhibition
hypothalamique de la prise alimentaire et des mécanismes périphériques dans le TA, le foie et les

muscles sur I'amélioration des parameétres métaboliques obtenue par blocage du CB1R.

3.2.3. Effets spécifiques du SEC dans les TA viscéral et sous-cutané
Il est aujourd’hui bien admis que le TA viscéral et le TA sous-cutané jouent des roles différents

dans la physiologie de l'obésité. Toutefois, les mécanismes biochimiques et moléculaires (y
compris ceux impliquant le SEC) mis en jeu lors de I’expansion de ces tissus au cours de 1'obésité
ou lors d’une réduction de la masse grasse sont encore mal définis.

Dans des conditions de résistance a la leptine, comme dans I'obésité et le diabéte de type 2,
I'action inhibitrice de la leptine est largement réduite, non seulement au niveau du SNC, mais
également au niveau périphérique, en particulier dans le TA. En complément, I'insuline semble
influencer les quantités d’EC, en exercant une régulation négative sur leur synthése et en
stimulant leur dégradation dans des cellules 3T3L1 (D'Eon et al., 2008) et dans des cellules
adipeuses sous-cutanées humaines.

Une étude récente a rapporté une dérégulation des taux d’EC dans le TA sous-cutané de patients
sains, obéses non diabétiques et a la fois obeses et diabétiques. Dans le cas des patients présentant
une résistance a ’insuline et une hyperleptinémie, les quantités d’AEA augmentent de fagon
dramatique tandis que la concentration en 2-AG diminue fortement, pouvant refléter des réles et
actions différentes de ces 2 composés dans ce TA, renforcant I’hypothése d’une régulation
differente entre le TA viscéral et sous-cutané (Annuzzi et al., 2010). 1l est donc envisageable que

la présence d’une résistance a l'insuline puisse €tre antérieure a 1'augmentation des taux d’EC des
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tissus. Toutefois, 1’administration d’un régime obésogéne riche en graisse chez la souris
n'entraine pas d’activation homogéne du SEC dans les différents TA avec une production accrue
de ces substances dans le TA périepididymaire et une production plus faible dans le TA inguinal
(D'Eon et al., 2008; Matias et al., 2006; Starowicz et al., 2008). Il existe egalement des études
démontrant que les quantités circulantes de I’AEA et/ ou du 2-AG sont augmentées chez la
femme obeése (Engeli et al., 2005; Monteleone et al., 2005), en association avec une
augmentation des concentrations en 2-AG dans le TA visceral sans que celle-ci soit retrouvée
dans le TA sous-cutané (Matias et al., 2006). De plus, I'expression des génes codant pour les
CBI1R et des enzymes de synthése des EC est élevée dans le TA abdominal de sujets obeses
(Pagano et al., 2007) et une corrélation existe entre les concentrations plasmatiques de 2-AG et le
degré d’expansion de la masse grasse viscérale (Bluher et al., 2006; Cote et al., 2007).
L’ensemble de ces données suggere une nouvelle fois le role crucial de I’activation du SEC dans
le tissu adipeux viscéral au cours de la physiopathologie de I'obésité et de ses complications (Di
Marzo, 2008a; Pagano et al., 2008). Par ailleurs, Poussin et al ont montré chez des souris nourries
avec un régime riche en matieres grasses pendant 6 mois puis traités avec SR141716 ou un
placebo pendant 24 jours que 1’expression des genes codant pour des enzymes impliquées dans la
biosynthese des lipides et des stéroides ainsi que dans le catabolisme glucidique a été diminuée
dans le TA viscéral des animaux indépendamment de la masse corporelle pendant que
I’expression de ces geénes était régulée différemment dans le TA sous-cutané. Dans cette étude,
les deux TA présentent d’étonnantes différences dans leur régulation génique en réponse a un
régime alimentaire riche en graisse et a un traitement par SR141716 (Poussin et al., 2008).

Le remodelage du cytosquelette des adipocytes, les interactions entre les intégrines et
les protéines de la matrice extracellulaire ainsi que I'angiogenése sont des événements clé pour le
développement du tissu adipeux. Ce processus de remodelage se produit différemment dans les
deux TA. En effet, alors qu'il existe une corrélation entre 1’expansion des cellules adipeuses et
I'expression des genes codant pour les intégrines et les protéines du cytosquelette dans le TA
viscéral, ce n'est pas le cas dans le TA sous-cutané ou I’expression de la plupart des ces génes est
augmentée, méme lorsque les adipocytes sont de petite taille (Poussin et al., 2008). De méme,
l'expression de C/EBPalpha, d’AP2 et de l'adiponectine est plus élevée dans les adipocytes sous-
cutanés que dans les adipocytes visceraux issus de TA de personnes non diabétiques. En

revanche, les adipocytes viscéraux sécrétent trois fois plus d'adiponectine et captent trois fois
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plus de glucose que les adipocytes sous-cutanés. La phosphorylation des récepteurs de I'insuline,
des protéines IRS et Akt est plus rapide avec une tendance a diminuer plus rapidement dans les
adipocytes viscéraux que dans les adipocytes sous-cutanés (Perrini et al., 2008). Un défi
intéressant pour la recherche future sera donc de déterminer si les (pré)-adipocytes de ces deux
tissus présentent des interactions différentes avec leur environnement stromal et/ou s’ils
proviennent de précurseurs distincts avec des capacités différentes a répondre & un régime riche

en graisse.

4. Foie et SEC
Les premiers travaux sur les effets hépatiques des cannabinoides sont relativement récents,

principalement a cause du faible niveau d’expression des CB1R et CB2R dans le foie sain (Julien
et al., 2005; Osei-Hyiaman et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2006). En effet, bien que les
hépatocytes et les cellules du parenchyme hépatique soient tous deux capables de produire des
EC, l'expression physiologique des CB1R et CB2R dans le foie adulte est trés faible, voire nulle
(Mallat and Lotersztajn, 2008). Cependant, de nombreuses études ont montré que le SEC
hépatique est activé au cours de maladies hépatiques chroniques (Batkai et al., 2001; Fernandez-
Rodriguez et al., 2004; Osei-Hyiaman et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2006). Le SEC est donc
impliqué dans la pathogenése de la stéatose hépatique, de I’hépatite, de la fibrose, et dans les
complications de la cirrhose, telles que [I'hypertension portale, le syndrome de I'appareil
circulatoire hyperdynamique ou encore la cardiomyopathie cirrhotique. Enfin, le SEC influe sur
les mécanismes responsables des Iésions cellulaires et la réponse inflammatoire au cours des
Iésions hépatiques aigués, telles que I'ischémie-reperfusion (Caraceni et al., 2008; Kunos and
Osei-Hyiaman, 2008; Mallat and Lotersztajn, 2008; Pacher and Gao, 2008; Siegmund and
Schwabe, 2008). Ainsi, les molécules ciblant les CB1R et CB2R représentent des agents

thérapeutiques potentiels intéressants pour le traitement des maladies du foie.

4.1. SEC et stéatopathie métabolique
La stéatose est définie comme étant la condition dans laquelle les graisses (essentiellement des

TG) représentent plus de 5% de la masse du foie (Hoyumpa et al., 1975; Kleiner et al., 2005). La
prévalence de la stéatose est de l'ordre de 15 a 25 % dans la population générale
(Browning and Horton, 2004), et de 60 %, en moyenne, chez les patients obeses, cette valeur
atteignant 100% chez les patients diabétiques (Angulo and Lindor, 2002). Bien que la stéatose

ait longtemps été considérée comme une transformation inoffensive, il existe maintenant un
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consensus général considérant son évolution potentielle en une forme sévere de maladie du foie.
En effet, I'accumulation de graisse favorise le stress oxydatif et des réactions inflammatoires
entrainant des Iésions cellulaires et des dép6ts de tissu fibreux dans le foie. Selon la taille de ces
dépbts lipidiques dans la cellule hépatique, on distingue deux types de stéatoses: la stéatose
macrovésiculaire et la stéatose microvesiculaire (Brunt, 2001). La stéatose hépatique non
alcoolique est une caractéristique hépatique du syndrome métabolique et représente la cause la
plus fréquente d'une élévation des transaminases sériques dans les pays occidentaux. Les
manifestations cliniques de la gamme de stéatoses hépatiques non alcooliques vont de la simple
stéatose a la stéatohépatite non alcoolique (NASH), qui est définie par 1’association d'une
stéatose, d’une inflammation du foie et d’une fibrose, en comportant un risque de 20% de
progression vers la cirrhose et le cancer du foie dans les 20 ans (Bedogni et al., 2005; Ong and
Younossi, 2007; Browning and Horton, 2004). De trés nombreuses données indiquent
aujourd’hui que les cannabinoides interviennent dans la genese de la stéatose en interférant avec
la prise alimentaire, le métabolisme glucido-lipidique périphérique et la lipogenése hépatique
(Bensaid et al., 2003; Cota et al., 2003; Matias and Di Marzo, 2007; Pagotto et al., 2006; Ravinet
Trillou et al., 2004).

4.1.1. Mécanismes a l'origine de la stéatose hépatique
La stéatose correspond a une accumulation de TG dans les hépatocytes qui peut avoir lieu soit

parce que les quantités d’AG intracellulaires augmentent soit parce que la sécrétion des TG
est réduite. La stéatose hépatique peut donc résulter de D’altération de plusieurs voies
meétaboliques : une diminution de la 3-oxydation des AG, une stimulation de la lipogenese de
novo, une diminution de la sécrétion de lipoprotéines ou encore une captation accrue des
lipides plasmatiques provenant du TA et des lipoprotéines.

Ainsi, une anomalie génétique ou I’inhibition pharmacologique d’enzymes impliquées dans
les processus de transport des AGLC dans la mitochondrie conduit a I’induction d’un déficit
[B-oxydatif associé a une stéatose hépatique de type microvésiculaire (Fromenty and Pessayre,
1995). Dans le cas de I’hypobétalipoprotéinémie familiale (Schonfeld et al., 2003) ou lors de
traitements par des agents pharmacologiques inhibant la protéine MTP (microsomal
triglyceride transfer protein) qui transfert les TG hépatiques vers l'apoB afin de permettre
la synthése de VLDL (Cuchel et al., 2007), c’est la sécrétion hépatique des VLDL qui est

altérée et associée a une augmentation de la quantité de TG hépatiques.
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Les mécanismes qui conduisent a la formation d’une stéatose de type NASH semblent
impliquer la combinaison de plusieurs facteurs (Figure 9). Ainsi, chez les sujets obéses et
insulino-résistants, on assiste a une augmentation du flux d’AGL provenant de la mobilisation
des graisses du tissu adipeux. En effet, en cas de résistance a 1’insuline, les adipocytes libérent
des AGL en exces a I’état nourri alors que dans des circonstances normales la lipolyse devrait
étre inhibée. De plus, I’hydrolyse des TG circulant semble également augmentée dans ces
conditions ce qui accentue le flux d’AGL dans le foie (Pardina et al., 2009; Westerbacka et
al., 2007).

Glucose

Insuline

o

b

J captation
du glucose

Figure 9 : Etapes métaboliques conduisant au développement de la stéatose hépatique (adapté de
(Fabbrini et al., 2010)). Lors du développement de la stéatose hépatique, les lipides qui s’accumulent dans le foie
sont majoritairement des triglycérides (TG). En raison de I’état de résistance a 1’insuline caractéristique du patient
obese pré-diabétique, la lipolyse au niveau du tissu adipeux n’est plus efficacement inhibée par I’insuline et des
concentrations importantes d’acides gras libres (AGL) sont libérées dans la circulation sanguine. Ces AGL sont
captés par le foie. En paralléle, et de maniére paradoxale, la synthése de novo d’acides gras par la voie de la
lipogenése est stimulée par 1’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie via I’activation des facteurs de transcription
ChREBP et SREBP-1c. La combinaison de I’augmentation de la voie de la lipogenése et de la diminution de la voie
de la B-oxydation des acides gras conduit au développement de la stéatose hépatique. Les TG hépatiques sont stockés
dans des gouttelettes lipidiques ou sécrétés dans le sang sous forme de lipoprotéines de trés faible densité (VLDL).
L’accumulation excessive des concentrations de TG hépatiques exacerbe le phénotype de résistance a I’insuline dans
le foie, conduisant a 1’augmentation de la production hépatique de glucose. Au niveau du muscle squelettique, les
concentrations élevées d’AGL conduisent & une résistance a I’insuline et & une diminution de 1’utilisation de glucose
dans ce tissu.

Parallélement, 1’état hyperinsulinémique stimule la lipogenese, inhibe la -oxydation et la

secretion des VLDL. Ainsi, dans le contexte de la résistance a l'insuline, les AG provenant de
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la circulation et de la lipogenése hépatique de novo sont préférentiellement estérifiés et stockes
sous forme de TG. Le processus de sécrétion au sein des VLDL qui constitue un habituellement
un excellent moyen pour limiter la quantité¢ de TG hépatiques est inhibé du fait d’une réduction
de l’activit¢ MTP (Avramoglu et al., 2006; Kamagate et al., 2008). L’augmentation de la
synthese de novo des AG est un facteur particuliérement important dans le cas d’une
insulinorésistance. Les mécanismes concernent les voies de la glycolyse et de la lipogenése dont
les activités sont étroitement controlées. Les enzymes impliquées dans ces voies (glucokinase et
L-pyruvate kinase pour la glycolyse ; Acétyl-CoA carboxylase et fatty acid synthase pour la
lipogenése) sont régulées en partie au niveau transcriptionnel par des facteurs de transcription
comme SREBP-1c (sterol regulatory element-binding protein) et ChREBP (carbohydrate
responsive element-binding protein) qui induisent la lipogenése suite a leur activation
respectivement par le glucose et par I’insuline (Robichon et al., 2008). Ainsi, en cas
I’hyperinsulinémie et de diabéte, I’hyglycémie active ChREBP tandis que I'hyperinsulinémie
induit SREBP-1c et l'action simultanée et synergique de ces 2 facteurs de transcription conduit a
I'activation transcriptionnelle des genes de la lipogenése (ACC, FAS) (Assimacopoulos-Jeannet
et al., 1995; Dentin et al., 2006).

4.1.2. Régulation de la stéatogenése hépatocytaire par le SEC
Une alimentation riche en graisse augmente les niveaux hépatiques d’AEA et le degré

d’expression des CBI1R, ainsi que le niveau basal de la lipogenese de novo. En effet, l'activation
des CB1R chez des souris sauvages stimule la lipogenéese de novo dans le foie via l'induction du
facteur de transcription lipogénique SREBP-1c et de ses enzymes cibles, ’ACC1 et la FAS
(Osei-Hyiaman et al., 2005). Ces effets sont atténués par un blocage pharmacologique ou
génétique des CB1R (Osei-Hyiaman et al., 2005). Ces résultats suggérent que les récepteurs
hépatiques CB1 sont impliqués dans le développement de la stéatose, de I’hypertriglycéridémie et
d'autres anomalies métaboliques induites par l'alimentation. D’importants résultats ont été
obtenus chez les souris CB1™", et contrairement & ce qui se produit chez les animaux sauvages, les
souris CB1”" soumises & un régime alimentaire riche en graisse ne développent pas de stéatose
(Osei-Hyiaman et al., 2005). Le rdle spécifique du CB1R hépatique a été récemment évalué dans
un modeéle de souris avec un knockout pour les CB1R restreint au foie (LCB1™) (Osei-Hyiaman
et al., 2008). Les souris LCB1”" nourries avec un régime riche en graisse développent un degré

d'obésité similaire au souris sauvages, mais présentent une stéatose, une hyperglycémie, une
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dyslipidémie et une résistance a I'insuline et a la leptine moins importante que les souris sauvages
soumises au méme regime alimentaire. L’augmentation de la lipogénese hépatique de novo et la
diminution de l'activité CPT-1 induites par le régime obésogene chez les souris sauvages ne sont
retrouvées ni chez les souris CB1™ ni LCB1”" (Osei-Hyiaman et al., 2008).

Dans l'ensemble, ces données suggerent que l'activation des CB1R hépatiques contribue aux
mécanismes d’installation de la stéatose induite par 1’alimentation avec les conséquences qui en
résultent sur le metabolisme. De plus, il a récemment été montré que I'hypothalamus exerce
certaines influences sur le métabolisme du glucose dans le foie a travers des circuits specifiques
(Pocai et al., 2005). Ainsi, lors d’injection de leptine dans le SNC, on observe des modifications
dans la production hépatique de glucose (Buettner et al., 2006) et dans le métabolisme lipidique
du foie (Asilmaz et al., 2004), sans doute via un influx nerveux vers le foie. Il est donc
raisonnable de penser qu’un traitement chronique par le Rimonabant puisse également exercer
des effets de nature nerveuse sur le métabolisme lipidique hépatique et participer ainsi a
I’amélioration du statut lipidique.

Enfin, bien que leur réle ne soit pas encore bien établi, les CB2R pourraient également contribuer
a la pathogenése de la stéato-hépatite d’origine non alcoolique. En effet, les CB2R sont
exprimés de facon prédominante par les cellules immunitaires et par les cellules
hématopoiétiques (Pacher et al., 2006) et il apparait que leur expression hépatique est stimulée
chez les patients présentant des maladies du foie (Mendez-Sanchez et al., 2007). Dans une autre
étude récente, Deveaux et al ont étudié le réle des CB2R dans le développement de stéatose chez
la souris soumise a un régime obésogéne (Deveaux et al., 2009). Dans ces travaux, 15 semaines
de régime obésogene induit une stéatose sévere chez des souris sauvages. En revanche, des souris
CB2"" soumises au méme traitement ne développe pas ou peu de stéatose hépatique.
Conformément a ces résultats, l'administration d'un agoniste CB2 (JWH-133) renforce
I’accumulation de TG dans le foie des souris sauvages nourris avec un régime riche en graisses
pendant 6 semaines et est sans effets sur les animaux KO. Une étude récente montre que CB1R et
CB2R stimule de maniére dose dependante le degré de stéatose dans des hépatocytes traité a
l'acide oléique. Dans ce modele, 1’expression génique des CB1 et CB2R a été réprimée en
présence d'une stéatose, et le traitement avec un agoniste des CB2R entrainent une augmentation
de l'expression de CBIR. De la méme fagon, I’expression génique de la CPT-1 a été

significativement surexprimee tandis que SREBP-1c, la FAS et la LCAT ont été réprimés chez
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ces hépatocytes humains immortalisés et stéatosés. Le traitement de ces cellules par des agonistes
des récepteurs cannabinoides tels que I'ACEA et AM1241 ont partiellement réverser ces effets, a
I'exception de SREBP-1c. De maniére intéressante, 1’agonisme des CB2R, mais pas des CBIR, a
entrainé la diminution de I'expression de I'apolipoprotéine B. Il ressort de cette étude que CB2R
participe également a la régulation du métabolisme des lipides dans les hépatocytes (De Gottardi
et al., 2010). Pris ensemble, ces résultats indiquent que le CB2R aurait un réle de médiateur pour

I'activation des mécanismes entrainant une stéatose d’origine alimentaire.

4.1.3. Stéatopathie d’origine alcoolique
L'alcoolisme est une des causes majeures de maladies hépatiques dans le monde, et la

consommation d'alcool peut conduire a une stéatose hépatique, une stéatohépatite ou a une
cirrhose et ses complications (Reuben, 2008). Chez des patients alcooliques, les dépbts de graisse
dans le foie sont principalement liés a une augmentation de la lipogenése associée a une
oxydation insuffisante des acides gras (Reuben, 2008). Jeong et al ont récemment montré que la
production de 2-AG, mais pas celle d’AEA est induite dans les cellules étoilées activées du foie
(également appelée cellules de Ito ou cellules stellaires) de souris consommant de 1’éthanol. De
plus, le 2-AG stimule I'expression des genes de la lipogeneése tels que SREBP-1c et FAS, et par
conséquent favorise les dépdts graisseux dans les hépatocytes voisins en se liant aux autres CB1R
via une action paracrine (Jeong et al., 2008). Plusieurs éléments sont en faveur de ce mécanisme :
Premiérement, des souris sauvages traitées au Rimonabant ou des souris CB1”" sont résistantes a
I’induction de stéatose par la consommation d’éthanol. Deuxiémement, les souris LCB™ ne
présentent ni stéatose ni induction de genes lipogéniques et troisiemement, lors d’une
consommation d’éthanol, la production de 2-AG se fait sélectivement dans les cellules hépatiques
étoilées et pas dans d'autres populations de cellules hépatiques (Jeong et al., 2008). La mise en
évidence de cette voie de signalisation dépendante des CB1R représente une grande avancée dans
la compréhension des mécanismes moléculaires conduisant a I’induction de la stéatose d’origine
alcoolique d’autant plus que récemment, Mukhopadhyay et al, ont montré que l'incubation des
hépatocytes avec de I’acide rétinoique ou un agoniste de son récepteur stimule les expressions
génique et protéique du CB1R. Le 2-AG participe a la stimulation des CB1R par un mécanisme
lié a l’acide rétinoique. En effet, cet effet n’existe plus dans des hépatocytes de souris
dépourvues en rétinaldéhyde déshydrogénase 1, l'enzyme catalysant la production de d’acide

rétinoique a partir de rétinaldéhyde (Mukhopadhyay et al., 2010). Ces études montrent encore
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une fois que le CB1R est fortement impliquée dans le contrdle du métabolisme des graisses

hépatiques par les EC et ouvre la possibilité de nouvelles interventions thérapeutiques.

4.2. Cannabinoides et fibrogénése hépatique
La fibrogenése hépatique correspond a un processus dynamique de cicatrisation exagérée

associant a la fois une augmentation de synthése et une faillite des mécanismes de dégradation de
la matrice extracellulaire. Les cellules étoilées du foie et les fibroblastes portaux jouent un role
prépondérant dans ce double mécanisme. En effet, au cours des hépatopathies chroniques, ces
cellules acquierent un phénotype myofibroblastique, proliférent, s’accumulent dans le foie, et
synthétisent les principaux composants de la fibrose ainsi que les molécules bloguant sa
dégradation (Lotersztajn et al., 2005). Un certain nombre de facteurs, dont les hépatites virales,
I'abus d'alcool, et les stéato-hépatites d’origine non alcoolique peuvent induire des lésions
hépatiques chroniques ainsi que de I'inflammation, activant ainsi la fibrogenese. La persistance
chronique de stimuli de la fibrogenese induit une augmentation des dépdts de la matrice
extracellulaire par les myofibroblastes hépatiques qui remplacent progressivement les
hépatocytes et perturbe I'architecture hépatique normale, conduisant finalement a une cirrhose et,
ensuite, a l'apparition de complications liées a l'insuffisance hépatique ainsi qu’a 1’hypertension
portale (Rockey, 2006). Au cours de la cirrhose, il existe une surproduction d’AEA hépatique et
il a récemment été observé que I’expression des CB1R et CB2R est trés augmentée,
particulierement dans les cellules fibrogéniques (myofibroblastes hépatiques) responsables de la
synthese des composants de la fibrose (Julien et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2006). Ces
résultats ont conduit & une évaluation du réle du systéme cannabinoide dans la fibrogenese, selon
une double approche expérimentale et clinique.

Des études réalisées sur des modéles animaux de maladie chronique du foie ainsi que des
observations cliniques indiquent que le SEC interagit avec des voies de signalisation complexes
qui activent les cellules fibrogéniques et contribuent a I'accumulation de la matrice extracellulaire
dans le foie (Siegmund and Schwabe, 2008). De plus, ’expression des CB1R et CB2R est
nettement stimulée dans la cirrhose humaine et principalement dans I'endothélium vasculaire et
les myofibroblastes hépatiques situés dans les septa fibreux (Julien et al., 2005; Teixeira-Clerc et
al., 2006). Des données récentes suggeérent que la modulation pharmacologique du SEC serait

non seulement en mesure de prévenir 1’installation de la fibrose (Julien et al., 2005; Teixeira-
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Clerc et al., 2006) mais pourrait également entrainer une régression de la fibrose, méme en cas de
cirrhose avancée (Domenicali et al., 2008; Munoz-Luque et al., 2008).

L’inactivation des CBIR et CB2R par des approches génétiques et/ou pharmacologiques a fourni
d’importantes informations sur la régulation des réponses pro- et anti-fibrogéniques dans le foie
en fonction des quantités d’EC (Julien et al., 2005; Teixeira-Clerc et al., 2006). Suite a une
induction de lésions hépatiques par le tétrachlorure de carbone (CCly), ou le thioacétamide, ou
encore par ligature des canaux biliaires, les animaux CB1”" ainsi que ceux traités avec SR141716
présentent une diminution significative des depdts de tissu fibreux par rapport aux animaux
contrdles (Teixeira-Clerc et al., 2006). La réduction de la fibrose chez des souris CB1™ est
associée a une diminution marquée de la production de cytokines profibrogéniques tels que le
TGFB-1 (Siegmund et al., 2005) et du nombre de cellules musculaires lisses a-actine positives
(Teixeira-Clerc et al., 2006). Une diminution d’environ 30% des surfaces fibreuses a également
été observée chez des rats avec une cirrhose induite par CCl, et recevant du Rimonabant a 10
mg/kg/jour pendant 14 jours (Domenicali et al., 2008).

Le role des CB2R est particuliérement mis en évidence dans une étude utilisant des souris CB2”"
(Julien et al., 2005). Ces animaux présentent une augmentation significative de la fibrose apres
une exposition au CCly par rapport aux souris sauvages. De plus, 1’arrét de la croissance et de
I'apoptose induit par le A9-THC dans des myofibroblastes hépatiques humains isolés semble étre
dépendant du CB2R, étant donné que ce phénomene est blogué par le SR144528 (antagoniste des
CB2R) et reproduit par l'agoniste des CB2R JWH-015 (Julien et al., 2005). Des rats avec une
cirrhose induite par CCl, et souffrant d’une ascite chyleuse (accumulation de liquides riche en TG
dans la cavité peritonéale) présentent également une diminution de la surface fibreuse apres
traitement pendant 9 jours avec I'agoniste du CB2R JWH-133, (Munoz-Lugue et al., 2008). Cette
constatation est associée a une diminution du nombre de cellules étoilées activées et de cellules
inflammatoires dans le foie et a une augmentation de I'apoptose dans les cellules non
parenchymateuses situées le long des septa fibreux (Munoz-Luque et al., 2008). Des données
récentes indiquent que 1’agonisme des CB2R permet de réduire I'étendue de l'atteinte hépatique
dans des modeéles de lésions aigués induites ischémie-reperfusion ou par I’administration de
concanavaline-A (Batkai et al., 2007; Hegde et al., 2008). Teixeira-Clerc et al, ont confirmé et

démontré que I’activation des CB2R est impliqué dans la diminution des Iésions hépatiques et
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favorisent la régénération du foie suite a une atteinte aigué, via différents mécanismes paracrines
impliquant des myofibroblastes hépatiques (Teixeira-Clerc et al., 2010).

Les mécanismes moléculaires associés aux activités pro- et anti-fibrogéniques du SEC sont
encore mal définis. En plus de moduler la mort et la prolifération des cellules fibrogeniques dans
le foie, les EC pourraient egalement influencer la réponse inflammatoire qui initie et maintient
I'activation des cellules fibrogéniques du foie via les propriétés anti-inflammatoires des
récepteurs (Siegmund and Schwabe, 2008). Des études récentes réalisées in vitro ont démontré
que ’AEA induit la nécrose tandis que le 2-AG provoque l'apoptose des cellules hépatiques
étoilées activées via une production accrue d'espéces réactives a I'oxygene. Cependant, ces effets
semblent étre indépendants de l'interaction avec les CB1R et CB2R (Siegmund et al., 2007;
Siegmund et al., 2005).

Au regard de ces données, il apparait que la stimulation des CB1R et CB2R entraine des effets
opposeés. En effet, I'activation du CBIR favorise la fibrogenése, alors que 1’agoniste des CB2R
déclenche des réponses anti-fibrogénique dans le foie. Toutefois, le signal pro-fibrogenique du
CB1R semble I'emporter sur le signal anti-fibrogénique du CB2R.

4.3. Cannabinoides et hypertension portale
Un effet hypotenseur pour ’AEA, dépendant des CBIR, a été décrit dans de nombreux modeles

de choc hémorragique, endotoxinémique ou cardiogénique, ainsi que dans différents modeles
d’hypertension artérielle (Pacher et al., 2006). Dans le cas du foie cirrhotique, on assiste a
I’installation d’une hypertension portale qui semble provenir d’une part d’'une augmentation de la
résistance intra-hépatique liée aux remaniements architecturaux ainsi qu’a une vasoconstriction
excessive des veinules portes et des capillaires sinusoides, et d’autre part a un vasodilatation
artérielle, en particulier splanchnique, consécutive a une surproduction périphérique de molécules
vasodilatatrices (Mallat, 1998). 1l a été suggéré qu’une activation du systéme cannabinoide
pouvait participer a la vasodilatation systémique provoquée par la cirrhose (Batkai et al., 2001).
De plus, les CB1R sont induits dans les cellules endothéliales d’artéres mésentériques et la
concentration monocytaire d’AEA est plus élevée chez les malades cirrhotiques que chez des ujets
sains (Fernandez-Rodriguez et al., 2004). Enfin, des données récentes indiquent que I’AEA
provoque une vasodilatation sélective des artérioles mésentériques sans modifier la vasomotricité

des artérioles périphériques (Domenicali et al., 2005). L’ensemble de ces résultats indique que
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I’AEA a un effet vasodilatateur mesentérique marque, dépendant des CB1R, qui favorise le

développement de I’hypertension portale.

5. Le SEC dans les autres tissus

5.1. Le pancréas
C’est en 1986 que Laychock et al ont pour la premiére fois suggéré un réle pour les

cannabinoides dans la modulation de la sécrétion de I’insuline (Laychock et al., 1986). Il est a
noter que cette premiére étude a été réalisée avant le clonage des CB1R, lorsque les mécanismes
d’action des cannabinoides n’étaient pas encore connus. Les différentes études mettent en

évidence deux conclusions principales:

(1) Le SEC est présent dans le pancréas endocrine chez les rongeurs et ’Homme. En 2006, Juan-
Pico et al ont détecté 1’expression génique des CB1R et CB2R dans les Tlots de Langerhans de
souris, avec les CB1R principalement exprimés par les cellules o et les CB2R exprimés a la fois
par les cellules o et B (Juan-Pico et al., 2006). De plus, Matias et al, a montré en utilisant une
lignée cellulaire d’insulinome de rat que toute la machinerie nécessaire a synthétiser et a dégrader
I’AEA et le 2-AG est présente dans ce type cellulaire (Matias et al., 2006). En 2008, Nakata et
Yada ont démontré par PCR quantitative et par immunohistochimie que les CB1R mais pas les
CB2R sont présents dans les Tlots de souris (Nakata and Yada, 2008). En 2007, Bermudez-Silva
et al ont détecté I’expression protéique des CB1R et CB2R dans les cellules o et 3 des ilots de
rat, avec une expression plus intense de CB1R dans les cellules a (Bermudez-Silva et al., 2007).
En 2008, le groupe du Professeur Di Marzo a publié une étude confirmant la localisation des
récepteurs CB du pancréas (Starowicz et al., 2008). En outre, les auteurs ont également précisé la
distribution cellulaire des deux enzymes de biosynthese et de dégradation dans les Tlots de
Langerhans de souris. Ainsi, les enzymes de synthése, NAPE-PLD et DAGL-a, ont été détectées
dans les cellules o, tandis que les enzymes de dégradation FAAH et MAGL sont limitées aux
cellules B. Des CB1R ont été localisés dans une petite sous-population de cellules B, alors que
presque toutes les cellules o expriment ce récepteur. Le CB2R quant a lui, semble restreint aux
cellules J, et n’apparait pas exprimé dans les cellules oo ou 3 du pancréas humain (Bermudez-
Silva et al., 2008). Cependant, le rapport de Tharp et al contredit les études précédentes car il
indique une expression de la protéine CB1R seulement dans les cellules 8, mais pas dans les

cellules o et B du rat, de la souris et de 'Homme (Tharp et al., 2008). Les auteurs n'ont trouvé
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aucune différence specifique a I'espéce et n'ont signalé aucune expression genique du CB2R dans
les Tlots de rongeurs ou de 1'Homme, a 1’exception d’une marque diffuse dans les tissus
périvasculaires et acineux. Il n'y a donc ni consensus permettant d’affirmer la présence de CB1R
et CB2R au niveau des cellules B et encore d’affirmer que les agonistes de ces récepteurs puissent
agir sur la secrétion insulinique. Récemment, Li et al, ont montré dans la lignée cellulaire Min6
(amas hétérogéne de cellules endocrines dont les cellules B) que la diacylglycérol lipase et les
CB1R et CB2R sont exprimé dans ces cellules et que leur activation est fortement corrélée a une

élévation de la sécrétion insulinique (Li et al., 2010).

(2) Les récepteurs aux cannabinoides ont la capacité de moduler les échanges calciques induits
par le glucose et, par conséquent, la sécrétion d'insuline (Juan-Pico et al., 2006; Matias et al.,
2006). Ces résultats fournissent une base anatomique et physiologique pour expliquer, au moins
partiellement, les avantages métaboliques du blocage des CB1R chez les patients obéses
diabétiques. Apres examen de tous ces résultats et en les placant dans le contexte de la
physiologie des EC, le SEC du pancréas peut étre proposé comme un modulateur important de la
physiologie des Tlots en contribuant a I'homéostasie énergétique via son effet sur la signalisation
calcique, la sécrétion de glucagon et la sécrétion d'insuline. Compte tenu de ce réle potentiel, le
traitement par un antagoniste des CB1R pourrait aider & maintenir une masse fonctionnelle de
cellules B, en évitant la progression vers une dépendance d'insuline comme au stade final d'un

diabéte de type 2.

5.2. Le tractus gastro-intestinal
Les CBI1R sont situés dans la partie inférieure du sphincter de 1’oesophage (Hornby and

Prouty, 2004). Il a été montré que les ligands A9-THC et WIN-55212-2 ont la capacité
d’inhiber le relachement de ce muscle chez des furets et des chiens en activant les récepteurs aux
cannabinoides, empéchant ainsi le reflux gastro-oesophagien acide (Lehmann et al., 2002;
Partosoedarso et al., 2003). Ceci suggeére que les médicaments a base de cannabinoides
pourraient constituer des traitements efficaces contre le reflux gastro-oesophagien acide.

Les CB1R sont également présents tout le long du tractus gastro-intestinal (Coutts and 1zzo,
2004; Pertwee, 2001), bien que leur concentration la plus forte se situe au niveau du c6lon et de
I’estomac (Adami et al., 2002; Casu et al., 2003). Quelques-uns des CB1R ont été découverts

dans les mémes cellules nerveuses que celles qui sécrétent les hormones responsables de
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I’appétit et de la digestion, a savoir les peptides vaso-intestinaux et les neuropeptides Y
(Coutts et al., 2002), laissant sous-entendre que les EC s’associeraient a ces hormones pour
réguler le tractus gastro-intestinal (Al-Massadi et al., 2010). Ainsi I’omniprésence du SEC
dans I’appareil digestif étaye la thése selon laquelle les EC et leurs récepteurs jouent un role
considérable dans de nombreuses fonctions clé de la digestion. Des tests ont d’ailleurs mis en
évidence I’'impact du SEC sur I’activité sécrétoire et la motilité de 1’intestin (Coutts and 1zzo, 2004)
: il empéche I’inhibition de la vidange gastrique (Landi et al., 2002), de la motilité intestinale et
du transit des aliments dans les intestins (Izzo et al., 2001; 1zzo et al., 2000; Manara et al.,
2002). Des études complémentaires réalisées sur un modeéle animal de colite ont démontré que
le SEC jouait aussi un role protecteur du systéme gastro-intestinal contre les inflammations
(Massa et al., 2004).

Le fait que les CB2R puissent intervenir en plus du systtme immunitaire, dans 1’activité gastro-
intestinale n’a ét¢ admis de maniére générale que tout récemment. Suite a un précédent
rapport sur les effets de 1’agoniste sélectif des CB2, le HU-308, sur la défécation chez les
souris (Hanus et al., 2001), une série de contre analyses niant le réle des CB2R dans les
fonctions gastro-intestinales (Coutts and 1zzo, 2004; 1zzo, 2004; Pertwee, 2001) a vu le jour.
Néanmoins, la présence de CB2R dans I’estomac (Adami et al., 2002) et dans les intestins
(Mathison et al., 2004) est a présent avérée.

Certaines études ont révélé la présence d’EC, d’enzymes de dégradation et de transporteurs de
capture (Di Carlo and 1zzo, 2003; I1zzo et al., 2001) dans le tractus gastro-intestinal ; par ailleurs,
on y trouve une concentration en EC bien plus élevée que dans le cerveau (1zzo et al., 2001;
Pinto et al., 2002a; Pinto et al., 2002b). Ce fut la découverte de I’inhibition de la défécation
chez des souris induite par I’AEA qui, pour la premiére fois, a révélé I’influence des EC sur le
fonctionnement des intestins (Fride, 1995). De plus, il s’avére que la flore intestinale a un
impact non négligeable sur I’action du SEC en modulant son activité concernant la permeéabilité
intestinale et I'adipogenése (Muccioli et al., 2010). Le SEC apparait donc comme un élément
capital du tractus Gl et joue trés probablement un réle majeur dans la digestion.

5.3. Muscle squelettique
Le muscle squelettique est un site important de l'oxydation des lipides et du glucose, qui

représente jusqu'a 30% de la dépense énergétique basale (Zurlo et al., 1990). Les CB1R, CB2R et

TRPV1 sont exprimés dans le muscle squelettique chez I’Homme et chez le rongeur (Cavuoto et
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al., 2007). Les roles respectifs de ces récepteurs dans la signalisation des effets des cannabinoides
dans le muscle squelettique restent a élucider. L'expression des CB1R dans le muscle squelettique
est stimulée chez les souris soumises a un régime obésogene (Pagotto et al., 2006). Il a également
été rapporté que les CB1R sont surexprimes avec des niveaux élevés en EC dans les muscles de
souris insulino-résistantes a la suite d’un régime riche en graisses (Matias et al., 2008; Pagotto et
al., 2006) et réprimés dans un modéle in vitro de muscle squelettique de rats insulino-résistant
(Lindborg et al., 2010).

. De plus, Le Rimonabant entraine une augmentation de la captation du glucose ainsi que de la
consommation d'oxygéne par des muscles soléaires isolés de souris Lep®®/Lep® (Liu et al., 2005).
En outre, I’inactivation génétique des CB2R chez des souris améliore la captation du glucose par
le muscle squelettique (Agudo et al., 2010). L’antagoniste sélectif des CBIR AM251 stimule
I’expression de ’ARNm AMPKa dans des myotubes de muscle squelettique isolés de patients
obeses (Cavuoto et al., 2007). En opposition avec les effets décris pour les blogueurs des CB1R,
les cannabinoides semblent ne pas exercer d’effets quelconque sur 1’expression de ’ARNm de
I'AMPK dans le muscle squelettique de rats sains (Kola et al., 2005) ou de sujets sains ou obéses
(Cavuoto et al., 2007). La raison de cette apparente anomalie n'est pas claire d’autant plus que
dans les myocytes cardiaques, qui dépendent de I'oxydation des acides gras comme source
d’énergie dans des conditions basales, les EC stimulent bien I'expression et l'activité
fonctionnelle de I’AMPK (Kola et al., 2005). Les EC pourraient également réguler la contraction
des muscles squelettiques (Newman et al., 2007). En effet, chez des petits lézards (Anolis
carelinensis), les EC réduisent la contraction des muscles par un mécanisme CB1-dépendant au
niveau de la jonction neuromusculaire du muscle ceratomandibularis (Newman et al., 2007).
L’ensemble de ces données suggere donc que la suractivation du SEC dans le muscle squelettique

peut étre associée a une résistance locale a I'insuline.

6. Autres fonctions du SEC
Du fait d’une tres large distribution tissulaire des CBIR et CB2R, le SEC intervient dans la

régulation de nombreuses fonctions et dans des processus physiopathologiques tres varies. Par
exemple, des agonistes du CB1R comme le Marinol® sont utilisés en clinique pour leurs effets
antiémétiques et orexigenes chez les patients atteints de SIDA ou sous chimiothérapies.
L'utilisation d'agonistes des CB1R et surtout CB2R pourrait également étre intéressant dans le
traitement des maladies inflammatoires de I'intestin (Izzo, 2004; 1zzo and Coutts, 2005; 1zzo
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et al., 2001; Izzo et al., 2009) tandis que des antagonistes du récepteur CB1 pourraient
bloquer le développement de la fibrose (Teixeira-Clerc et al., 2006). De méme, plusieurs études
suggerent un role non négligeable du CB2R dans certaines pathologies telles que 1’ostéoporose
(Idris and Ralston, 2010; Idris et al., 2009; Karsak et al., 2009), 1’athérosclérose (Mach et al.,
2008; Mach and Steffens, 2008) ou encore 1’asthme (Giannini et al., 2008). Le récepteur CB2
serait également trés impliqué dans certaines pathologies neurodégénératives tels que la maladie
d’Alzheimer ou de Parkinson (Rivers and Ashton, 2010). En fonction des pathologies, ce CB2R
possederait des propriétés pro ou anti-inflammatoires et il apparait que 1’utilisation d’agonistes ou
d’antagonistes de ce récepteur posséde un fort potentiel thérapeutique dans des domaines ou les
patients n’ont souvent que peu de choix dans le traitement. Cependant, il apparait que I’utilisation

prolongée de ces molécules engendre de graves effets indésirables (Di Marzo, 2008a).

7. Rimonabant et modulation pharmacologique du SEC

7.1. La modulation pharmacologique du systéme EC peut s’effectuer a plusieurs
niveaux
La régulation de I’activité du SEC peut concerner différentes étapes allant de la synthese a la

dégradation des EC. Il est possible de distinguer 6 étapes qui sont représentées dans la figure 10.

7.2. Le Rimonabant
Le Rimonabant, également connu sous le nom SR141716, a été décrit en 1994 par Rinaldi-

Carmona et al comme étant le premier composé bloquant spécifiquement les CB1R (Rinaldi-
Carmona et al., 1994). Aprés administration, 99% du SR141716 est lié a des protéines
plasmatiques. Il est métabolisé par le cytochrome P450 dans le foie et presque totalement expulsé
dans les feces. Il peut interagir avec d'autres médicaments métabolisés par le cytochrome P450,
en particulier ceux transformés par les isoformes CYP 2A6, 2C9, 2C19 et 3A4 (Ducobu and
Sternon, 2005). Certains inhibiteurs du CYP3A4, comme le kétoconazole, conduisent a une
augmentation des taux sanguins de SR141716, tandis qu’un inducteur de CYP3A4 entraine une
diminution des concentrations plasmatiques et par conséquent une perte d'efficacité de SR141716
(Wierzbicki, 2006). SR141716 a tout d’abord été commercialisé par la firme Sanofi-Aventis sous
la marque Acomplia comme médicament anti-obésité apres 1’obtention d’une autorisation de

mise sur le marché européen en 2007.
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Figure 10 : Le SEC : potentiel thérapeutique. 1) 1l existe une régulation physiologique de la synthése « a la
demande » des EC a partir de phospholipides membranaires qui peut-&tre altérée sous certaines conditions
pathologiques. Cependant, il n’existe actuellement aucun agent pharmacologique modulant de maniére sélective
cette synthese des EC. 2) La libération des EC serait réalisée par diffusion passive ou facilitée par un transporteur
membranaire encore inconnu localisé sur les neurones pré- et postsynaptiques. La sécrétion pourrait étre modulée
par le VDM11 et I’AM404, des inhibiteurs potentiels de la recapture de ’AEA, mais ces mécanismes restent a
élucider. 3) Plusieurs agents pharmacologiques ont été développés dans le but de moduler I’interaction des EC avec
les récepteurs cannabinoides CB1 et CB2 ainsi que les récepteurs TRPV, (ou récepteurs vanilloides dont la
capsaicine est un substrat) dans le cas précis de I’AEA. Le développement d’antagonistes spécifiques pour les CB1R
(SR141716 et AM251), CB2R (SR14458 et AMG630) et TRPV; (capsazépine) ainsi que l’invalidation de ces
récepteurs ont permis de mieux caractériser ’implication de ces récepteurs dans les effets des EC. 4) Suite a
I’interaction avec les récepteurs, les EC seraient soumis a une recapture cellulaire. La recapture de ’AEA semble
étre bloquée par différents inhibiteurs (AM404, VDM11, UCM707, OMDMZ2) mais les données actuelles sont
insuffisantes a la compréhension de ce phénomeéne. 5) Le métabolisme des EC constitue une étape trés importante en
ce qui concerne les possibilités thérapeutiques. Ainsi, ’hydrolyse de I’AEA s’effectue par I’intermédiaire d’une
amidohydrolase des acides gras ou fatty acid amidohydrolase (FAAH) pour former de 1’acide arachidonique et de
I’éthanolamine. Le 2-AG est quant & lui hydrolysé en acide arachidonique et en glycérol principalement par une
enzyme nommée monoacylglycérol lipase (MGL). Cependant, le 2-AG pourrait également étre métabolisé par la
FAAH. Ainsi des inhibiteurs de la FAAH tels que I’'URB597 ainsi que des souris dont le géne codant pour la FAAH
a été invalidé ont été développés. De plus, il a été démontré que les anti-inflammatoires non stéroidiens pouvaient
également inhiber le métabolisme de I’AEA qui est aussi métabolisé par la cyclooxygénase 2 (Cox-2). Récemment,
des inhibiteurs sélectifs pour la MGL ont été décrits tels que I’'URB602 avec pour principales caractéristiques des
effets analgésiques (Guindon et al., 2007; Hohmann et al., 2005). 6) De nouvelles évidences suggérent une profonde
reconceptualisation du syst¢éme EC puisqu’une étude récente a démontré que I’AEA pouvait moduler la synthése et
le métabolisme du 2-AG. En effet, 1’élévation des concentrations d’AEA suite a I’inhibition pharmacologique ou
génétique de la FAAH pourrait moduler le taux, le métabolisme et les effets physiologiques du 2-AG via I’activation
des récepteurs TRPV1 dans le striatum (Maccarrone et al., 2008). Ainsi, les auteurs ont émis 1’hypothése selon
laquelle les CB1R et TRPV1 pouvaient interagir entre eux dans certaines régions du cerveau.
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L’Agence Francaise de Sécurité SAnitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) en a fortement
limité sa prescription dés mai 2007 suite & des effets secondaires importants, concernant le risque
de survenue de troubles dépressifs majeurs. La « Food And Drug(s) administration » (FDA) a
également annoncé le 13 juin 2007 la non autorisation de la commercialisation du Rimonabant
aux Etats-Unis. Au niveau de 1’Union Européenne, malgré les effets secondaires et les déces
notifiés, les agences du medicament ont proposeé d'ajouter des contre-indications et des
recommandations d'utilisation sur les notices. Le 9 aott 2007, I’AFSSAPS actualise le plan de
gestion des risques d'’Acomplia et limite sa prescription a cause de ses effets secondaires. Un
antécédent de dépression devient alors une contre indication définitive alors gu'elle n'était que
préventive. En octobre 2008, l'agence européenne d’évaluation des médicaments et I’AFSSAPS
recommande aupres de la commission européenne la suspension de l'autorisation de mise sur le
marché de la molécule. Le jour méme, Sanofi Aventis annonce le retrait immédiat d’Acomplia de
toutes les pharmacies des 18 pays de I'Union européenne qui le distribuaient. Le 5 novembre
2008, Sanofi Aventis décide l'arrét de tous les programmes de développement du produit, pour
tous les usages sauf certains programmes de recherche fondamentaux.
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Il ressort de cette analyse bibliographique que le SEC, via ’activation des CBIR, est largement
impliqué dans le développement de pathologies associées au syndrome métabolique (figure 11).
Il est clairement établi que I’activation centrale du SEC stimule la prise alimentaire et que
I’augmentation du taux des deux principaux endocannabinoides agonistes des CB1R, I’AEA et le
2-AG, est associée a la prise de poids (Di Marzo et al., 2001a; Jamshidi and Taylor, 2001;
Williams and Kirkham, 1999).
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Figure 11: Conséquences de I’activation du CBIR sur les organes impliqués dans la régulation de
I’homéostasie énergétique (Deveaux, 2008).

C’est pourquoi des stratégies pharmacologiques ont ét¢ développées pour antagoniser les CBIR.
Le Rimonabant (SR141716) est le premier antagoniste a avoir été mis sur le marché et prescrit
comme agent anti-obésité en Europe. Son efficacité en terme de réduction de masse corporelle a
été mise en évidence dans une série de publications majeures (Curioni and Andre, 2006; Padwal
and Majumdar, 2007). De plus, I’antagonisme des CB1R semble également améliorer plusieurs
parametres associés a 1’obésité dont I’hyperinsulinémie, la résistance a [I’insuline,
I’hyperglycémie et la dyslipidémie chez le rongeur (Gary-Bobo et al., 2007; Poirier et al., 2005;
Ravinet Trillou et al., 2003) et ’'Homme (Despres et al., 2005; Van Gaal et al., 2005).
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Toutefois, la méta-analyse RIO (Rimonabant In Obesity) a révélé qu’un traitement par le
Rimonabant pouvait avoir des effets psychiatriques sévéres (Christensen et al., 2007) conduisant
a des questions majeures concernant 1’innocuité de ce médicament chez les patients obéses qui
affichent déja un risque de dépression élevé. Finalement, le développement et la vente du
Rimonabant n’ont jamais vu le jour aux Etats Unis et ont €té suspendues en Europe le 23 Octobre
2008 apres que 1I’Agence Européenne du Médicament ait émis un avis défavorable a la
prescription de ce traitement car le rapport bénéfice/risque pour la santé ne semblait plus en
faveur des bénéfices. En effet, les graves troubles psychiatriques (angoisse, insomnie, dépression,
idées suicidaires,...) provoqués par le Rimonabant se sont révélées plus fréquents et plus
puissants que le laissaient penser les études cliniques RIO (Sanofi-aventis, 2008).
Malheureusement, le Rimonabant conduit a ces effets secondaires en agissant sur les CB1R
localisés dans le cerveau, les mémes que ceux impliqués dans les effets bénéfiques sur la prise
alimentaire. Toutefois, méme si la réduction de la prise alimentaire semble étre un élément clé
conduisant a la perte de poids et a I’amélioration des paramétres métaboliques, plusieurs études
chez I’animal et chez ’Homme indiquent que les CBIR périphériques pourraient également étre
impliqués dans la régulation du métabolisme lipidique (Bensaid et al., 2003; Cote et al., 2007; Di
Marzo et al., 2009; Engeli and Jordan, 2006; Matias et al., 2008; Nogueiras et al., 2008; Osei-
Hyiaman et al., 2008). Par conséquent, les effets bénéfiques a long terme de 1’inactivation du
SEC pourraient étre dus a la fois aux effets centraux sur la prise alimentaire et a des effets
périphériques concernant le tissu adipeux, le foie, le muscle squelettique et le pancréas (Duvivier
et al., 2009; Getty-Kaushik et al., 2009; Liu et al., 2005).

C’est sur ce concept que ce travail de these s’est plus particulierement orienté¢ en abordant tout
d’abord les effets de I’administration de ’antagoniste des CB1R a des souris préalablement
rendues obéses par un régime enrichi en sucres et en graisses. Dans cette approche in vivo, nous
analyserons conjointement la variation de la masse grasse (viscérale ou sous-cutanée), les
parameétres plasmatiques (insuline, adiponectine, AGL...) et la régulation du métabolisme
hépatique et adipocytaire. Les résultats seront interprétés en tenant compte de 1’expression des
CB1R dans chacun des tissus. Les effets du blocage spécifique des CB1R hépatiques et

adipocytaires seront ensuite étudiés sur des modeles d’explants tissulaires en culture.
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Ces travaux s’articulent donc autour de 3 axes complémentaires et I’objectif de cette étude est
d’apporter de nouvelles informations concernant les effets de 1’inactivation du SEC dans les
tissus periphériques sur le métabolisme glucido-lipidique. De telles données permettront
d’évaluer I’intérét de développer des agents thérapeutiques ne franchissant pas la barriere
hémato-encéphalique (BHE) et capables d’antagoniser spécifiquement les CBIR périphériques.

Cette these est basée sur la réalisation d’un contrat de recherche établi en septembre 2007 avec

SANOFI-AVENTIS.
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Chapitre I : Approche in vivo : Etude des effets de I'antagonisme des CB1R

chez la souris obese.

Ces travaux ont fais I’objet d’une publication dans le journal Diabetes : Jourdan et al, 2010
Diabetes 59 :926-934

1. Parametres morphologiques et sériques
Pour cette approche in vivo, les effets de I'antagonisme des CB1R ont été testés sur des souris

préalablement soumises & un régime enrichi en sucres et en graisses dont la composition est
assimilable au régime « cafétéria » (42,3% de sucres et 22,5% en lipides). Ce régime a été
administré jusqu’a ce que leur masse corporelle ainsi que leur insulinémie soient statistiquement

différentes de celles d’un lot d’animaux « témoin » nourris avec un régime classique.
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Figure 12 : Evolution de la masse (A) et insulinémie (B) des animaux soumis soit & régime standard
(Témoin, n=5) soit a un régime riche en sucres et en graisses saturées (HSHF, n=24) pendant 20 semaines
puis traités 6 semaines par SR141716 (10mg/kg/jour) ou placebo.

Sur 40 animaux, 24 ont répondu aux critéres de sélection aprés 20 semaines de régime,

I’évolution de leur masse corporelle et leur insulinémie est présentée dans les Figures 12A et
12B. Les animaux ont ensuite été séparés en 2 lots pour étre traités soit par un placebo (HSHF)
soit par 1’antagoniste des CB1R SR141716 (HSHF+SR141716) tout en continuant & étre soumis
au régime enrichi en sucres et en graisses. Le traitement a consisté en une administration
journaliére d’une solution de Rimonabant (10mg/kg) per 0s en une seule prise ’aprés midi
pendant 6 semaines. L’évolution de la masse des animaux obéses en fonction du traitement met
en évidence un effet rapide et maintenu du Rimonabant sur la masse corporelle. En effet, dés la
premiére semaine de traitement, les animaux perdent du poids. Les 5 semaines suivantes, le poids

des animaux reste stable bien qu’ils continuent a consommer le régime HSHF sans réduction
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apparente de prise alimentaire. A 1’issue du traitement, les tissus et organes d’intérét ont été
prélevés pour analyses morphologiques, biochimiques et moléculaires.

Les mesures, présentées dans le Tableau 2 indiquent que les masses des TA épididymal et
inguinal qui ont été augmentees par le régime HSHF, sont diminuées par le traitement SR141716.
Parallélement, la masse du foie est la plus élevée chez les souris HSHF et la plus faible chez les
souris HSHF + SR141716 (tableau 2). Ces résultats révelent également qu’a la fin de
l'expérience, la glycémie des souris HSHF n’est pas différente de celle mesurée chez les Témoins
malgré une augmentation du taux d'insuline ce qui indique que les souris HSHF présentent une
insulino-résistance. De méme, les taux d’AGL et de cholestérol total sont plus élevés chez les
souris HSHF que chez les souris Témoins tandis que la triglycéridémie est 50% plus basse.
D’autre part, I'expansion de la masse grasse est associée a une réduction des taux d'adiponectine
chez les souris nourries avec le régime HSHF par rapport aux Témoins. Fait intéressant,
I'insulinémie et les niveaux d'adiponectine chez les souris HSHF ne sont plus différents des
Témoins apres traitement par 1’antagoniste CBIR (tableau 2) et la concentration sérique en AGL
est partiellement normalisée. Les taux de glucose, TG et cholestérol ne différent pas entre les
groupes HSHF et HSHF+SR141716.

2. Métabolisme hépatique

2.1. Parametres biochimiques
Dans le foie, le régime HSHF induit une stéatose, avec une augmentation de 5 fois de la teneur en

TG tandis que le contenu en cholestérol total reste inchangé. Le contenu en malonyl-CoA, un
précurseur de la synthese des AG via la voie de la lipogenése et un inhibiteur puissant de la -
oxydation, a également nettement augmenté chez les animaux HSHF. De maniére intéressante,
les accumulations de TG et de malonyl-CoA sont partiellement normalisées apres traitement avec
I'antagoniste des CB1R et les réserves de glycogéne sont moindres chez les souris HSHF par
rapport aux souris témoins suggérant une stimulation de la glycogénolyse (tableau 3).

Le fait que le traitement puisse partiellement résorber la stéatose hépatique induite par le régime
HSHF nous a incité a veérifier si cet effet pouvait étre lié a une augmentation de la capacité
oxydative des hépatocytes. Pour cela, nous avons mesuré 1’activité [B-oxydative sur de fines
tranches de foie fraichement prélevées sur les animaux obéses traités ou non par SR141716. Les

résultats n’ont pas permis de mettre en évidence de différences significatives entre ces 2 lots.
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Tableau 3 : Effets de ’antagoniste CB1R sur la composition corporelle, les paramétres plasmatiques et le

foie. Les souris ont été nourries avec un régime HSHF pendant 25 semaines. Au cours des 6 derniéres semaines,
elles ont recu soit 10 mg/kg.jour™ de I'antagoniste CB1IR SR141716 (HSHF + SR) soit un placebo (HSHF) par voie
orale. En paralléle, une série de souris a été maintenue sous régime contréle (Témoins). Les souris ont été privées de
nourriture 4 h avant sacrifice. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les valeurs avec des lettres
différentes en exposant (a, b, ) sont statistiquement différentes a p <0,05.

Témoins HSHF HSHF + SR141716
(n=5) (n=10) (n=14)
Masse des organes
Foie () 138+003° 1494006  1.21+0.03
TA épididymaire (g) 067+014" 204+016  0.98+0.07°
TA inguinal (g) 0.31+0.06° 110+ 0.10b 0.41£0.03°
Sérum
Glucose (mg/mL) 279£016  272+021  2.53%0.08
Insuline (ng/mL) 0404003 059+007°  0.44+0.03"

Adiponectine (ug/mL) 63.05+324" 4231+721° 59.82+3.95"
Acides gras libres (mmol/L) 0.30 +0.04"  054+0.06°  0.43+0.03°
Triglycérides (mg/mL) ~ 074+0.06° 036+0.03°  0.31+0.02°

Total cholesterol (mg/mL) 1.09 + 004" 205+ 0.07b 187+ 0.06b

Foie
Glycogéne (mg/g) 66.7+81"  492+42"  374+30°
Triglycérides (mg/g) 244+45  1187+176° 46.4+49°

Cholestérol total (mg/g) 16.07+£0.94 1798+163 15.72+0.7

MalonyICoA (nmoles/g) ~ 1.67+0.29°  343+052°  241+0.18°

Toutefois, au cours de ces mémes expériences, les explants issus des foies de souris HSHF +
SR141716 ont sécrété nettement moins d’ApoB dans le milieu de culture que les explants issus

de souris HSHF alors que la sécretion d’ ApoA était identique entre les deux groupes. Ce modeéle
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a également été utilisé pour déterminer si le blocage des CB1R affectait le captage du HDL-CE.
Il s’avére que I’incorporation d’HDL-CE a été plus important dans les explants de foie HSHF +
SR141716 que dans les explants de foie HSHF suggérant d’intéressantes adaptations
métaboliques pouvant influer sur le métabolisme des lipides et des lipoprotéines (tableau 4).

Tableau 4 : Effets de I'antagonisme des CB1R sur I'oxydation des acides gras et les parametres relatifs au
métabolisme des lipoprotéines dans des explants de foie. De fines tranches de foie (environ 200 micrométres)
ont été obtenues a partir de souris nourries avec un régime HSHF puis traitées soit avec 10 mg/kg.jour-1
d’antagoniste CB1R (HSHF + SR; n = 5), soit avec un placebo (HSHF, n = 5). Pour I'oxydation des acides gras et la
sécrétion d'apolipoprotéines, des tranches ont été incubées a 37 ° C dans du milieu William's Medium E oxygéné,
complété par de la L-carnitine (0,5 mmol / L) en présence de 0,2 mmol / L de [1-14C] acide palmitique (55,5 GBq /
mol) complexé a I'albumine (FA / BSA rapport molaire de 2,5/ 1). La mesure du captage des HDL a été effectuée a
37 ° C en incubant les tranches de foie avec de 1I’[3H]-éther de cholestérol-HDL sous légére agitation pendant 3
heures. Ensuite, les tranches ont été lavées et homogénéisées dans du PBS. La radioactivité retrouvée dans
I'hnomogeénat est représentative du cholestérol HDL capté par les cellules du foie. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b) sont statistiquement différentes a p
<0,05.

HSHF HSHF + SR141716
Oxydation acide palmitique (nmoles/ h.g prot'l) 23+13 22+24
Sécrétion ApoB (ug/h.g prot ) 155+17° 12348
Sécrétion ApoA (ug/h.g prot ) 14142 140+3

Captage HDL-CE ([3H]-cholesteryl ether dpm /h. ug prot-1) 430 £ 119" 1075 + 139b

2.2. Régulation génique
Les résultats sont présentés figure 13. Nous avons d'abord testé l'impact du régime et du

traitement avec SR141716 sur l'expression génique des CB1R comme un indicateur de l'activité
du SEC. L’expression des ARNm CBIR est fortement stimulée chez les souris HSHF et
grandement réprimée chez les souris HSHF + SR en comparaison avec les témoins. Cela refléete
une stimulation du SEC dans ce modeéle de souris obeses et une inhibition efficace de cette voie
par le traitement antagoniste CB1R. Ensuite, les niveaux d’expression de la phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) et de glucose-6-phosphatase (G6P) ont été mesurés en tant qu’indicateur
de résistance a l'insuline du foie. On observe une relation inverse entre les niveaux d'insuline et
I'expression de ces deux enzymes suggérant que I'insuline a encore la capacité de contrdler leur
transcription. En raison d’un probable impact de l'antagonisme CB1 sur le meétabolisme du
cholestérol et des lipoprotéines, nous avons mesuré I'expression de la lipase hépatique (HL) et du

scavenger receptor de classe B de type | (SR-B1) dans le foie.
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Figure 13: Effet de l'antagonisme CB1R sur l'expression des ARNm de CB1 et de différents genes
impliqués dans le métabolisme des glucides et des lipides dans le foie. Les résultats sont exprimés en
moyenne = SEM (n =5 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement
différentes a p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6P, glucose-6-
phosphatase, HL, lipase hépatique; SR-BI, scavenger receptor de classe B de type I; CPT-Il, carnitine
palmitoyltransferase I; ACC, acétyl-CoA carboxylase; FAS, fatty acid synthase; SCD-1, stéaroyl-CoA désaturase-1.

Les niveaux d'expression de ces deux genes sont plus faibles chez les souris HSHF et ne different
pas entre les témoins et les souris HSHF + SR. De maniére surprenante, les niveaux d’expression
des enzymes de la lipogenese acétyl-CoA carboxylase (ACC) 1 et 2, et fatty acid synthase (FAS)
ont été inhibés chez les souris HSHF par rapport aux souris Témoins. L'expression des deux
isoformes de I’ACC est toutefois plus forte dans le foie des souris HSHF + SR que chez les souris

HSHF tandis que I’antagonisme des CBIR n'a eu aucun effet sur l'expression de la FAS.
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L'expression de la stéaroyl-CoA désaturase-1 (SCD-1), qui convertit les AG saturés en
monoinsaturés, est stimulée chez les souris HSHF et réprimée chez les souris HSHF + SR, ce qui
suggere que l'inhibition du SEC a limité la forte production d’AG monoinsaturés induite par une
alimentation riche en sucres et en graisses. De plus, ni le régime ni le traitement n’ont modifié€ les
taux de transcrits de la carnitine palmitoyltransferase | (CPT-I), enzyme limitante de la R-

oxydation mitochondriale.

2.3. Discussion
Les effets de I'antagoniste CB1R, SR141716 ont été testes sur des souris préalablement soumises

a un régime enrichi en sucres et en lipides ayant une composition proche d’un régime
« cafétéria ». L’administration de ce régime induit 1’obésité et est associée a une accumulation de
graisses dans le foie ainsi qu’a une résistance périphérique a l'insuline comme indiqué par
I'élévation de l'insulinémie et des taux circulants d’AGL. Dans ces conditions, une stimulation de
la lipogenése hépatique de novo par une action de l'insuline était attendue. Cependant,
I'expression de geénes impliqués dans cette voie métabolique s’est avérée réduite. Le régime
alimentaire contenant des proportions élevées en acides gras saturés, nous pouvons supposer que
la présence en quantité importante d’AG saturés préformés a conduit a la réduction de I’activité
lipogénique comme l'ont déja suggéré Ogiwara et al (Ogiwara et al., 1978). L'induction de
I’expression du géne codant pour SCDI1 et I'augmentation de la teneur en AG monoinsaturés
(données non présentées) dans le foie des souris HSHF semble également indiquer une
augmentation des apports en AG saturés vers le foie. Dans ces conditions, il apparait donc que la
lipogenese de novo n'a pas été stimulée chez les animaux hyperinsulinémiques et présentant une
activation du SEC. Ces résultats sont en contraste avec d'autres travaux dans lesquels l'activation
des CB1R par les EC est associée a une augmentation de la lipogenese (Osei-Hyiaman et al.,
2005). Ces différences pourraient en partie s'expliquer par le statut métabolique particulier des
souris utilisées dans notre étude qui ont été soumises a un jedne de seulement 4 heures.

Dans ces conditions, la glycémie normale et la diminution des réserves de glycogene chez les
souris HSHF suggérent que le glucose est principalement utilisé comme source de production
d'énergie au lieu de servir a la synthése d’acides gras. Cette observation est également renforcée
par la limitation de la néoglucogenése, comme indiqué par les faibles niveaux d’expression de la
PEPCK et de la G6P. L'augmentation des quantités de malonyl-CoA semble contradictoire avec

la régulation négative de I'expression d’ACC1, néanmoins, la régulation négative de 1’expression
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de FAS pourrait entrainer une réduction de la conversion du malonyl-CoA en AG saturés et donc
une accumulation de ce composé dans les hépatocytes. Ainsi, selon les conclusions tirées de ces
données expérimentales sur le foie, il est trés probable que, dans nos conditions, la stéatose
hépatique soit principalement due a la diminution de I'efficacité de 1’insuline sur la lipolyse dans
le TA, favorisant ainsi la libération et le flux d’AGL vers le foie plutét qu’a une augmentation de
la lipogenese de novo. Cette notion est d’ailleurs renforcée par le profil d'expression génique du
TA viscéral, qui est compatible avec une hyper-activation du métabolisme des lipides comme le
suggere la surexpression des genes impliqués dans le transport, la synthése, I'oxydation et la
libération des AG (section 3.2.).

Les effets bénéfiques de I'antagonisme des CB1R sur la résistance a I'insuline et la stéatose
hépatique chez la souris et 'Homme sont déja bien établis (Vettor and Pagano, 2009). Avec ce
modele murin d'obésité, nous avons fourni une preuve supplémentaire que le blocage des CB1R
entraine de nombreux changements métaboliques périphériques ainsi que de nombreuses
régulations moléculaires permettant de résorber la stéatose hépatique.

En accord avec I’amélioration des paramétres associés aux risques cardiovasculaires chez les
patients diabétiques de type Il traités par le Rimonabant (Pi-Sunyer et al., 2006; Van Gaal et al.,
2005), nos résultats soutiennent I’hypothése selon laquelle le blocage des CB1R peut étre associé
a une stimulation du catabolisme des HDL dans le foie. Des études antérieures ont en effet
montré que la surexpression de SR-BI dans le foie, tout en réduisant les niveaux de HDL-C dans
le plasma, réduisait I'athérosclérose chez la souris (Arai et al., 1999; Kozarsky et al., 2000), ce
qui suggere que la surexpression de SR-BI dans le foie pourrait favoriser le transport inverse du
cholestérol. L'augmentation de I’expression de SR-BI et de ’HL induite par I'antagonisme des
CB1R pourrait aussi étre associée a une modification de la taille des HDL et de leur cinétique
(Nijstad et al., 2009) et ainsi expliquer l'augmentation des capacités de captage des HDL-CE.

La forte augmentation de l'expression hépatique du CB1R induite par le régime HSHF étant
pleinement contrecarrée par le traitement avec 1’antagoniste CBIR, il est raisonnable de penser
que les adaptations métaboliques observées sont, au moins en partie, liées a une réduction de
I'activité du SEC. Ce concept est en accord avec d'autres études utilisant des souris CB1” (c'est-
a-dire des animaux pour lesquels le géne du CB1R a été invalidé), démontrant que la présence du
CBIR est obligatoire pour le développement d’une stéatose (Osei-Hyiaman et al., 2008; Ravinet

Trillou et al., 2004). Dans notre étude, la plupart des parametres et genes du foie testés sont
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normalisés apreés le traitement par le SR141716. Outre I’effet direct de 1’antagoniste sur les CBIR
hépatiques, il est également envisageable que des effets indirects puissent s’exercer sur le foie.
En effet, le blocage des CB1R musculaires et adipocytaires peuvent contribuer indirectement a

I’amélioration des paramétres hépatiques en modifiant certains facteurs plasmatiques.

3. Métabolisme adipocytaire

3.1. Parametres biochimiques
Afin de déterminer si les variations des taux sériques d'adiponectine correspondent a des
capacités sécretoires différentes entre les tissus adipeux viscéraux et sous-cutaneés, nous avons

mesuré la quantité d’adiponectine contenue dans les TA épididymal et inguinal.
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Figure 14 : Effet de I'antagonisme des CB1R sur la concentration d'adiponectine dans le TA épididymaire
(A) et inguinal (B). Les souris ont été nourries avec un régime HSHF pendant 25 semaines puis au cours des 6
derniéres semaines, traitées soit par 10 mg/kg.jour-1 de l'antagoniste CB1 SR141716 (HSHF + SR; n = 14) ou par un
placebo (HSHF, n = 10). En parallele, une série de souris a été maintenue a un régime standard (CON, n = 5). La
concentration d'adiponectine a été mesurée dans les homogénats de TA. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM. Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement différentes a p <0,05.

Les résultats présentés en Figure 14 mettent tout d’abord en évidence que la concentration en
adiponectine est plus élevée dans le TA sous-cutané que dans le viscéral chez les animaux
Témoins. D’autre part, on constate que I’administration du régime HSHF conduit a la diminution
des taux d’adiponectine dans les deux types de TA et en particulier dans le TA sous-cutané, ce
qui est en accord avec la diminution de la concentration plasmatique observée dans ce lot
d’animaux. Il est important de noter que la normalisation des taux plasmatiques d’adiponectine
induite par le traitement s’accompagne d’une augmentation significative de la concentration de
cette adipokine seulement dans le TA sous-cutané. L’ensemble de ces résultats permet d’avancer
I’hypothese selon laquelle 1’augmentation de la concentration d’adiponectine plasmatique induite

par le traitement SR141716 serait principalement due a une stimulation de la production par le

73



Résultats : chapitre |

TA sous-cutané.

1,8E11 18E11

TAviscéral TA sous-cutané
& 1,6E11 x 16E11
o ¥
= 14611 = 14E-11 L]
T =
- 1,26-11 et 1,211
a 'E
B 2w
» ¥ 1611 © 1E-11
g E
& 2 SE12 8E-12
i =
S 6E-12 t 6E-12
b o
2 4E12 3 4E-12 b
= 2612 g 2612 i
0 0
HSHF HSHF-. HSHF HSHF +
141718 SR141716

Figure 15: Effet de I'antagonisme des CB1R sur I’activité LPL du TA épididymal (A) et inguinal (B) chez
les souris HSHF et HSHF + SR141716. Les souris ont été nourries avec un régime HSHF et traitées soit avec 10
mg/kg.jour-1 d’antagoniste CB1R (HSHF + SR; n = 5), soit avec un placebo (HSHF, n = 5). Les échantillons de TA
ont été homogénéisés a 4°C dans une solution tampon (1/10, v/v) contenant 0,25 M de saccharose, 10 mM Tris HCI
(pH 7,4), 1 mM d’EDTA, 12 mM de déoxycholate et 10 mM d'héparine. Les surnageants obtenus aprés
centrifugation a 12 000g pendant 20 min a 4°C ont été dilués de moitié avec le méme tampon dépourvu de
déoxycholate et d'héparine. Les activités lipolytiques déterminées sur ces homogeénats de tissus correspondent aux
quantités de [*H]acide oléique libéré de la trioléine radioactive ajoutée de la maniére suivante: 100 pL de surnageant
ont été ajoutés a des mélanges contenant 0, 1 ; 0,5 ;1 ou 2 mM trioléine émulsionnée avec du tri (9,10[°*H] oléoyl-
glycérol (Perkin Elmer, Life Sciences Inc, Boston, MA, USA) (0,22 uCi / essai), 5% de gomme arabique, 0,2 M Tris
HCI (pH8.6), 10% de sérum de poulet inactivé par chauffage (activateur de la LPL) et 1 ou 0,1 M de NacCl (voir ci-
dessous), dans un volume final de 200 pl. L'incubation a été effectuée & 37°C pendant 1 h et la quantité de [*H]oléate
libéré par action de la LPL a été mesurée par comptage a scintillation. L’activité LPL a été calculée en soustrayant
I’activité lipolytique non spécifique effectuée dans le milieu contenant 1 mM de NaCl a ’activité lipolytique totale
réalisée dans le milieu contenant 0,1 M de NaCl. L’activité LPL est exprimée en nmol d'oléate libéré par h par mg de
protéines. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM. Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b)
indique une différence significative a p <0,05.

Dans le TA, la LPL est une enzyme vasculaire qui permet I'hydrolyse des TG des lipoprotéines
plasmatiques a apoClll comme les chylomicrons. Au regard de son indispensable réle dans le
maintien de I’homéostasie énergétique, il était judicieux de mesurer son activité dans les dépots
adipeux des souris HSHF et HSHF + SR141716. Les résultats présentés en figure 15 montrent
que le blocage des CBIR n’entraine pas d’effets sur 1’activité LPL dans le TA viscéral puisque
I’on observe aucune différence entre les souris HSHF et HSHF + SR141716. En revanche,
concernant le TA sous-cutané, il apparait qu’un traitement par SR141716 entraine une forte
baisse d’activité LPL (75%).

3.2. Régulation génique
En comparaison avec le régime Témoin, le régime HSHF a induit une augmentation de

I’expression des CB1R a la fois dans le TA épididymal et inguinal. Chez les souris obéses, le
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traitement par ’antagoniste CB1R a été efficace en réduisant I'expression des CB1R dans les
deux tissus. L'expression du TNF-a, une cytokine inflammatoire associée a une résistance a
I'insuline a été stimulée dans les deux TA des souris HSHF par rapport aux souris Témoins. Il est
intéressant de noter que I’induction de TNF-a est beaucoup plus importante dans le TA viscéral
que dans la graisse sous-cutanée (respectivement 24-fois et 4,8 fois). Apres le traitement par le
Rimonabant, le niveau d’expression de TNF-a est totalement normalisé dans la graisse sous-
cutanée et réprimé de moitié par rapport aux souris HSHF dans la graisse viscérale. Le traitement
par I’antagoniste CB1R a également permis la normalisation de I’expression de PPAR-y, dans le
TA viscéral, laquelle avait été multipliée par 4 par le régime HSHF. Dans le TA sous-cutané,
I’expression de PPAR-y; est étonnamment stimulée chez les souris HSHF + SR tandis qu’elle ne
differe pas entre les deux autres groupes (Fig. 16B). De facon concomitante, I'expression de
genes liés au captage (FAT/CD36, LPL), a la lipolyse (LHS), a la R-oxydation (CPT-I) et a la
lipogenése (FAS et ACC1) est fortement stimulée dans le TA viscéral des souris HSHF par
rapport aux souris Témoins (Figure 16A). Inversement, dans le TA inguinal des souris HSHF,
I'expression de ces géenes a été soit réprimée (LPL, FAS et ACC1) soit inchangée (FAT/CD36,
HSL et CPT-I), suggérant ainsi des différences de sensibilité et de fonction des adipocytes du TA
sous-cutané et viscéral dans des conditions de résistance a l'insuline (figure 16B). De fagon
intéressante, tous les genes surexprimés dans le TA viscéral des souris HSHF sont

significativement réprimés apres traitement avec 1’antagoniste CB1R (figure 15A).

3.3. Discussion
Récemment, de nombreuses études ont montré que l'obésité est associée a une sur-activation du

SEC dans le TA viscéral (Bensaid et al., 2003; Cote et al., 2007; Di Marzo et al., 2009; Matias et
al., 2008). Plusieurs informations apportées par cette étude et via la littérature renforcent I’idée
suggérant que le blocage des CB1R entraine des effets spécifiques sur le métabolisme du TA
viscéral pouvant étre liés a la reduction de la teneur en TG hépatiques. Ainsi, la stimulation de
I’expression de geénes agissant a différents niveaux de la voie de la lipogenése et 1’induction de
PPAR-y, suggére fortement que le régime HSHF a favorisé la synthese de TG et la formation de

dépbts de graisse au niveau viscéral.
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Figure 16: Effet du traitement de l'antagonisme des CB1R sur l'expression des ARNm de CB1 et de
différents geénes impliqués dans le métabolisme adipocytaire au niveau viscéral (A) et sous-cutané (B).
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en
exposant (a, b, c¢) sont statistiquement différentes & p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1, TNF-o. , Tumor
Necrosis Factor-a,; PPAR-y2, peroxisome proliferator-activated receptor y 2; FAT/CD36, fatty acid translocase; LPL,
lipoprotéine lipase; HSL, lipase hormono-sensible, FAS, fatty acid synthase; ACC , acétyl-CoA carboxylase; CPT-I,
carnitine palmitoyltransferase I.

L’hypertrophie adipocytaire observée dans le cadre d’une obésité est souvent la conséquence
d’un déficit en adipogenése (Nadler et al., 2000). En effet, dans ce cas, les adipocytes atteignent
leur limites de stockage conduisant a un dép6t ectopique de lipides dans le foie et le muscle
squelettique, avec pour conséquence une diminution de ’action de I’insuline dans ces tissus
(Heilbronn et al., 2004).

Dans notre étude, la réduction de I’expression des genes de la lipogenéese par 1’antagoniste CB1R
s’accompagne vraisemblablement d’une diminution de I’accumulation de TG dans les adipocytes
avec pour conséquences la formation de cellules plus petites et une réduction de la masse grasse.

La diminution de I'expression de la LHS consécutive au traitement par I'antagoniste CB1R est a
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souligner car il est admis qu’une lipolyse excessive conduit a une libération accrue d’AGL dans
la circulation, avec pour conséquence des effets délétéres sur la sensibilité a I'insuline (Arner,
2002). Concernant la LPL, il est connu que I'activation des CB1R augmente l'activité lipoprotéine
lipase dans les adipocytes primaires de souris (Cota et al., 2003), ce qui permettrait d'accroitre le
flux des AGL vers les adipocytes pour la synthése des TG. Le role des EC et des CB1R dans
I'accumulation de lipides neutres dans les cellules adipeuses a été confirmé par Matias et al, qui
ont montré que le traitement de cellules 3T3-F442A avec le HU210, un puissant agoniste des
CB1R augmente I'accumulation intracellulaire de gouttelettes lipidiques (Matias et al., 2006).
Dans notre étude, le blocage des CBIR n’a pas entrainé d’effets particuliers sur 1’activité LPL du
TA viscéral des souris HSHF + SR141716 malgré une réduction non négligeable de 1’expression
de cette enzyme et une amélioration du profil insulinique des animaux. Pourtant, I’insuline
augmente théoriquement 1’activité de la LPL adipocytaire ainsi que sa sécrétion grace a des effets
post-transcriptionnels (Eckel and Yost, 1987; Picard et al., 1999; Semenkovich et al., 1989). En
revanche, au niveau sous-cutané, le blocage des CB1R entraine une baisse impressionnante de
I’activit¢. LPL malgré une expression génique similaire entre les souris HSHF et HSHF +
SR141716. Ces données démontrent encore une fois les différences de régulation entre le TA
viscéral et le sous-cutané.

De récentes études suggerent que Il'inflammation du TA induite par une obésité pourrait activer
directement le SEC (Kempf et al., 2007) et d'aprés nos travaux, il apparait que l'activation du
SEC chez les animaux HSHF est associée a une augmentation de TNF-o dans les 2 dép6ts
adipeux. Cette interaction entre inflammation et SEC doit encore étre explorée afin de déterminer
si I'inflammation provoque 1’activation du SEC ou vice versa. Néanmoins, la corrélation directe
entre I’augmentation de TNF-a, de l'adiposité et la résistance a l'insuline est maintenant bien
établie (Hotamisligil et al., 1995). La stimulation de la lipolyse de maniére concentration-
dépendante a TNF-o est bien démontrée chez les rongeurs et dans les cellules adipeuses
humaines et est considérée comme un facteur important dans le développement de la résistance a
I'insuline et du diabete de type 2 (Ruan and Lodish, 2003). Par conséquent, il est raisonnable de
penser que la normalisation du métabolisme adipocytaire et certains effets sous-jacents induits
par le traitement par ’antagoniste CB1R sont consécutifs a la réduction de I’expression de TNF-

a dans le TA des souris HSHF+SR.
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Cette étude met egalement en évidence des différences métaboliques entre le tissu adipeux sous-
cutané et viscéral. En effet, ces tissus répondent différemment au régime HSHF et au traitement
par le SR141716. Dans 1’ensemble, ces résultats donnent la preuve moléculaire d’une part que le
régime HSHF provoque des effets délétéres dans le TA viscéral qui n‘ont pas été observés dans le
TA sous-cutané et d’autre part que le blocage des CBIR permet de reverser ces changements
dans le TA viscéral tout en exercant des effets spécifiques sur le TA sous-cutané. Ainsi,
I'expression de genes impliqués dans le transport, la synthese, I'oxydation et la libération des
acides gras n’a pas été modifiée ou alors réprimée dans les adipocytes sous-cutanés des souris
HSHF+SR alors que ces genes ont été surexprimés dans le TA viscéral. Ces résultats pourraient
correspondre a des différents degrés d’activation du SEC dans ces tissus en accord d’autres
études récentes démontrant des niveaux différents d’EC dans le TA viscéral et sous-cutané
(D'Eon et al., 2008; 1zzo et al., 2009; Matias et al., 2006; Starowicz et al., 2008). Ces différences
de régulation génique entre TA viscéral et sous-cutané en réponse a un régime riche en graisses et
a un traitement par un antagonisme des CB1R, également montrées par Poussin et al (Poussin et
al., 2008), pourraient étre liée au fait que l'induction de I’expression de TNF-a par le régime
HSHF est beaucoup moins importante dans le TA sous-cutané que dans TA viscéral. En effet, le
traitement des souris obeses avec 1’antagoniste CBIR provoque une normalisation complete de
I’expression de TNF-a dans le TA sous-cutané tandis que I'inflammation reste élevée dans le TA
viscéral. Ces données relatives a 1’état inflammatoire du TA peuvent également étre associées a la
production d’adiponectine. En effet, la normalisation des niveaux d'ARNm de TNF-a dans TA
sous-cutané est associée a une augmentation de la teneur en adiponectine dans ce tissu. Une
relation inverse entre les concentrations sériques d'adiponectine et le TNF-a ayant déja été
évoquee (Lau et al., 2005), suggére que l'inflammation des tissus adipeux pourrait modifier la
production de I’adipokine. En outre, l'augmentation de I'expression de PPAR-y, induite par
I'antagonisme des CB1R dans TA sous-cutané pourrait correspondre a une activation de la
differenciation adipocytaire (Schoonjans et al., 1996) avec pour consequence une stimulation de
la sécrétion d'adiponectine (Gustafson et al., 2003). La teneur en adiponectine restant faible dans
le TA viscéral apres l'inhibition du CB1R, il est raisonnable de penser que l'augmentation des
taux plasmatiques d'adiponectine observée est essentiellement due a la stimulation de sa

production par les adipocytes sous-cutanés.

78



Résultats : chapitre |

4. Conclusion
En conclusion, cette étude in vivo, indique que I'administration d'un antagoniste CB1R améliore

les paramétres plasmatiques et résorbe la stéatose hépatique chez la souris obése. L'amélioration
du métabolisme du TA viscéral induite par I'antagonisme des CB1R pourrait étre un facteur
déterminant dans la réversion de cette stéatose. Nos résultats fournissent également de nouvelles
preuves que le métabolisme du TA viscéral est régulé de maniere différente du TA sous-cutané
suite @ une obésité induite par D’alimentation. La suite des travaux se focalisera plus
particulierement sur les effets directs de I'antagonisme des CB1R sur le foie et les différents TA a
travers une approche in vitro afin de préciser les implications respectives du SEC et des produits

sécretes par le TA dans la régulation du métabolisme lipidique.
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CB1 Antagonism Exerts Specific Molecular Effects on
Visceral and Subcutancous Fat and Reverses Liver
Steatosis in Diet-Induced Obese Mice

Tony Jourdan, Loulza Djacuti, Laurent Demizieux, Joseph Gresti, Bruno Verges, and Pascal Degrace

OBJECTIVE-—The beneficial effects of the inactivation of endo-
cammabinoid system (ECS) by administration of antagonists of
the cannabinoid receptor (CB) 1 on several pathological features
assoclated with obesity is well demonstrated, but the relative
contribution of central versus peripheral mechanisms is unclear,

We examined the impact of CB1 antagonism on lver and
adipose tissue lipid metabolisr in a roouse model of diet-induced
ohesity,

RESEARCH DESIGN AND METHODS — Mice were fed either
with a standard diet or a high-sucrose high-fat (HSHF) diet for
19 weeks and then treated with the CBl-specific antagonist
SR1417168 {10 mg - kg ™' - day ™) for 6 weeks,

RESULTS —Treatrnent with SR141716 reduced fat mass, insulin
levels, and liver trigiveerides primarily increased by HSHF feed-
ing. Serum adiponectin levels were restored after being reduced
in HSHF mice. Gene expression of scavenger receptor class B
type [ and hepatic lipase was induced by CBl blockade and
agsociated with an increase in HDlLrcholesteryl ether uptake.
Concomitantly, the expression of CEI, which was strongly
increased in the liver and adipose tissue of HSHF mice, was
totally normalized by the treatment. Irterestingly, in visceral but
not subcutanecus fat, genes involved in transport, synthesis,
oxidation, and release of fatty acids were vpregulated by HSHEF
feeding, while this effect was counteracted by CB1 antagonism.

CONCLUSIONS A reduction in the CBl-mediated BCS activity
in visceral fat ls assoclated with a normalization of adipocyte
metabolism, which may be a determining factor in the reversion
of li atosis induced by treatment with SR141716. Diabetes

59:926-034, 2010

besity results from an irnbalance between en-
ergy intake and expenditure and is character-
ized by increased body weight and abnormal
development of adipose tissue with excessive
fat storage {1}. Recently, evidence has accumulated for the
overactivity of the endocannabinoid system (ECS) during
conditions of unbalanced energy homeostasis (2). The
ECS consists of the cannabinoid receptors (CBs), their
endogenons ligands (the endocanmabinoids), and the en-
zyme proteins catalyzing the endocannabinoid formation
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and degradation {3). Activation of ceniral CB1 receptors
clearly promotes food intake and weight zain {(4-6)
Accordingly, pharmacological antagonismm of CBl has
been shown o improve several pathological features
associated with obesity, including overweight, hyperinsu-
linermia, insulin resistance, hyperglycemia, and dyslipide-
mia in obese rodents (7-93 and humans (10,113

Even if the reduction in food intake induced by central
CB1 blockade may be the main initial cause of body weight
loss and associated beneficial effects, several data col-
lected from animal and human studies indicate that pe-
ripheral CB1 may also directly control lipid metabolism
(i2-14). Thus, an activation of ECS has been recently
reported in peripheral tissues of animal models of obesity
(15,16} and associated with visceral fat obesity in humans
(17,18). Consequently, it has been proposed that the
long-term effects of CBl antagonism are resolved by
stimulation of energy expenditure and by peripheral ef
fects related to adipose tissue, liver, skeletal muscle, and
pancreas physiclogy (19-21}.

In the present work, we tested the effects of OBl
antagonism on the regulation of the liver and adipose
tigsue lipid metabolism in a mouse model of diet-induced
obesity. We first examined the global impact of CB1 antag-
onistn on plasma parameters and liver steatosis, which were
prirnarily altered by long-terma feeding of a high-sucrose
high-fat (HSHF) diet. Next, we examined whether CB1 inac-
tivation was associated with biochemical and molecalar
alterations in the bver and adipose tissue {distinguishing
visceral and subcutaneous fat depots) that could account for
an improvement of iver ipid metabolism.

BESEARCH DESIGN AND METHODS
Official French regulations (no. 87848)
animals were followed throughouat the fraental period. Th
protocol was approved by the local et ommities for animal experimenta
tion (no. BX062Z). Four-week-old C57BL/S male mice (Elevage Janvier, Le
(Genest Saint Isle, France) were housed in individual plastic cages and adapied
to a standard diet {AC4; UAR, Epinaysur-Orge, France) for 1 weelc A seriss
of mice was maintained on the standard diet (CON group, » = B, while
jected to an HSHE diet containing easein 20%, corn
cellulose 5%, maltodextrin 2.20, lard 20%. soya oil
2.5%, mineral 205B SAFE 7%, vitamin 200 SATE 1% (ref. 235HF SAFE; Augy,
France). After 19 weeks, HEHF animals that were not both overweight and
hyperinsulinemic were excluded from the stody, Selected mice were mmin-
tained on an HSHF diet and received orally either 10 mg - kg™* - day ™' of
SR141716 (HISHF4 8K series;, n = 14} or vehicle HSHF series; # = 16). The
CB1-specific antagonist SRI41716 (Rimonabant) was supplied by sanofi
aventis {Paris, France), Animals had free access to fresh food and water
throughout the experimental period. Mice were food deprived 4 h before
anesthesia with ketamine/xylazine (7.5 mg + 1 mg™ - 100 ¢ body wt™") and
tissue handling. Epididymal and ingninal fai were surgically removed as
representatives of visceral and subcutanenus fat, respectively (22). Tissue
samples were frozen in liquid nitrogen pending further analyses.
Sermm and Hesoe parmmeters. Serum parameters were determined using
comunercial kits (glicose RTU, TG PAPIS0, and cholesterol RTU from
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FIG. 1. Evolution of body weight during the indoction peried of obesity and during the treatment with CB1 antagomst, C57TBL/GJ nice were fed
an HSHF diet (42.3% carbobydreates, 22.5% lipids) for 25 weeks receiving orally during the last & weeks either 10 mg - kg™! - day ™" of the
CB1-specific antagoniset BR1417V16 (HSHF +8R; % = 14) or the vehicle (HSHF; & = 10). In parallel, a series of mice was maintaived on a coutrol
diet (CON; n = §). Results are expressed as means * SE. Results of statistical analysis were indicated at weeks 20 and 26, values with different

superscript letters {a, b, ¢) ave statistically different at £ < 0.05.

BioMérieux [Marcy FEtolle, France] for glucose, triglycerides, and cholesterol
assay, respectively, nonesterified fatty acid © from Walo Pure Chemical
Industries [Richmond, VA] for free fatty acid [FFA] sasay, and mouse insulin
and adiponectine enzyme-linked iromunosorbent assay ldts from AbCys
{Paris, I¥: . Liver malonyl-CoA concentration v determined by high-
peformance M romatagraphy as previously described (23). Liver total
lipids were extra according to the method of Foleh ef al (24). After
mixing thoroughly, 1.0 mi of organic phase was transferred to a clean fube
containing 1 mi of 19 Triton X-100in chloroform and dried using nitrogen. The
residue was resolubilized in 0.25 ol distilled water and used for the determi
nation of wiglycerides and cholestercl as in serum For determination of
adiponectin content in adipose tissue, samples were homogenized in 10
volume of PBS. After centeifugation (10 min at 12,000¢, 4°C), the supernatants
were carefully collected throngh the fat cake, diluted to 140,000 in PBS, and
used for adiponectine measurerments as i serum.

Fatty acid oxidation and apolipoprotein A and B secretion. Freshly
removed Lvers from five HSHF and five HSHF+SR mice were sliced using a
BrendelVitron ar {Tucson, A¥), and thin sl were nsed to measure
{1-44C} palmitic acid oxidation and apolipoprotein {apc) A and B secretion as
previcusky described {25).

{*H}-cholesteryl ether-TIDL uptake. Liver slices, prepared as described
above, were also intended for HDL uptake. First, an HD L fraction was isolated
from human plasoa by sequential Aotation dtracentrifugations (26). HDL was
radiotabeled with FH}-cholesters] ether (CE) combining [PH]cholesteryl he-
dacyl ether with t-a-phosphatidyleholine and butylhydroxytoluene in a 500:1:6
molar ratio and sonicating to forr liposomes. HDL [PH]CE was obtained by
addition of liposomes to the HDL fraction it presence of lipoproteinfree
plasma, as a sowrce of CK transter protein, after an overnight incubation at
27°C under light agitation. Labeled HDL was separated from remaining
liposomes by an other sequential flotation ultracentrifugation and washed
twice in a solniion of potessinm bromide (density 1.21), Finally, HDL-FHICE
was aliquoted and stored at —80°0 until used. Measurement of the uptake was
carried out at 37°C by incubating two liver slices in 1 ml of William's mediom
E containing 40 jg proteins (0.3 mCi of HIL[*H]CE) under slight agitation.
After 3 h, slices were removed from mediom, washed three times, and
homogenized in 400 ml PBS with a mini-beadbeater (BicSpec Praducts,
Bartlesville, OK), The radicactivity recovered in the homogenate was fnally
estimnated, representing the amount of B, uptaken by the liver cells.

Gene expression. Total mBNA from lver and adipose lssue were extracted
with Tri-Reagent (Euromedex, Souffelweyersheim, France) and reverse tran-
scripted using the Iscript ¢cDNA kit (Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France).
Real time PCR was performed as deseribed previously {27 using a Bio-Rad

diabetes.diabetesjournals.org

iCyeler iQ. The sequences of forward and reverse primers used for the
amplification are presented in the online supplemental Table ! {available at
hitp//diabetes. dinbetesjournals. org/cglcontentfuldl/db00-1452/DC1 .
Btatistical amalysis. Results are expressed as means = SE. Data were
analyzed statistically vsing the Kruskal Wallis nonparametric test. Diferences
were considered significant at P << 0.05.

RESULTS

Body and organ weights. Baseline body weights of the
three groups of mice were comparable. After 19 weeks,
body weights of HSHF animals were significantly higher
than that of control mice (Fig. 1), From week 20 to 26, the
body weight of HSHF + SR mice rapidly decreased to become
simnitar (o that of CON mice at week 26 (Fig. 1} Consistent
with that, the masses of both epididymal and inguinal fat
pads differed in the order HSHF > HSHIF4-5R > CON mice
(Table 1}. Concornitantly, the liver weight was greater in
HSHE and less in HSHEF+SE than in CON mice {Table 1}.

Serum and liver parameters. At the end of the experi-
ment, serum glucose concentration of HSHF mice was not
different from CON mice despite an increase in insulin
levels, indicating that the HSHF mice were in the early
stage of developing insulin resistance {Table 1). Likewise,
FFAs and total cholesterel levels were higher in HSHE
than in CON mice. Surprisingly, HSHF mice had 50% lower
plasma triglyceride levels than CON mice, suggesting an
increase in trighyceride clearance by the liver and adipose
tissue, In paralie]l with fat mass expansion, serum adi-
ponectin levels were less in mice fed with the HSHF diet
than in control mice. Interestingly, insulin and adiponectin
levels in HSHE SR mice were not different from the
control group (Table 1). Serum FFA concentration was
less in HSHF+SRE than in HSHY mice, while glucose,
trighycerides, and cholesterol levels did not differ between
these groups. In the liver, administration of HSHI" diet
induced a steatosis with a fivefold increase in triglyceride
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TABLE 1
Effects of CB1 antagonism on body composition, serum, and liver
parameters

TABLE 2
Effects of CBI antagonism on fatty acid oxidation and parame-
ters related to lipoprotein metabolism in liver explants

HSHF+8R

HSHF HSHF +8R

Palmitic acld oxidation {runol -
230 = 13

CON group HBHF group group
7 5 10 14
Organ weight
Liver (&) 138 = 0.03% 148 x 0.067 121 = 0.03%
Epididymal fat (g) 067 = 0.14% 204 = 0.16% 088 = 0.07L
Inguinal fat (g) 081 2008% 110010 041 =0.08%
Serum
Glueose (mg/ml} 200 =018 27220281 283 =008
Insulin (ng/mi} 040 = 0.03% (0589 = 0.07F 044 = 0.03%
Adiponectin
{pgfmb) 4231 = 7214 5852 = 3.98*
FFAs (mmolt)y 054 2 0.06% 045 =003
Triglycerides
(mg/mly 0.36 = 0.03% 031 = 0.02¢
Total cholestero]
(mg/ml) 100 = 0.04% 205 = 0.07v 187 = 0.06%
Liver
Glyeogen (mg/g) BT =8 1% 402 42% 874 =304
Triglycerides
(mg/g) 244 = 4B 1187 = 1761 464 =49%
Total eholesterol
(mg/g) 1607 =094 1708 =183 1BTZ2=07
Malonyl CoA
(nmacl/g) 167 = 0.28% 343 = 0.52% 241 = 0.18%

Data are means * SE. Mice were fed an HSHF diet for 25 weeks,
receiving during the last 6 weeks either 10 mg - kg™! - day ™! of the
CBl-specific antagonist SR141716 (HSHF +5R) or the vehicle (HSHF
diet). In parallel, a series of mice was maintained on a control diet
{CON group). Mice were food deprived 4 h before tissne handling.
* 1 iStatstically different at P < 0.05.

content, while total cholestero! content remained un-
changed. The malonyl-CoA content, a potent inhibitor of
fatty acid B-oxidation, was also markedly increased. Mean-
while, glycogen stores were less in HSHE than m CON
mice, reflecting a stimulation of glyveogenolysis, Interest-
ingly, trigiyeeride and malonyl-CoA aceumulations were
partially reversed and glycogen concentration further de-
creased by CB1 antagonism {Table 13

Adiponectin content in visceral and subcutaneous
fat. To explore whether the variations of serum adiponec-
tin levels could correspond to a different production of the

A4,0 E

Visceral fat

Lol
=]
A

ug adiponectin/g tissue
- = E) [+
o w E=1 (2]

0.5 -

CON

HBHF HESHF+8R

h™!. g protein™h)

220+ 24

ApoB secretion (pg - h™!-
g protein™ % 185 = 17% 123 = 8%

ApoA secretion (pg-h™"' -
g protein™h

HDL-CE uptake ((*H}-CE dpm -
h™' - ug protein 1)

41 =2 40 +8

430 = 118% LO7TH + 188+

Data are means * SE. Thin liver slices (~200 pum) were obtained
from mice fed an HSHF diet and treated either with 10 mg « kg™ »
day ™! of SR141716 (HSHF + 5R; n ) or vehicle (HSHF; » 3 For
fatty acid oxidation and apo secretion, slices were incubated at 37°C
in oxygenated Williamn’s medivm E supplemented with l-carnitine
(0.5 mmol) in the presence of 0.2 munoll of [1-¥C] palmitic acid
(5.5 GBg/mol) complexed to albumin (fatty acid/BSA molar ratio
2.5/1). After 4 h of incubation, slices were rinsed with cold PES and
immediately submitted to lipid extraction for counting of labelled
CO, and acid-soluble products, while the incubation medium was
used for determination of apoB and apoA secreted. Measurement of
HDL uptake was carried out at 37°C by incubating liver slices with
PHFCE-HDL under slight agitation for 8 h. Then, slices were washed
and horoogenized in PBS. Radioactivity recovered in the homogenate
represented the amount of HDL uptaken by the liver cells, * T Statis-
tically different at £ < 0.08.

adipokine by visceral and subcutaneous fats, we deter-
mined the adiponectin content in epididymal and inguinal
fai, respectively. The adiponectin content was less in both
fat depots of HSHF than CON mice with a more marked
effect in inguinal fat. Remarkably, after treatment with
CB1 antagonist, the adiponectin content significantly in-
creased in inguinal fat only (Fig. 2).

Fatty acid oxidation and parameters related to Ii-
poprotein metabolism. The ability of SR141716 to par-
aally reverse HSHE-induced liver steatosis prompted us to
verify whether this effect was related to an increased
capacity of hepatocytes to P-oxidize faity acid or to
produce lipids and lipoproteings, Palmitic acid B-oxidation
rates measured in liver explants did not differ between
HSHE and HSHEF + SR mice {Table 2). ApoB} secretion was
less with HSHF+5R than HSHF explants, while apoA
secretion did not differ between the two groups. This

Subcutaneous fat

V)

4.0
35
30
2.5
2.0
1.5
1.0

ug adiponectin/g tissue

0.5

0.0

CON

HEHF HE8HF+8R

FIG. 2. Effect of CB1 antagonism on adiporectin concentration in visceral (4) and snbentaneons (B) fat. Mice were fed an HSHF diet for 25 weeks
receiving during the Iagt 6 weeks either 10 mg - kg™' - day ™! of the CBl-specific antagonist SR141716 (HSHF+8R; n = 14} or the vehicle (HSHF;

# = 1)), In parallel, a series of mice was waintained on a contrel diet {(CON; » = §). Adiponectin concentration was Weasurad in adipose
homogenates prepared as described in RESEARCH DESIGN AND METEODS. Results are expressed as means x BE, Values with different supe

ietters (a, b, ¢) are statistically different at P < (.05,
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model was also used to determiine whether the blockade of

CBI1 affected HDL-CE uptake. The recovery of HDL-CE
was greater in the liver explants from HSHF-+SE than
HSHF mice, suggesting interesting metabolic adaptations
that could affect lipid and lpoprotein metabolism {Table 2).
Gene expression in Hver and adipose tissne

Liver. We first tested the impact of the diet and of the
treatment with SRI41716 on CB1 gene expression as an
indicator of ECS activity (Fig. 3} CB1 mENA was the
greatest in HSHE mice and less in HSHEF+SR than in CON
mice, reflecting a stirmulation of ECS in our mice model of
obesity and an effective inhibition of this pathway after
CB1 antagonist treatment. Then, mBENA levels of phos-
phoenolpyruvate carboxylinase {(PEPCK) and glucose-6-
phosphatase (G6P) were measured as an indicator of liver
insulin resistance. The inverse relationship existing be-
tween insulin levels and expression levels of this two
enzymes suggested that imsulin stll had the ability to
control their franscription. In line with a possible impact
of CB1 antagonism on lipoprotein and cholesterol metab-
olism, we messured the mBENA expression of hepatic
lipase and scavenger receptor class B type I (SR-BI) in the
liver. The expression levels of these two genes were the
lowest i HSBHF mice and did not differ from CON in
HSHE + SE mice.

Besides, mENA levels of the lipogenic enzymes acetyl-
CoA carboxylase {(ACC) 1 and 2, and fatty acid synthase
{IFAS) were all markedly less in HSHF than i CON mice.
Interestingly, the expression of both ACC isoforms was
higher in the liver of HSHEF+5E than HSHE mice, while
antagonism of CB1 had no effect on FAS expression. The
expression of stearoyl-CoA desaturase (SCD)-1, which
converts saturated fatty acids into monounsaturated fatty
acids, was higher in HSHF and less in HSHEF +5R than in
CON muce, suggesting that the imhibition of ECS could
have himited the high production of monounsaturated fatty
acids primarily induced by HSHF feeding. Besides, neither
the diet nor the treatment modified the transcript levels of
camitine palmitoyltransferase {(CPT)-1, the rate-hmiting
enzyme of long-chain fatty acid B-oxidation.

Adipose tissue. CBl expression was also induced in both
visceral and subcutansous adipose tissue of HSHF com-
pared with CON mice (Fig. 44 and 5). In obese mice,
SR141716 treatment was efficient in reducing CB1 expres-
sion in the two tissues. The expression of tumor necrosis
factor {TNF}a, an inflarnmatory cytokine associated with
insulin resistance, was higher in both visceral and subcu-
taneous fat of HSHE than CON mice. It is noteworthy that
the TNF-o induction was dramatically higher o visceral
than in subcutaneous fat (24-fold vs. 4.8-fold, respec-
tively}. Likewise, in HSHF + SE mice, TNF-oo mENA levels
were not different from CON mice in subcutaneous [at and
were only half that of CON mice in visceral fat. In addition,
compared with CON feeding, HSHI feeding gave rise to a
fourtold increase in the expression of the v2 isoform of the
peroxisome proliferator-activated receptor {PPAR) v2 in
visceral fat, while this mduction was only twofold in
HSHEF+SE mice (Fig. 44). In subcutaneous adipocytes,
PPAR~v2 expression was surprisingly the highest in
HSHF + 5H mice, while the two other groups did not differ
each other (IFig. 48). Concomitantly, the expression of
genes related to uptake (fatty acid translocase [FATY/
CD36), Hpolysis thormone-sensitive lipase [HSL]), B-oxi-
dation (CPT-1), and lipogenesis (IFAS and ACC1) was
strongly higher in visceral fat of HSHF than CON mice
(Fig. 4A). Conversely, in subcutaneous deposits of HSHF

diabetes.diabetesjournals.org

wice, the expression of these genes was either less than
CON mice (FAS and ACCT) or unchanged (FAT/CIIG,
HSL, and CPT-1), suggesting different sensitivity and func-
tion of subcutaneous versus visceral adipocytes in condi-
toms of msulin vesistance (Fig. 475} Interestingly, m
visceral fat, all genes that were upregulated by HSHEF
feeding were significantly downregulated after treatment
with CBI antagonist except FAT/CD38 (Fig. 44}

DISCUSSION

In this siundy, the effects of CB1 antagonism were tested on
mice previously exposed to a long-terma HSHF diet (19
weeks) with a lipid content and fatty acid composition
nearly similar to the human Western diet. Administration
of HSHEF diet-induced obesity, liver fat accunmlation and
peripheral insulin resistance as indicated by the elevation
of plasma insulin and FFA levels. A significant number of
experimental reports describe beneficial effects of CBI
antagonism on insulin resistance and fatty liver in mice
and humans, and these data strongly indicate that the ECS
has a major role in the regulation of lipid metabolism not
only at the central but also at the peripheral level (rev.
283, From our mouse model of obesity, we provided
further evidence that CB1 blockade canses peripheral
metabolic and molecular changes in liver and adipose
tissue associated with the reversion of fatty liver. We
particularly showed that the Hpid metabolism of visceral
and subcutaneous adipocytes was differently regulated in
regponse to diet-induced obesity and to OBl antagonism.
Effects of CBl antagonism on liver lipid metabolism.
Cur findings clearly indicate that the strong upregulation
of liver CB1 primarily induced by an HSHI diet is Tully
reversed by the treatment with SR141716, suggesting that
the metabolic tnprovements observed could be mediated
by the blockade of these receptors. This concept is sup-
ported by other studies using CB1™ mice, demonstrating
that ECS overactivity occurs in the liver of animals fed a
high-fat diet and that hepatic CBl are reqguired for the
development of diet induced steatosis (14,29). In line with
this, the normalization of liver parameters related to
carbohydrate and lipid metabolism such as PEPCK, G6P,
ACC, and SCD-1 mRNA levels after treatment with CB1
antagonist strongly suggests that these adaptations corre-
spond to a normalization of liver insulin responsiveness as
evoked in muscles of rimonabant-treated ob/ob mice (21).
The activation of hepatic CI31 receptors has been recently
associated with an increase in de novo lipogenesis, sug-
gesting that this metabolic pathway participates to steato-
sis development in conditions of ECS overactivity (30).
Unlike this finding, we observed no stimulation of the liver
expression of ACC and FAS in HSHF animals, which were
quite hyperinsulinemic. In the works of Osei-Hyiaman et
al. (30), the stimulation of ECS consisted of an acute
injection of CB1 agonist to contral animals, while in our
study, BECS activation was induced for a much longer
period using an HSHE diet. Since the diet contained high
proportions of saturated fatty acids, it can be hypothesized
that the provision of a diet rich in preformed saturated
fatty acids led to the reduced expression of mENA for
lipogenic genes. The inhibitory effect of palmitoyl-CoA on
ACC demonstrated by Ogiwara et al. {31} supports this
concept. The induction of the SCD-1 gene and the increase
in moncunsaturated fatty acid content in the hver of HSHI
mice {data not shown) indicate that saturated fatty acid
delivery to the liver was increased. Indeed, in HSHF mice,

DIABETES, VOL. 59, APRIL 2010 920

83



Résultats : chapitre |

ANTACGONIEM 1N

INDUCED OBESE MIGE

150 -

o1
L=
i

(=3
i

RT-PCR products {arbitrary units}

=
o
e

100 |

RT-PCR products (arbitrary units)

450 -

4]
[~
i

o
5

100 o ol

CON

RT-PCR products {arbitrary units}

ACCA

HSHF

CON

HSHF+SR

B

HSHF

HSHF

RT-PCR products {arbitrary units)

HSHF+3R

HSHF+SR

i

o

(=]
i

100 4 et

o
£=1
i

(=]
i

z
o
&

150 4

100 4

50 4

RT-PCR products {arbitrary units)

150 -

3]
(=
:

CON

100 - e

RT-PCR products {arbitrary units)
[=1

ACC2

HSHF

CON

HEHF+SR

PEPCK el o
150

RT-PCR produsts (arbitrary units)

£ 5 I
7] & 8 0 -
= (1 € L.

i X
123 [
£I x
SR-B1 CPT-I
£ 150 .
Eo
=1
o
£
E 100 4
KA
2
[*]
3 50
3 4
[N
[+ 4
%]
a
- 04
o
(19 [+ = i i d
x W =) e o
2] & & 0 +
x L = W
I X
23 0
I ey
- FAS SCD-1
£ 150 - 7 300 -
£ a =
=1
[l ’ 250 -
§ g
= &
& = 200
= ]
£ % 150
E E
2 g 100
o a
x4 54 4
o &5
& i
- - 4
wr e ¢

= z
Q Q
L &

HEHF
HSHF+SR
HEHF
HSHF+8R

FIG. 3. Effect of CB1 antagonism on the mBNA expression of CB1 and genes involved in carbobydrate and lipid metabolem in the liver, Mice were
fed an HSHF diet for 25 weeks receiving during the last 6 weeks either 10 mg - kg™* - day ™ of the CEl-specitic antagonist SR141716 (HSHF +8R)
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the liver steatosis appears to be mainly due to an enhanced limitation of the influx of fatty acids originating from
delivery of IFI'As 1o the liver rather to an increase in de  adipose tissue. The gene expression profile of visceral

novo lipogenesis, Aside from direct effects on the liver,

adipose tissue is consistent with an hyperactivation of

steatosis might have also been reduced indirectly by the lipid metabolism as sugdested by the strong upregulation
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of genes involved in transport, synthesis, oxidation, and
release of fatty acids. Altogether, these data suggest that
the reversion of liver steatosis induced by the treatment
with CB1 antagonist was associated with an improvement
of adipose tissue metabolism.

In line with an improvement of cardiovascular risk in
type 2 diabetic patients treated with rimonabant (11,32),
our findings support the possibility that CB1 antagonism is
associated with an alteration of liver HDL catabolism.
Previous studies (33) showed that overexpression of SE-BI
in the liver, while reducing plasma BDL cholesterol levels,
reduced atherosclerosis in mice, suggesting that hepatic
SR-Bl overexpression may promote reverse cholesterol
transport. Accordingly, the increase in SR-BI and hepatic
lipase expression induced by CB1 antagonismn may be
associated with a modification of HDL size and ldnetics
(34) and thereby explain the increase in HDL-CE uptake
observed in our model of liver slices. Additional studies
are currently under investigation to clearly identify the
direct effects of CB1 antagonism on liver lipid metabolism.
Effects of CB1 antagonism on visceral fat. Recently,
evidence has accumulated from animal and human studies
{17,35-37) that obesity is also associated with overactiva-
tion of ECH in visceral fat. Concordant findings from this
study and from literature support the view that CBl
blockade exerts specific effects on visceral fat metabolism
that cownld be associated with the reduction of biver triglye-
eride content. Hence, the coordinated upregulation of
genes acting at different levels of the lipogenic pathway
and that of the nuclear activator PPAR~ strongly sug-
gested that an HSHF diet favored triglyveeride synthesis
and thereby formation of enlarged visceral fat deposits.
Adipocyte hypertrophy in cbesity is consecutive to a
deficit in adipogenesis (38), and the limmitation of fat stores
would promote ectopic Hlpid deposition in liver and skel-
etal muscle, leading to decreased insulin action in these
tissues (39). Remarkably, the fact that CB1 antagonism
totally or partially normalized the expression levels of
lipogdenic genes in adipocytes may limit the accumulation
of intracellular lipid droplets and give rise to smalier cells
and reduction of visceral fat mass as also suggdested in
{40). The decrease in HSL expression consecutive to CB1
antagonisin is of particular importanice since excessive
HSL-dependent fat lipolysis leads to an increased release
of FF'As into the circulation, which in turn has deleterions
effects on insulin sensitivity (41).

It has been suggested recently that obesi{y-induced
inflarnmation of adipose tissue may directly activate ECS
{42), This could result I a protective response against
inflammation as described in colon {(43). From our re-
search, it appears that ECS activation induced by an HSHE
diet is also associated with an increase in TNF-a in
adipose tissue. This interaction between inflarnmation and
ECS needs to be further explored to determine whether
inflamnmation causes ECS activation or vice versa. How-
ever, the concentration-dependent stirnulation of lipolysis
by TNF«x demonstrated in rodent and human fat cells is
considered to be an important pathogenetic factor in the
development of insulin resistance and type 2 diabetes (44).
Therefore, it is reasonable to suggest that the reduction of
TNF- expression in visceral adipose tissue of HSHE mice
treated with CB1 antagonist is linked to the normalization
of adipocyte metabolism and to underlying effects on lipid
and carbohydrate metabolism.

032 DIABETES, VOL. £9, APRIL 2010

Effects of an HSHF diet and CBl antagonism in
sibcutaneous versus visceral fat, This study also pro-
vides new information regarding the impact of HSHF diet
and subsequent CB1 antagonism on the regulation of lipid
metabolistn in subcutaneocus compared with visceral adi-
pose tissue. Taken together, our findings give molecular
evidence that 1) an HSHF diet causes deleterious effects in
visceral adipose tissue that were not observed in subcuta-
necus fat and 2) CB1 blockade is able to reverse the
molecidar changes primarily induced by an HSHF diet in
visceral adipose tissue and to exert specific effects on
subcutanecus adipocytes. These discrepancies in gene
regulation between vigceral and subcutaneous adipocytes
in response to high-fat diet and CB1 antagonism are
consistent with a different degree of ECS activation in
these tissues. This consideration is supported by several
recent findings (36,37,45,46) indicating differences in cn-
docannabinoid levels between epididymal and subcutane-
ous fat. In addition, the overexpression of PPAR~vZ, FAS,
and ACC gene in epididymal fat of obese mice is algo in
favor of the activation of ECS in this tissue since it has
been reported that CB1 activation stimulates lipogenesis
by increasing PPARy and lipogenic enzyme expression in
adipocytes and liver (30,36,47). Collectively, data suggest
that ECS 1s movre activated in epididymal than in subcouta-
necus fat in our mice model of obesity and it can be
vredicted that antagonisi of CBl was more effective in
the tissue presenting elevated levels of endocannabinoids
(36,45).

Interestmgly. an HSHE diet or CB1 antagonist treatment
induced nearly similar effects on the amounts of epididy-
mal and suboutaneous fat, suggesting that molecular and
metabolic differences observed are not solely related to
the modification of the fat depot size. In contrast, the
mduction of TNE-w expression by an HSHE diet was far
less important in subcutaneous than in visceral fat, and the
treatment of obese mice with CB1 antagonist induced the
complete normalization of TNF-mx expression only inn sub-
cutaneous fat, whereas inflaromation remains high in
visceral adipocytes. Concomitantly, the normalization of
TNF- mENA levels in subcutaneous fat is associated with
an increase in adiponectin content in this tissue. An
inverse relationship between circulating adiponectin and
TNF-w has already been evoked (48), suggesting that
adipose tissue inflammmation could alter adiponectin pro-
duction. The increased expression of PPAR~Z induced by
CB1 antagonism in subcutaneous fat may also correspond
to an activation of adipocyte differentiation (49} and
thereby of adiponectin secretion (50). In addition, our
findings regarding the adiponectin content in visceral and
subcutancous fat suggest that the normalization of adi-
ponectin plasma levels induced by CB1 antagonism may
be exclusively associated with an increased production of
this adipokine by subcutaneous adipocytes.

In conclusion, this study indicates that treating obese
mice with a CB1 antagonist exerts beneficial effecis on
hver steatosis and vanious lipid parameters, providing
suppoitive evidence that the hyperactivity of ECS associ-
ated with obesity was adjusted by the antagonism of CBI.
This notion is further supported by data from an ongoing
study indicating that CB1 antagonism exerts no effects on
body weight, fat mass, and liver triglyceride content in
contrel mice (T.J., LDj., LDe., 4G, BV, and P.D.; per-
sonal data). Owur findings are also consistent with a contri-
bution of peripheral CB1 and suggest different degrees of
ECS activity in visceral and subcutanecus fat. In this way,
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the improvement of visceral adipose tissue metabolista
appears to be a determining factor for the normalization of
plasma parameters and the reversion of liver steatosis.
Therefore, Future studies should investigate the direct
effects of CB1 antagonism on the liver to precise the
respective implication of ECS and products secreted by
adipose tissue i the regulation of lipid metabolism.
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Chapitre II : Approche in vitro : Etude des effets du blocage du SEC sur le

métabolisme des lipides et des glucides dans le foie.
(Résultats faisant 1’objet d’une publication en préparation)

Dans le foie, une sur-activation du SEC dépendante de I’activation des CBIR et de la
signalisation cellulaire qui en découle, stimule la lipogenése et favorise 1’apparition d’une
stéatose (Osei-Hyiaman et al., 2005 ; Osei-Hyiaman et al., 2008). Ceci suggére que la stimulation
de ce systéme biologique particulier contribue a la pathogénie de la stéatohépatite non alcoolique
(NASH), une caractéristique commune des patients en surpoids ou obéses avec diabéte de type 2,
fortement associée a la résistance a I’insuline (Luyckx et al., 2000; Medina et al., 2004). Malgré
les nombreuses études montrant que I’antagonisme sélectif des CB1R est associé a des effets
anti-fibrotiques chez la souris et ’'Homme (Mallat et al., 2007; Teixeira-Clerc et al., 2008) et a
une réduction la stéatose hépatique chez le rat obese Zucker fa/fa (Gary-Bobo et al., 2007), il
n’existe actuellement aucune étude ayant réellement déterminé les effets de 1’inactivation des
CB1R périphériques. Pourtant, lors d’un traitement par un antagoniste CB1R, une action directe
sur les organes périphériques ne peut pas étre exclue. C’est pourquoi, le but de cette étude est
d’examiner I’impact de I’inhibition du SEC via I’antagonisme des CBIR sur le foie, organe
central du métabolisme lipidique en utilisant un modéle d’explants. Pour cette approche, nous
avons donc développé un modele d’explants de foie en culture, permettant de conserver la
structure des cellules intactes et 1’organisation tissulaire afin de déterminer si le blocage des
CB1R peut exercer des effets directs sur le métabolisme glucido-lipidique du foie,
indépendamment de facteurs nerveux ou circulant (comme ceux produits par les adipocytes ou
liés a I’insuline). Les coupes de foie réalisées a I’aide d’un slicer (Brendel/Vitron) ont tout
d’abord été soumises a différents tests qui ont permis de déterminer les conditions de préparation,
de culture et de traitement (temps d’incubation, mode d’administration, test de viabilité¢ des
tissus... voir Matériel et Méthodes).

Au final, trois approches expérimentales ont été retenues : 1) Des coupes de foies issus
d’animaux sains ont ét¢ incubées 21h dans un milieu de culture contenant du Rimonabant
(100nM) afin d’inactiver les CBIR. 2) Dans certains cas, nous avons en plus ajouté de ’AEA
(5uM) dans le milieu dans le but d’induire une activation du SEC et 3) dans une autre série

d’expérience, nous avons utilisé du foie de souris rendues obeses par un régime HSHF chez qui le
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SEC est hyper-activé. La mesure de I’expression du CBIR est utilisée comme critére permettant
de caractériser 1’état d’activation du SEC en fonction des différents traitements (figure 17a5.c).

Dans le modele d’explants de foie sain, 1’efficacité du traitement par le SR141716 est mise en
¢vidence par la forte diminution de I’expression du geéne codant pour le CB1R. Ce résultat
indique également que le SR141716 est capable de réguler 1I’expression des CB1R sur un tissu
dont le SEC n’est pas activé (foie sain, en absence d’agoniste) ce qui semble traduire 1’effet
agoniste inverse du composé. A I’inverse, I’AEA provoque une stimulation de 1’expression du
CB1R. Lorsque les deux molécules sont associées, c’est a dire en compétition, on observe un
niveau d’expression légérement supérieure a celui des témoins, suggérant que I’effet inducteur de
I’AEA I’emporte (probablement du fait de sa concentration plus importante). En conclusion, il est
raisonnable de penser que les modifications d’expression hépatique du géne codant pour le CB1R

induites par les traitements correspondent a des variations de 1’activité du SEC.
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Figure 17: Expression du CB1R suite a un traitement SR141716 (100nM) sur A) des explants de foie sain,
B) des explants de foie sain traités ou non par de I’AEA (5uM) et C) des explants de foie de souris HSHF
traités ou non par de I’AEA. D) Comparaison du niveau d’expression du CB1R dans le foie sain et le foie
HSHF. Les traitements ont eu lieu pendant 21h a 37°c sous 5% de CO,. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM (n = 8 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement
différentes a p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1.
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Dans le modéle HSHF, I’ AEA induit également 1'expression des CB1R alors que le traitement par
SR141716 n’a, dans ce cas, aucun effet. Ce résultat plutdt inattendu pourrait s’expliquer par une
concentration en SR141716 trop faible par rapport a la densité des CB1R présents a en juger par
leur niveau d’expression dans le foie des souris obeéses HSHF beaucoup plus €levé que chez les
souris témoins (figure 17p). Lorsque le SR141716 et I’AEA sont ajoutés simultanément dans le
milieu de culture, I’expression du CBIR est stimulée a un degré moindre par rapport au

traitement AEA seul, suggerant un effet compétition entre les deux composés.

1. Parametres relatifs a I'oxydation des acides gras.
Les résultats obtenus in vivo et présentés précédemment ayant mis en évidence un effet bénéfique

du traitement par 1’antagoniste CBIR sur la stéatose hépatique, nous nous sommes intéressés a
d’éventuels effets directs du SR141716 sur le métabolisme lipidique du foie et en particulier sur

certains parametres liés a I'oxydation des AG.

1.1. Approche 1: Effets d’un traitement par SR141716 sur des explants de foie sain.
La figure 17 révele qu’un traitement par I’antagoniste CB1R provoque une augmentation de 50%

de I’oxydation de I’acide palmitique dans les explants de foie traités (Figure 18A). La méme
mesure réalisée sur un homogénat obtenu a partir des explants (ce qui conduit a supprimer 1’étape
de franchissement de la membrane plasmique) donne des résultats similaires (Figure 18B) ce qui
permet de suggérer que 1’augmentation de 1’activité B-oxydative n’est pas due a un meilleur
captage des AG par les cellules. D’autre part, la quantit¢ de malonyl-CoA intracellulaire est
diminuée dans les explants de foie traités (Figure 18C). Ainsi, I’augmentation de 1’activité p-
oxydative pourrait correspondre a la levée de I’inhibition exercée par cet inhibiteur spécifique sur
la CPT-1 catalysant 1’étape d’entrée des AGLC dans la mitochondrie. Toutefois, I’expression de
la CPT-I n’a pas été induite par le traitement dans cette expérience. Compte tenu du réle central
de I'AMPK dans la régulation du métabolisme glucidique et lipidique nous avons examiné si le
blocage des CBIR avait des conséquences sur 1’activation de ' AMPK dans les explants. Les
données cinétiques presentées dans la figure 19 indiquent que I’AMPK est phosphorylée et donc

activée lors d’un traitement des explants de foie par I’antagoniste CBIR.
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Figure 18: Effet du traitement de I'antagonisme des CB1R sur A) les capacités oxydatives des explants de
foies, B) les capacités oxydatives d’un homogénat d’explants traités et C) les concentrations en malonyl-
CoA intracellulaire aprés 21h de traitement par SR141716 (100nM). Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM (n = 8 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement
différentes a p <0,05.
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Figure 19 : A) Effet du traitement par I'antagonisme des CB1R (SR141716 100nM) sur I'expression des
ARNmM de la CPT-1 apres 21h de traitement. B) Effet du traitement de I'antagonisme des CB1R
(SR141716 100nM)sur la phosphorylation de I’AMPK. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8
par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement différentes a p <0,05.
CPT-1, carnitine palmitoyltransferase I.
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1.2. Approche 2: Effets d’'un traitement par SR141716 sur des explants de foie sain
traités ou non avec de I'anandamide.
Afin se rapprocher des conditions physiopathologiques rencontrées dans le foie de sujets obeses,

nous avons décidé de répéter I’expérience en traitant cette fois une série d’explants avec de
I’AEA dans le but d’hyper-activer le SEC. Nous avons ensuite mesuré l'activité R-oxydative
(figure 20) et I’expression de la CPT-I (figure 21). Le traitement par I’antagoniste CBIR
provoque a nouveau une augmentation de 1’oxydation de I’acide palmitique (+35%) alors que
I’agoniste CB1R entraine une baisse (-30%) de l'activité B-oxydative. Les explants co-traités par

I’AEA et par SR141716 présentent une oxydation équivalente a celle des témoins.
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Figure 20: Effets de I'antagonisme des CB1R sur l'oxydation des acides gras. De fines tranches de foie
(environ 200 um) ont été obtenues a partir de souris nourries avec un régime standard. Les coupes ont ensuite été
mises en culture dans un milieu X en présence d’AEA (5uM) et/ou d’antagoniste CBIR (SR141716, 100uM)
pendant 21h (n=5 pour chaque lot). A I’issue des 21 h, les tranches ont été incubées pendant 2h a 37 © C dans du
milieu William's Medium E oxygéné, complété par de la L-carnitine (0,5 mmol / L) en présence de 0,2 mmol / L de
[1-**C] acide palmitique (55,5 GBq /mol) complexés & I'albumine (FA / BSA rapport molaire de 2,5/ 1).

Dans cette série de résultats qui confirme que I’inactivation des CBIR est associée a une
stimulation de I’activité 3-oxydative, nous observons cette fois une induction de I’expression de
la CPT-I dans les explants traités par SR141716 (Figure 21). Ce phénomene semble bien
dépendre des CB1R puisque la présence de I’AEA réprime 1’expression CPT-I.
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1.3 Approche 3: Effets d’'un traitement par AEA et SR141716 sur des explants de foie de
souris HSHF.

Nous avons voulu Vérifier si les effets des agonistes et antagonistes des CB1R sur les capacités
oxydatives d’explants de foie sain étaient reproduits sur des explants de foie provenant de souris
rendues obéses par un régime HSHF. Il s’avére que dans les mémes conditions de traitement,
I’AEA induit & nouveau une diminution de 1’oxydation de l’acide palmitique alors que le
traitement par SR141716 n’a aucun effet.
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Figure 21: Effet d’un traitement par agoniste et antagoniste CB1R sur I'expression des ARNm de la CPT-
1. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8 par groupe). Les explants ont été mis en présence

d’AEA (5uM) et/ou de SR141716 (100nM) pendant 21h avant extraction des ARN. Les valeurs
avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement différentes a p <0,05.CPT-I, carnitine
palmitoyltransferase I.

Lorsque les deux composés sont mis en compétition, on retrouve I’effet AEA avec une baisse des
capacités oxydatives équivalente a celle retrouvée pour I’AEA seule (Figure 22). Ces résultats
sont a rapprocher de ceux concernant I’expression des CBIR (Figure 17) qui révélent que la
quantité de transcrits CB1R est plus de 120 fois supérieure dans le foie des souris obéses par
rapport aux souris témoins. Nous pouvons donc raisonnablement penser que I’absence d’effet
marquant de SR141716 sur I’expression des CBIR est due a une quantité insuffisante

d’antagoniste au regard du nombre de récepteurs a saturer.

1.4. Discussion
Le rble des CB1R périphériques dans la régulation du métabolisme lipidique est évoqué dans de

nombreuses études (Cota et al., 2003). Les travaux plus récents d’Osei-Hyiaman et al, ont
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partiellement mis en évidence que 1’activation des CBIR affecte le métabolisme lipidique en
stimulant la synthése des AG dans le foie. Les auteurs ont également déemontré que ces effets
¢taient annulés suite a un traitement par 1’antagoniste CB1R (Osei-Hyiaman et al., 2008). Dans
notre modele, il apparait que le blocage des CB1R entraine une augmentation des capacités
d’oxydation de I’acide palmitique par le foie alors que la présence d’AEA entraine une
diminution importante des capacités oxydatives des explants. Cette augmentation peut étre
associée a I’activation de I’AMPK. En effet, ’AMPK joue un rdle important dans le controle du
métabolisme glucido-lipidique en phosphorylant et inactivant I’ACC catalysant la transformation
de I’acétyl-CoA en malonyl-CoA ce qui, dans le foie constitue la premiere réaction de la

biosyntheése des acides gras.
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Figure 22 : Effets de I'antagonisme des CB1R sur I'oxydation des acides gras. De fines tranches de foie
(environ 200 micromeétres) ont été obtenues a partir de souris nourris avec un régime HSHF et traités par de ’AEA
(5uM) et/ou avec 100uM d’antagoniste CB1R (SR141716), soit avec un placebo (n=5 pour chaque lot). Les tranches
ont été incubées a 37 ° C dans du milieu William's Medium E oxygéné, complété par de la L-carnitine (0,5 mmol / L)
en présence de 0,2 mmol / L de [1-14C] acide palmitique (55,5 GBq / mol) complexés a I'albumine (FA / BSA
rapport molaire de 2,5/ 1).

En inactivant ’ACC, I’AMPK est donc responsable d’une inhibition de la synthése des acides
gras dans ce tissu. De plus, I’AMPK possede également un effet de régulation a long terme sur la
transcription des genes de la lipogenése (Foretz et al., 2005), en inhibant I’expression et ’activité

des facteurs de transcription SREBP1c (sterol regulatory element binding protein 1c) (Foretz et
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al., 2005; Zhou et al., 2001) et ChREBP (carbohydrate response element binding protein) (Foretz
et al., 2005; Kawaguchi et al., 2002). En outre, le malonyl-CoA produit par I’ACC joue le role
d’¢élément régulateur : il inhibe I’activité de la CPT-1 qui permet le transport des acides gras du
cytosol vers la mitochondrie (Kashfi et al., 1994; Murthy and Pande, 1987). La diminution de la
concentration cytosolique en malonyl-CoA facilite ainsi la pénétration des acides gras dans la
mitochondrie et leur oxydation. En résumé, en activant I’AMPK, le traitement par 1’antagoniste
CB1R pourrait conduire a la fois a une normalisation de la lipogenése et a une amélioration de
I'oxydation des acides gras. Ces résultats sont en accord avec ceux montrant qu’un traitement par
I'antagoniste CB1R stimule ’activité CPT-1 dans le foie de souris soumises a un régime standard
(Osei-Hyiaman et al., 2008) et avec ceux de Watanabe et al, dans lesquels 1’antagoniste CBIR
entraine une phosphorylation de I'AMPK chez des souris adipo”ob/ob pouvant conduire & une
inactivation de I’ACC et une diminution des quantités de malonyl-CoA (Watanabe et al., 2009).
De plus, il est démontré que ’AEA entraine une stimulation de 1’expression de génes de la
lipogenese et que 1’administration d’un agoniste des récepteurs aux cannabinoides (HU-210) chez
la souris stimule la lipogenése dans un foie sain par un mécanisme CB1R dépendant. Les
mécanismes alors impliqués dans cet effet incluent 1’activation de SREBP-1c, de I’ACC et de la
FAS (Shimomura et al., 1998). En conclusion, cette étude et plusieurs autres démontrent que la
réduction de la lipogenése et I’augmentation de la 3-oxydation consécutives a une diminution de
I’activité du SEC sont des événements favorables a la réduction de la stéatose hépatique (Gary-
Bobo et al., 2007 88; Lotersztajn et al., 2007; Luyckx et al., 2000). L’antagonisme des CBIR
hépatiques apparait donc comme une cible trés intéressante pour stimuler 1I’oxydation des AG et

ainsi permettre de lutter contre la stéatose frequemment retrouvée chez des patients obeses.

2. Parametres relatifs a la lipogenése et au captage du HDL-CE.
Lors des essais cliniques de phase Il RIO, le Rimonabant a entrainé des modifications de

distribution des lipoprotéines avec une diminution de la fraction des LDL petites et denses (- 4,7
%), une augmentation du pourcentage des grosses particules de LDL (+ 6,3 %) et des effets trés
favorables sur le HDL cholestérol (+ 9,3 % vs placebo) (Pi-Sunyer et al., 2006; Van Gaal et al.,
2008a; Van Gaal et al., 2008b). L’étude Stradivarius a également mis en évidence des effets
favorables du Rimonabant sur les taux d’hémoglobine glyquée (HbA-1c), d’HDL-C et des

triglycérides (Nissen et al., 2008). C’est pourquoi nous avons utilisé le modéle d’explants pour
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étudier les effets du blocage des CB1R sur la régulation de la voie de la lipogenése et de la

synthése du cholestérol ainsi que sur le captage du HDL-CE.

2.1 Approche 1: Effets d'un traitement par SR141716 sur des explants de foie sain.
Nous avons tout d’abord cherché a savoir si 1’antagonisme des CBI1R pouvait affecter les

capacités de captage du HDL-CE dans notre modele. Pour cela, les explants sont cultives 21h en
présence ou non de SR141716 puis incubés 2h avec des HDL marquées (matériel et méthodes
section 6.). Les résultats mettent en évidence une augmentation du captage du HDL-CE dans les
explants de foie SR141716 par rapport aux témoins (Figure 23A). En parall¢le, il s’avére qu’une
incubation avec I'antagoniste CB1R provoque une augmentation significative du cholestérol et
des triglycérides intracellulaires en comparaison aux valeurs contrdles (figure 23B et 23C). Ces
données laissent supposer que I’augmentation de la concentration de cholestérol intracellulaire
induite par le blocage des CB1R hépatiques est, au moins en partie, associée a la prise en charge

du cholesteérol porté par les HDL.
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Figure 23: Effet de l'antagonisme des CB1R(SR141716 100nM) sur A) les capacités des explants de foies
a capter les HDL-CE, B) la concentration en cholestérol intracellulaire et C) la concentration en
triglycérides intracellulaires. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8 par groupe). Les valeurs avec
des lettres différentes en exposant (a, b, ) sont statistiquement différentes a p <0,05.

Puisqu’une augmentation de la teneur en cholestérol intracellulaire a été observée apres le
traitement par I’antagoniste CB1R, nous avons mesuré l'expression des genes impliqués dans le
métabolisme du cholestérol. Le blocage des CB1R hépatiques entraine une augmentation de

I’expression de I’hydroxy-methylglutaryl-CoA réductase (HMG-CoA) suggérant un impact sur la
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régulation de la production de cholestérol endogene. Parallelement, 1I’expression de génes codant
pour des protéines impliquées dans le captage du cholestérol, SR-B1 et HL a été réprimée par le
traitement. Les données indiquent également que le traitement ne modifie ni I'expression des 2
isoformes de I’ACC ni celle de la FAS alors que les taux de transcrits de SREBP-1c sont
augmentés de 50%. Malgré ’absence d’effets apparents sur I’expression des geénes associés a
lipogenese de novo, la stimulation du facteur de transcription SREBP-1c suggére que le
traitement par SR141716 affecte le métabolisme lipidique (Figure 24).
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Figure 24: Effet du traitement de l'antagonisme des CB1R (SR141716 100nM) sur l'expression de
différents génes impliqués dans le métabolisme lipidique du foie. Les résultats sont exprimés en moyenne *
SEM (n = 8 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ) sont statistiquement différentes
a p <0,05. FAS, fatty acid synthase; ACC, acétyl-CoA carboxylase; HMGCoA, hydroxy-methylglutaryl-CoA
réductase, SR-B1, Scavenger Receptor B1, HL, Hepatic lipase, SREBP-1c, Sterol regulatory element binding
protein-1c, LRP, lipoprotein receptor-related protein-1.

Afin de determiner si la voie de synthése de novo du cholestérol participe a I’augmentation de
cholestérol intracellulaire, nous avons traités des explants par SR141716 et par I’atorvastatine
(5uM) afin d’inhiber ’'HMG-Co0A reductase, enzyme responsable de la premiére étape de la
synthése (Figure 25). Dans cette nouvelle expérience, nous retrouvons bien 1’augmentation du
cholestérol dans les explants traités 21h par 1’antagoniste CBIR alors que le traitement par

I’atorvastatine, tend a le diminuer (p<0,185). Il est intéressant de noter que les explants traités a la
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fois par I’antagoniste CBIR et I’atorvastatine ne présentent pas d’augmentation du cholestérol
intracellulaire ce qui démontre que la synthése de novo est bien stimulée par le traitement
SR141716. Parallélement, le profil d’expression de ’'HMG-CoA reductase apparait corréle a la
concentration intracellulaire de cholestérol (figure 23). En ce qui concerne la lipase hépatique et
SR-B1, tous deux impliqués dans le captage du HDL-CE, la diminution de leur expression
génique consécutive a I’antagonisme des CB1R est bien reproduite, mais dans cette expérience, il
est en plus démontré qu’un co-traitement avec 1’atorvastatine annule 1’effet inhibiteur du

SR141716.
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Figure 25: Effet du traitement par I’atorvastatine (SuM) et par 1'antagoniste CB1R SR141716 (100nM) sur
A) la concentration en cholestérol intracellulaire, B) I’expression de I’ARNm de ’THMG-CoA réductase,
C) I’expression de ’ARNm de I’HL et D) I’expression de I’ARNm de SRB-1. Les résultats sont exprimés en

moyenne + SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement
différentes a p <0,05.

2.2. Approche 2: Effets d’'un traitement par SR141716 sur des explants de foie sains
traités ou non avec de I'anandamide.

Dans cette approche expérimentale, nous avons ajouté des séries d’explants traités a ’AEA et a
I’AEA+SR141716 puis nous avons mesuré 1’expression des genes précédemment étudiés. Le

traitement SR141716 n’exerce a nouveau aucun effet sur I’expression de I’ACC1, ’ACC2 et la
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FAS. Toutefois, il apparait que le SR141716 est capable d’annuler les effets inducteurs de ’AEA
lorsque ces deux composés sont en compétition (Figure 26).
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Figure 256 : Effet d’un traitement par agoniste et antagoniste CB1R sur I'expression de différents genes

impligués dans le métabolisme lipidique du foie. AEA (5uM), SR141716(100nM). Les résultats sont exprimés
en moyenne * SEM (n = 8 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont
statistiquement différentes a p <0,05. ACC, acétyl-CoA carboxylase; FAS, fatty acid synthase; HMGCOoA, hydroxy-
methylglutaryl-CoA réductase, HL, Hepatic lipase; SR-B1, Scavenger Receptor B-1.

Concernant la synthése de novo du cholestérol, I’activation des CB1R hépatiques n’a pas d’effet
significatif sur ’expression de ’'HMG-CO0A reductase alors que le blocage de ces récepteurs
entraine, cette fois encore, une augmentation de I’expression de cette enzyme. Cet effet inducteur
n’existe pas lorsque que I’antagoniste est en compétition avec I’AEA. Parallelement, 1’expression
de genes codant pour des protéines impliquées dans le captage du cholestérol, SR-B1 et HL a été
modifiée par ’AEA et SR141716. Avec le traitement par 1’antagoniste CBIR, on retrouve un
profil similaire a celui précédemment observé, a savoir une diminution de I’expression de ces 2
protéines. L’AEA entraine un baisse significative des taux de transcrits SR-B1 et a tendance a
diminuer I’expression de I’HL. Enfin, la présence conjointe de ’AEA et de SR141716 dans le

milieu normalise les ARNm.
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2.3. Discussion
Dans la cellule, les taux de cholestérol sont contr6lés par une régulation coordonnée de sa

biosynthése, de son captage et de sa sécrétion. Dans cette approche in vitro, nous avons montré
que le blocage des CB1R entraine une augmentation de la teneur en cholestérol dans les explants
de foie. Dans notre modeéle, lI'augmentation du taux de cholestérol intracellulaire est associée a
une induction de I’expression de ’HMG-CoA reductase, 1’enzyme responsable du controle du
taux de biotransformation de la 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA en mévalonate, précurseur des
stérols et en particulier du cholestérol. Cela suggére que le blocage des CB1R par SR141716
induit une augmentation de la synthese du cholestérol. Pour vérifier cette hypothése, nous avons
associ¢ le traitement SR141716 avec un traitement par 1’atorvastatine qui est un inhibiteur sélectif
de PHMG-CoA reductase. Dans ces conditions, c’est a dire lorsque les 2 composés sont en
compétition, le traitement par 1’atorvastatine inhibe I’effet SR141716 a la fois sur I’expression de
I’HMG-CoA reductase et sur la concentration en cholestérol. Ainsi, il est raisonnable de penser
que D’augmentation de la concentration en cholestérol intracellulaire induite par I’antagonisme
des CB1R est la conséquence d’une augmentation de la synthése. Néanmoins, les capacités de
captage du HDL-CE étant stimulées par le traitement SR141716, une participation du cholestérol
exogeéne n’est pas exclue d’autant que les données relatives a I’HL et SR-B1 sont favorables a
cette éventualité. Plusieurs données expérimentales suggérent que I’HL est régulée en fonction de
la demande en cholestérol, de méme que les différentes protéines responsables de I’homéostasie
des stérols. L’HL est impliquée a différentes étapes du métabolisme des lipoprotéines car elle
possede a la fois des activités de lipase de triglycérides et de phospholipase (Groot et al., 1981;
Kuusi et al., 1980). Ainsi, I'HL peut catalyser 'hydrolyse des phospholipides des HDL (Groot et
al., 1981; Kuusi et al., 1980) et donner lieu a un remodelage des HDL favorable a une meilleure
absorption du cholestérol par les hépatocytes (Jansen et al., 1980; Kadowaki et al., 1992). En
plus de son activité lipolytique, I’'HL permet de renforcer l'interaction lipoprotéine-SR-Bl,
facilitant ainsi 1’incorporation du cholestérol (Lambert et al., 1999; Vidal-Puig et al., 1997; Collet
et al., 1999; Marques-Vidal et al., 1994). L'hypothese du role synergique est également soutenue
par la régulation commune et réciproque de I’HL et de SR-BI dans le foie (Perret et al., 2002).
Dans notre étude, nous observons que le traitement par 1’antagoniste CB1R conduit a une
réduction coordonnée de 1’expression de SR-B1 et de HL qui ne semble pas en faveur d’une
augmentation de la prise en charge du cholestérol par les hépatocytes. Toutefois, il n’est pas

exclu que la diminution de I’expression de SR-B1 et de HL soit le reflet de la mise en place d’un
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rétrocontréle consécutif a une augmentation des quantités de cholestérol intracellulaire, en accord
avec d'autres travaux effectués avec des cellules d'hépatome en culture démontrant une relation
inverse entre la teneur en cholestérol des cellules et les niveaux d'ARNm de I’HL (Perret et al.,
2002). 11 est également possible que le récepteur LRP dont I’expression est stimulée par le
traitement SR141716 participe a augmenter le captage des HDL via un mécanisme similaire a
celui décrit pas Vassiliou et al dans des adipocytes humains (Vassiliou and McPherson, 2004).

SREBP-1c appartient & une famille de facteurs de transcription décrite initialement comme
contrélant des génes impliques dans le métabolisme glucido-lipidique. Son expression est sous le
controle de I’environnement glucidique. En effet, I’expression de SREBP-1c, tres faible dans le
foie d’un rat a jeun est augmentée trés fortement lorsque 1’animal est re-nourri avec un régime
riche en glucides (Foretz et al., 1999b). Des résultats identiques ont été obtenus par le groupe de
Bruce Spiegelman dans le tissu adipeux blanc (Kim et al., 1998) et par Brown et Goldstein dans
le foie de rats diabétiques traités par I’insuline (Shimomura et al., 1999). Dans des cultures
primaires d’hépatocytes de rat, la transcription de SREBP-1c est considérablement stimulée par
I’insuline mais inhibée par le glucagon (ou son médiateur, I’AMPc). Cette stimulation de la
transcription du géne SREBP-1c par I’insuline qui implique la voie de la PI3-kinase,
s’accompagne d’une augmentation des formes membranaires et nucléaires de SREBP-1c
(Azzout-Marniche et al., 2000). SREBP-1c est donc capable de mimer les effets de 1’insuline sur
les genes controlés par cette hormone et le glucose comme les genes codant pour la GLCK, la
G6P, la PEPCK mais également la FAS et ’ACC ¢élargissant ainsi I’importance de ce facteur
dans la régulation a long terme du métabolisme glucido-lipidique hépatique (Foretz et al.,
1999b). Ainsi, dans notre étude, I’augmentation des taux d’expression de SREBP-1c suggére une
stimulation de la lipogenese. En effet, une étude a montré qu’une stimulation de SREBP-1c
contribue a l'augmentation de la synthese de novo d'AG, dans des conditions normales et dans les
hépatocytes présentant une accumulation de graisse en stimulant I'expression des génes codant
pour des enzymes lipogéniques dont ACC et FAS (Horton et al., 2002; Shimano, 2001; Kohjima
et al., 2008). Méme si I’expression d’ACC et FAS n’est pas augmentée, I’induction de SREBP-1c
associée a I’augmentation de la synthése de cholestérol et des contenus intracellulaires en TG et

cholestérol suggere une activation de la lipogenése dans les hépatocytes traités par 1’antagoniste
CBI1R.
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3. Parametres relatifs au controle du métabolisme glucidique.
En plus de ces différents effets sur le métabolisme lipidique, I’antagonisme des CB1R conduit

¢galement a une amélioration des paramétres glucidiques chez ’Homme et la souris (Scheen and
Paquot, 2008). Dans ce cas aussi, il est possible que 1’inactivation des CB1R dans le foie puisse
avoir un impact sur I’homéostasie glucidique en modifiant les voies de synthése et de dégradation
du glucose. Cet aspect est étudié en mesurant les effets du traitement SR141716 sur 1’expression

d’enzymes clé du métabolisme glucidique dans des explants de foie sain.

3.1 Approche 1: Effets d'un traitement par SR141716 sur des explants de foie sain.
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Figure 27 : Effet d’un traitement par I’antagoniste CB1R (SR141716 100nM) sur I'expression de différents
génes impliqués dans le métabolisme glucidique du foie. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8
par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement différentes a p <0,05.
GLCK, Glucokinase, G6P, glucose 6 phophatase ;PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase.

L’analyse des profils d’expression de la Glucokinase, de la G6P et de la PEPCK révelent une
augmentation significative des transcrits de la GLCK et de la G6P dans les explants de foie traités
21h par ’antagoniste SR141716 par rapport aux témoins alors que le traitement n’exerce aucun

effet sur les ARNm de la PEPCK (figure 27).

3.2. Discussion
Dans le foie, la transcription de la GLCK est stimulée par I’insuline (lynedjian et al., 1989;

Magnuson et al., 1989). La GLCK exerce une grande influence sur 1’utilisation du glucose et la
synthése du glycogene. Il a été montré, en utilisant des modéles de souris transgéniques, que
méme des changements minimes d’expression de cette enzyme provoquent des effets mesurables

sur la concentration plasmatique de glucose (Ferre et al., 1996; Hariharan et al., 1997; Niswender
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et al.,, 1997). D’autres études menées sur des hépatocytes en culture primaire ont également
permis de montrer qu’une surexpression de la GLCK induit celle de la G6P, ce qui conduit a la
fois a une augmentation de la glycolyse et de la synthése de glycogéne (Aiston et al., 1999;
Seoane et al., 1996). En accord avec ces données, I’augmentation de I’expression de la GLCK
dans les explants traités par le SR141716 suggére un effet « insulin-like » de la molécule qui
pourrait se traduire par une stimulation de 1’utilisation du glucose. Le fait que les explants soient
sujets a un épuisement rapide de leur stock de glycogéne (matériel et méthodes section 2.3.)
indique que le glucose s’engage préférentiellement dans la voie de la glycolyse plutot que dans la
voie de synthese du glycogéne. La GLCK, en jouant un réle sur ’utilisation du glucose régule
indirectement 1’expression de génes répondant au glucose et de geénes impliqués dans la
lipogenése (Girard et al., 1997). Ceci semble étre le cas dans notre modele en particulier en ce
qui concerne la G6P. En effet, la G6P est une enzyme commune a la voie de la néoglucogénése et
a la glycogénolyse. L’antagonisme des CBIR provoque une augmentation de 1’expression de
cette enzyme ce qui peut paraitre paradoxal avec 1’hypothése d’une activation de la glycolyse.
Toutefois ce phénomene inexpliqué a déja été observé dans d’autres études dans lesquelles une
utilisation accrue du glucose est associée a une surexpression de la G6P, méme en absence
d’insuline (Massillon et al., 1996). De plus, 1’expression de la G6P est induite dans des cellules
FAO surexprimant la GLCK et ceci est corrélé a une forte production de lactate (Argaud et al.,
1997). Ainsi ces données suggeérent que I’augmentation des ARNm de la G6P induite par le
traitement SR141716 correspond & une stimulation de 1’utilisation du glucose via la glycolyse.

Enfin, I’augmentation des taux d’expression de SREBP-1c (figure 34) peut étre associée a la
stimulation de la glycolyse induite par le traitement SR141716. En effet, I’isoforme SREBP-1c
est impliqué dans la régulation de I’expression de la glucokinase hépatique comme le démontre
des travaux menés sur des cultures d’hépatocytes exprimant une isoforme non fonctionnelle de
SREBP-1c endogéne, qui indiquent que dans ces conditions, I’induction de 1’expression de la
glucokinase par I’insuline est abolie (Foretz et al., 1999a). Dans le foie SREBP-1c est également
capable de réguler la néoglucogenése en inhibant I’expression du géne de la PEPCK en réponse a
I’insuline (Granner et al., 1983). Ainsi, il a ét¢ montré que la surexpression d’une forme mature
de SREBP-1c dans des hépatocytes en culture primaire inhibe complétement 1’expression de la
PEPCK par un mécanisme transcriptionnel (Chakravarty et al., 2001). Dans notre modeéle, le

traitement par SR141716 n’a curieusement aucun effet sur I’expression de la PEPCK, ceci est
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peut-étre da a I’absence d’insuline car le promoteur du géne contient des séquences régulatrices

répondant a cette hormone ((McGrane et al., 1992).

4. Mise en évidence d’adaptations métaboliques par oxygraphie.
D’apres les résultats précédemment discutés, I’antagonisme des CB1R conduit a des régulations

moléculaires et enzymatiques dans les explants de foie pouvant correspondre & une adaptation du
métabolisme énergétique des hépatocytes. Afin de déterminer si le blocage des CB1R peut
favoriser 1’utilisation préférentielle de glucose ou d’AG, nous avons mesuré la consommation
d’O, des explants par oxygraphie. Cette approche est basée sur le fait que le catabolisme du
glucose utilise moins d’O; que celui des AG. Chaque substrat utilisé est plus ou moins riche en
O,, par conséquent, la quantité d’oxygene nécessaire pour assurer leur combustion est donc
d’autant plus importante que le substrat est pauvre en oxygene. Ainsi, I’oxydation d’une molécule
d’AG nécessite plus d’O; que la dégradation d’une molécule de glucose. En effet, contrairement
aux AG, les glucides apportent 1’oxygeéne suffisant pour la combustion de I’hydrogene. Il reste
donc a fournir I’oxygene nécessaire a la seule combustion du carbone. Tout 1’oxygene est alors
retrouvé sous forme de CO,. De ce fait, il existe un rapport entre les volumes de CO; rejetés et
ceux d’O, utilisés (RQ, respiratory quotient of Pfliiger CO,/O,). La valeur de ce rapport est
généralement inférieure a I’unité (0,82) mais elle varie suivant le type de substrats impliqués dans
le métabolisme. Dans tous les cas ou les glucides sont préférentiellement utilisés, on assiste a une
diminution de la consommation d’oxygene avec pour conséquence une ¢lévation du quotient
respiratoire (Malmejac, 1962).

La consommation d’O, est mesurée pendant quelques minutes dans un milieu de base sans
substrat apres que les explants aient été conditionnés soit dans un milieu classique soit dans un
milieu favorisant I’utilisation du glucose soit dans un milieu favorisant 1’utilisation des AG (voir
matériel et méthodes section 8). Les résultats montrent qu’un traitement par I’antagoniste CB1R
entraine une diminution marquée de la consommation d’oxygéne par les explants pré-incubes
dans un milieu classique (figure 28 colonnes noires). Ce phénomene suggere que le métabolisme
des hépatocytes traités par le SR141716 s’oriente préférentiellement vers le catabolisme du
glucose. Cette hypothése est renforcée par les résultats obtenus avec des explants Témoins et
SR141716 pré-incubés dans un milieu favorable a 1’utilisation du glucose (colonnes bleues) qui
indiquent des valeurs de consommation d’O, équivalentes a celles obtenues avec les explants

traités par I’antagoniste CB1R dans le milieu classique.
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Figure 28 : Mesure de la consommation en oxygeéne des explants de foie traités ou non par SR141716
(100nM) en fonction des substrats par oxygraphie. Les explants ont été incubés 21ha 37°C puis la
consommation d’O, de chaque explant a été mesurée dans 1 mL de PBS pendant 5 minutes. En noir, les explants ont
¢été incubés dans un milieu WME (SVF 10%, antibiotiques 1%) pendant 21h. En bleu, la derniére heure d’incubation
a été effectuée dans du WME contenant 5ug/mL d’insuline et 100 uM de malonyl-CoA afin de favoriser ’utilisation
du glucose. En rouge, la derniére heure d’incubation a été effectuée dans du milieu DMEM (D5030) dépourvu en
sucre et supplémenté avec de I’acide palmitique 50uM, de I’AICAR 100 uM et du glucagon 200 ng/L Les résultats
sont exprimés en moyenne = SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, c)
sont statistiquement différentes a p <0,05.

Inversement, lorsque le catabolisme des AG est favorisé (colonnes rouges) la consommation des
explants Témoins et traités par I’antagoniste CB1R n’est pas significativement différente de celle
des explants Témoins pré-incubés dans un milieu classique. L’ensemble de ces données suggere
que I’antagoniste CB1R est capable d’aiguiller le métabolisme énergétique des explants utilisant
majoritairement les AG comme substrats vers 1’utilisation du glucose. Il est également intéressant
de noter que, lorsque 1’utilisation du glucose est inhibée, I’antagonisme des CB1R a tendance a
stimuler le catabolisme des AG (p < 0,0936).

Par cette approche, nous avons cherché a savoir si le blocage des CB1R pouvait avoir un effet sur
le choix de I'utilisation du glucose ou des AG comme substrat énergétique préférentiel par les
hépatocytes. Dans notre modele, il apparait que 1’antagonisme des CB1R favorise I’utilisation
préférentielle de glucose lorsque les explants sont incubés dans un milieu classique. Ce résultat
est a rapprocher des données moléculaires suggérant une activation de la glycolyse dans les
explants traités par le SR141716. D’autre part, lorsque le métabolisme des hépatocytes est
expérimentalement orienté vers 1’utilisation des AG comme substrats énergétiques, le traitement
par D’antagoniste CB1R semble stimuler le catabolisme. Ce résultat est en accord avec

I’augmentation des capacités -oxydatives démontrées dans des conditions similaires. Au final,

106



Résultats : chapitre Il

une augmentation de ’utilisation des graisses est un événement favorable pouvant étre associé a

la résorption de la stéatose observée in vivo (Gary-Bobo et al., 2007; Jourdan et al., 2010).

5. Conclusion

)
\"‘(\\
e

Figure 29 : Schéma de synthese des différents effets résultants du blocage des CB1R hépatiques.

En conclusion, ces résultats démontrent que 1’antagonisme des CBIR hépatiques par le
SR141716 est capable d’induire d’importantes régulations du métabolisme énergétique dans le
foie. En effet, I’action antagoniste/agoniste inverse de SR141716 peut, dans certaines conditions,
entrainer une stimulation de la prise en charge et du catabolisme des AG pouvant se révéler
favorable a la résorption de la stéatose. Cependant, il semble que dans d’autres conditions, cette
molécule puisse stimuler 1’augmentation du catabolisme du glucose ainsi que la synthése de
nouveaux AG provoquant une accumulation de TG. Il apparait également que le blocage
pharmacologique des CB1R entraine une profonde régulation du métabolisme du cholestérol
hépatique. Il est toutefois difficile de statuer sur la part des effets bénéfiques (augmentation de
I’oxydation des AG) et des effets néfastes (stimulation de la glycolyse et de la lipogenese)
qu’exerce le traitement in vivo. Quoi qu’il en soit, I’ensemble de ces données constitue un

argument supplémentaire en faveur de 1’hypothese annongant que le SEC périphérique pourrait
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modifier 1’équilibre énergétique et devenir une véritable cible thérapeutique (Caraceni et al.,

2008; De Petrocellis and Di Marzo, 2009; Despres, 2007; Di Marzo and Matias, 2005; Ducobu,
2005; Engeli and Jordan, 2006; Herling et al., 2008; Pagotto et al., 2006).
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Chapitre III : Approche in vitro : Impact de I'antagonisme des CB1R sur le
métabolisme des lipides et des glucides dans des explants de TA viscéral

et sous-cutané.
(Résultats n’ayant pas fais 1’objet d’une publication)

Dans I’étude menée in vivo, nous avons démontré que le blocage des CB1R pouvait contrecarrer
les altérations géniques induites par un régime HSHF dans le TA viscéral et exercer des effets
spécifiques sur le TA sous-cutané. Ces résultats ont permis de suggérer que les effets bénéfiques
exerces par le SR141716 sur le TA visceral de la souris obése pourraient étre en partie
responsables de la normalisation des parameétres plasmatiques et de la réversion de la stéatose
hépatique. Toutefois, dans cette étude, la part des effets associés a la diminution de la prise
alimentaire induite par 1’inactivation du SEC central n’a pu étre établie. C’est pourquoi nous
avons entrepris d’étudier les effets directs de 1’antagonisme des CB1R sur un mode¢le d’explants
de TA permettant de s’affranchir des effets centraux. Dans cette approche originale nous avons
utilisé du TA prélevé sur des animaux obeses hyperinsulinémiques c’est a dire présentant une
hyperactivation du SEC dans le TA. Puisque le TA viscéral et le TA sous-cutané ont répondu
différemment au régime HSHF et a I’inactivation du SEC dans I’étude réalisée in vivo, nous
avons pris soin de faire la distinction entre ces deux tissus. A partir de ce modéle, nous étudierons
les parametres concernant la lipolyse, le captage des lipides, I’inflammation, la taille des cellules
et la production d’adipokines dans le TA viscéral et sous-cutané. Nous nous intéresserons

¢galement a d’éventuelles régulations géniques induites par 1’antagonisme des CB1R.

1. Mise au point du modele
La premicre partie de cette étude a consist¢ a mettre au point le modele d’explants de TA en

culture, permettant de conserver 1’organisation tissulaire et la structure des cellules intactes. La
technique et les méthodes utilisées sont développées dans la section 3 de la partie « matériel et
méthodes ». Afin de vérifier si les explants de TA restent viables aprés 21h de culture, nous
avons réalisé des tests de viabilité a base de MTT. Ce test est basé sur I’activité de la succinate
deshydrogénase (complexe Il de la chaine respiratoire) et permet de rendre compte de 1’activité
mitochondriale assimi+lable & une mesure de la vitalité cellulaire. Le réactif utilisé est un sel de
tétrazolium MTT (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium). L’anneau
de tétrazolium qu’il contient est réduit, par la succinate déshydrogénase mitochondriale des

cellules vivantes, en cristaux insolubles de formazan de couleur bleue-violacée. L’intensité de
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cette coloration est non seulement proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors
du test mais également a leur activité métabolique. Aprés plusieurs essais, il s’est avéré que les
conditions de cultures les plus favorables consistaient en une incubation de 21h en plaques 6 puits
contenant environ 300 mg de tissu pour 5 mL de milieu DMEM-HAM/F12 supplémenté en BSA
(1%), acide ascorbique (100 uM) et en cocktail d’antibiotiques-antifongiques (1%). En effet,
dans ces conditions, les tests réalisés donnent une survie cellulaire d’environ 76% aprés 21 heures

d’incubation (figure 30).
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Pour la suite de cette étude, nous avons donc choisi de travailler dans 2 conditions différentes.

e Condition 1 : juste apres prélevement, des mesures de lipolyse ont été réalisées sur les
explants afin de déterminer 1’existence ou non d’interactions ne nécessitant pas de
régulation génique entre les voies de signalisation de la lipolyse et celles du SEC.

e Condition 2 : apreés 21h d’incubation en présence d’AEA et/ou de SR141716 afin de
déterminer si le blocage des CB1R adipeux induit des régulations a long terme
pouvant faire intervenir des modifications géniques.

Pour chaque condition, nous avons tenté deux approches. La premiére a consisté a mesurer le
glycérol libéré dans le milieu de culture dans des conditions de lipolyse basale et la deuxiéme a

consisté en une mesure du glycérol libéré suite a une stimulation de la lipolyse avec de
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I’isoprotérénol (agoniste de la famille des récepteurs B adrénergiques). A chaque fois, les TA
prélevés chez des souris saines ont été comparés a ceux préleves chez des souris rendues obeses
par un régime HSHF en sachant que les animaux présentent un jelne de 6 heures lors du

sacrifice.

2. Effets sur la lipolyse
La mobilisation des réserves lipidiques, stockées sous forme de TG dans le TA, releve de

I’activation de la lipolyse dans I’adipocyte. Cette voie métabolique est une voie clé¢ dans le
controle de ’homéostasie énergétique. La voie de I’AMPc et la LHS jouent un réle trés important
dans le contrdle de la lipolyse. En effet, les caractéristiques structurales de la LHS, enzyme
limitante du processus lipolytique, les partenaires protéiques intervenant dans le complexe
lipolytique et les mécanismes d’activation de 1’enzyme sont maintenant bien définis (Figure 30).
L’activation de la LHS est essentiellement sous le contrdle de ’AMPc et de la PKA qui
phosphoryle cette enzyme. Son activation conduit a I’hydrolyse des TG et des diglycérides de
I’adipocyte. L’hydrolyse terminale des monoglycérides est assurée par une lipase spécifique,
enzyme abondante et non régulée par les hormones, dont ’activation conduit a la libération par
I’adipocyte d’AGL et de glycérol.

Les données de la littérature et nos résultats in vivo indiquent qu’en situation pathologique
d’obésité, la suractivation du SEC est associée a une hypoadiponectinémie et a une
insulinorésistance. Au contraire, le blocage des CB1R avec SR141716 entraine une augmentation
des taux circulants d’adiponectine et une amélioration de la sensibilité a I’insuline. Dans le tissu
adipeux, il est envisageable que 1I’antagoniste CB1R exerce un effet sur la voie de signalisation de
I’insuline permettant a cette hormone de recouvrer son role d’inhibiteur de la lipolyse. Toutefois,
il n’est pas exclu que les voies de signalisation du SEC intra-adipocytaire puissent interagir avec
les voies contrdlant la lipolyse tels que 1’inhibition de I’adenylate cyclase, une stimulation de la
PKB lorsque les CB1R sont couplés & une protéine Gi ou encore la stimulation de 1’adenylate
cyclase lorsque les CB1R sont couplés a une protéine Gs. Le tout aboutissant respectivement a
une inhibition ou une stimulation de la phosphorylation de la LHS et donc de I’activité
lipolytique. Au regard de ces différentes voies et interactions possibles, il nous est apparu

indispensable de rechercher un éventuel effet du SEC sur la lipolyse.
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Figure 31. Controle de la lipolyse dans I’adipocyte humain (d’apres (Sengenes et al., 2005)). Les récepteurs
B- et a2A-adrénergiques (RA) sont couplés positivement ou négativement a 1’adénylyl cyclase et a la production
d’ AMPc par des protéines G hétérotrimériques (Gs et Gi). La stimulation des récepteurs f1/2- ou a2A-adrénergiques
active les protéines Gs ou Gi, respectivement. L’ AMPc produit par I’activation de 1’adénylyl cyclase active la PKA
qui stimule la phosphorylation des périlipines et de la LHS. La PKA phosphoryle également diverses autres
protéines-cibles de I’adipocyte (non représentées dans le schéma). Les éléments (récepteur a I’insuline, IRS-1/2, P13-
kinase et PKB/Akt) impliqués dans la transduction du signal insulinique et I’activation de la phosphodiestérase de
type 3B, qui hydrolyse I’AMPc, sont représentés. Cette voie exerce des effets modulateurs puissants sur la lipolyse
adrénergique. Les peptides natriurétiques stimulent 1’activité guanylyl cyclase du récepteur NPR-A des peptides
natriurétiques, induisent une augmentation des taux de GMPc, I’activation d’une protéine kinase G (PKG, cGK-I)
puis la phosphorylation et 1’activation de la périlipine et de la LHS. La LHS activée hydrolyse les tri- et les
diglycérides. Les monoglycérides sont hydrolysés par une lipase des monoglycérides (LMG). L’activité lipolytique
de l’adipocyte humain est sous le contréle permanent des voies pro-lipolytiques (B-adrénergiques, peptides
natriurétiques) et antilipolytiques (insuline, a.2-adrénergiques, adénosine, prostaglandines, neuropeptide Y et peptide
YY). Le systeme nerveux sympathique contréle également (positivement ou négativement) la production de
protéines sécrétées par I’adipocyte (telles que la leptine, 1’adiponectine, 1’I1-6 ou I’inhibiteur-1 de 1’activateur du
plasminogéne). ALBP-AG représente la protéine de liaison des AG qui influence 1’exportation des AGNE vers le
compartiment extracellulaire. Les fleches de couleur bleue indiquent les effets apparaissant au-dela de 1’activation
des kinases. + : stimulation ; - : inhibition.

Nous avons mesuré la lipolyse basale et la lipolyse stimulée avec de 1’isoprotérénol en présence
de I’agoniste CBIR AEA et/ou de I’antagoniste SR141716 afin de stimuler le SEC d’une part et
de mimer une situation thérapeutique en mettant en compétition I’agoniste et 1’antagoniste des
CBI1R d’autre part.

Les résultats de la premiére approche sont présentés figure 32. Dans nos conditions, il apparait
que dans le TA visceral, la lipolyse basale est plus forte chez les animaux témoins que chez les
animaux HSHF quel que soit le traitement appliqué aux explants. En revanche, en ce qui

112



Résultats : chapitre Il

concerne le tissu adipeux sous cutan¢, aucune différence entre les lots n’est observée. Lorsque
I’on ajoute de I’isoprotérénol dans le milieu, on n’obtient curieusement aucune stimulation de la
lipolyse pour les explants issus de souris saines. En revanche, lorsque ce produit est ajouté au
milieu contenant les explants provenant des souris obeses, on obtient des taux de glycérol libre
nettement plus importants que lors de la mesure de I’activité basale. Il est a noter que la
stimulation de la lipolyse dans les explants de TA viscéral est significativement moins importante
lorsque I’AEA et SR141716 sont en compétition (-15%) tandis qu’aucune différence n’est visible

entre les deux traitements pour le TA sous cutané.
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Figure 32: Mesure de ’activité lipolytique basale et stimulée (+ isoprotérénol) des explants de TA viscéral
et sous-cutané apres préléevement (n=6). Aussitot aprés prélévement, les explants sont mis en présence d’AEA
(5uM) ou d’un mélange AEA (5SuM)/SR141716 (LuM). La lipolyse basale est alors estimée a travers la quantité de
glycérol libre secrété par les explants dans le milieu pendant 90 min. Les explants sont ensuite rincés puis a nouveau
incubés 90min avec les mémes traitements dans un milieu contenant de 1’isoprotérénol (10uM) afin de stimuler la
lipolyse.

Le fait que la lipolyse basale soit plus faible pour les explants provenant de souris obéses parait
surprenant. Toutefois, il est a déja été montré dans des astrocytes que I’AEA est capable d’induire
une diminution des quantités d’AMPc en culture (Sagan et al., 1999) via I’activation de protéines
G couplées a des récepteurs autres que les CB1R. Il n’est donc pas exclu que I’AEA puisse
exercer un effet similaire dans d’autres types cellulaires comme les adipocytes, et entrainer ainsi

une baisse de I’activité LHS. En revanche, 1’action de I’antagoniste CB1R sur la lipolyse stimulée
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par I’isoprotérénol apparait comme un résultat majeur puisque cet événement, s’il est applicable
in vivo a la graisse viscérale de ’organisme entier, pourrait étre a 1’origine d’une réduction
significative de la production d’AGL par les adipocytes et expliquer en partie la diminution des

concentrations plasmatiques observée chez les souris traitées par le SR141716.

3. Effets de la stimulation ou du blocage des CB1R adipocytaires sur
I'expression génique.
Les résultats sont présentés figures 33 et 34. Dans des conditions d’hyperactivation du SEC (tissu

prélevé sur des souris obeses + présence d’AEA), les explants de TA viscéral présentent une
surexpression du CB1R par rapport aux témoins (tissu prélevé sur des souris saines) qui est
partiellement réprimée en présence de SR141716. Au contraire, les quantités de transcrits sont
similaires dans les explants de TA sous-cutané quel que soit le traitement. La surexpression des
CBI1R, si elle se traduit par une augmentation du nombre de récepteurs, est donc bien en accord
avec I’hypothése selon laquelle notre modéle d’explants présente une suractivation du SEC
¢galement favorisée par la présence de 1’agoniste AEA. A I’inverse, le SR141716 qui conduit a
une diminution de 1’expression des CB1R semble limiter 1’état d’activation du SEC. Le méme
constat est fait en ce qui concerne I’expression de TNF-a. qui a été stimulée dans les explants de
TA viscéral et fortement réprimée par l’action de 1’antagoniste CBIR alors qu’aucune
modification n’est constatée pour les explants de TA sous cutané. Ces données corroborent celles
obtenues dans I’¢tude in vivo qui suggéraient déja une relation étroite entre I’activation des CB1R
et I’¢tat inflammatoire des adipocytes. Ce modele permet en plus de mettre en évidence un effet
direct de I’antagoniste CBIR sur I’expression de TNF-a.. 1l apparait également que ces effets sont
peu significatifs dans le TA sous-cutané.

Compte tenu des résultats intéressants obtenus lors des mesures d’activité lipolytique, nous nous
sommes particulierement intéressés a I’expression de la LHS. 11 est a noter que les taux d’ARNm
LHS sont nettement plus faibles dans les explants de TA viscéral des souris HSHF+AEA que
dans celui des souris témoins. Ce résultat est a rapprocher de la faible lipolyse basale obtenue
avec les explants de TA viscéral HSHF+AEA (figure 30). Concernant le TA sous cutané pour
lequel la lipolyse basale n’était pas altérée par le traitement, I’expression de la LHS n’est pas non

plus modifiée dans les conditions d’hyperactivation du SEC.
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Figure 33 : Effets d’un traitement par agoniste (AEA, 5uM) et/ou antagoniste CB1R (SR141716, 1uM)
sur l'expression des ARNm de CBL et de différents genes impliqués dans le métabolisme adipocytaire au
niveau viscéral. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des lettres
différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement différentes a p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1, TNF-a ,
Tumor Necrosis Factor-a; CPT-I, carnitine palmitoyltransferase I; LPL, lipoprotéine lipase; ACC , acétyl-CoA
carboxylase; FAS, fatty acid synthase ; HSL, lipase hormono-sensible.

En revanche, quel que soit le TA, I’expression de la LHS et I’activité lipolytique mesurée a la
suite du traitement SR141716 ne sont pas corrélées. En effet, dans les explants de TA viscéral,
I’expression LHS n’est pas modifiée alors que la lipolyse est réduite et a I’inverse les ARNm
LHS sont fortement réduits dans le TA sous-cutané sans modification de la lipolyse. Ceci suggére
que les régulations induites par 1I’antagonisme des CB1R font intervenir des voies de signalisation
agissant par exemple sur la production d’AMPc plutdt que des modifications d’expression
génique. Au cours de cette expérience, nous avons également analysé 1’expression de génes non
directement impliqués dans les voies de la lipolyse. Ainsi, concernant la CPT-1, nous observons

que I’hyperactivation du SEC ne conduit a aucune modification de son expression dans les

115



Résultats : chapitre Il
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Figure 34: Effets d’un traitement par agoniste (AEA, 5uM) et/ou antagoniste CB1R (SR141716, 1uM)
sur l'expression des ARNm de CBL et de différents genes impliqués dans le métabolisme adipocytaire au
niveau sous-cutané. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des
lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement différentes a p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1,
TNF-o , Tumor Necrosis Factor-a; CPT-I, carnitine palmitoyltransferase I; LPL, lipoprotéine lipase; ACC , acétyl-
CoA carboxylase; FAS, fatty acid synthase ; HSL, lipase hormono-sensible.

Dans les explants de TA sous cutanés, ’expression de CPT-1 est réprimée a la fois par le
traitement AEA et AEA+SR141716. En étudiant les genes de la lipogenése, on observe une
diminution de I’expression d’ACCI1, ACC2 et FAS pour les deux TA lorsque les explants de
souris obeses sont traités par ’AEA par rapport aux témoins. L’ajout de SR141716 n’a aucun
effet excepté pour ’ACC1 dont I’expression est augmentée dans les explants de TA viscéral.
Enfin, il apparait que les deux TA réagissent de maniere opposée quant a la régulation de la LPL
puisque que I’agoniste CBIR AEA induit une diminution du taux de transcrits LPL dans le TA
viscéral tandis qu’il entraine une augmentation de 1’expression du géne codant pour la LPL dans

le TA sous cutané. Ces effets ne sont pas modifiés par I’ajout de SR141716. Ces données in vitro
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relatives a I’expression génique sont difficiles a rapprocher de celles obtenues in vivo du fait des
conditions expérimentales particuliéres congues pour mettre en évidence ’effet de 1’antagoniste
SR141716 sur des explants présentant une hyperactivation du SEC (souris obeses + AEA). Quoi
qu’il en soit, dans ces conditions, en plus de démontrer 1’existence d’effets directs du SR141716
sur le TA, les résultats confirment que le TA viscéral et le sous cutané présentent des sensibilités

différentes a 1’activation et au blocage des CB1R.

4. Perspectives
L’importance et 1’originalité de ce projet réside dans le fait que les effets du blocage ciblé des

CBIR dans le TA n’ont pas encore ét¢ caractérisés. Notre modele d’explants de tissus prélevés
sur des souris rendues obeses par un régime HSHF est particulierement adapté a 1’étude de
I’impact de I’antagonisme des CBIR sur les adipocytes et permet méme de distinguer le TA
viscéral du sous-cutané. Ces résultats préliminaires sont encourageants, cependant il y a encore
beaucoup de travail a effectuer avant de pouvoir véritablement comprendre 1’impact du SEC au
niveau adipeux.

Pour cela, il nous semble nécessaire de continuer les expériences de lipolyse avec une mesure
I’expression génique et protéique de la LHS et de la périlipine en parall¢le ainsi qu’une mesure
de I’éventuelle fluctuation de taux d’AMPc. Il semble également indispensable de S’intéresser
aux capacités de captage des lipides via la mesure de I’activit¢é LPL. Si des changements
concernant le captage ou la libération d’AG sont décelés dans le TA, il est envisageable qu’ils
puissent conduire a des modifications de la taille des adipocytes. Puisqu’il existe une relation
entre la taille des adipocytes et leur capacité a secréter des adipokines telles que I’adiponectine et
la leptine, nous envisageons de mesurer la taille des cellules a I’issue des 21h de traitement.
Enfin, il apparait primordial d’étudier la production d’adipokines et le niveau d’inflammation des
TA en présence d’antagoniste CBIR. En effet, L’inflammation étant induite dans le TA de la
souris obése et jouant un réle majeur dans I’installation de 1’insulinorésistance, il convient
d’évaluer les effets du traitement sur le degré d’inflammation en mesurant 1’expression du
marqueur TNF-o.. Les données obtenues, si elles confirment nos hypotheses proposées lors de la
précédente étude menée in vivo, devraient encourager le développement d’antagonistes capables
de cibler exclusivement les CBIR périphériques, pour le traitement de 1’obésité, du diabete et des
pathologies associées. Cette stratégie ¢€viterait 1’apparition d’effets secondaires de nature

neuropsychiatriques dépendants des CB1R centraux.
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Chapitre IV : Conclusion générale, quel avenir pour les EC?
Chez I'nomme, plusieurs essais cliniques de phase I, 1l, et certains en phase Ill ont été réalisés

avec des antagonistes CB1R. Dans 1’'une des plus importantes études sur le Rimonabant, les
thématiques ont été divisés en quatre groupes: "Rimonabant in Obesity (RIO)": RIO-Lipids
(Despres et al., 2005), RIO-North America (Pi-Sunyer et al., 2006), RIO-Europe (Van Gaal et
al., 2005), et RIO-Diabetes (Scheen et al., 2006). L'objectif était d'évaluer le réle du Rimonabant
dans le traitement de l'obésité, le maintien de la perte de poids, la prévention d’une reprise de
poids aprés la perte initiale, et 'amélioration des facteurs de risque d’obésité, tels que le diabéte
et les dyslipidémies. Ces quatre études ont évalué les effets du médicament sur les facteurs de
risque cardio-métabolique chez des patients en surpoids ou obéses. L’une des observations la plus
marquante a été que le traitement par SR141716 était accompagné d’une diminution de la prise
alimentaire transitoire ainsi que d’une perte de poids continue (Jbilo et al., 2005; Pi-Sunyer et al.,
2006; Ravinet Trillou et al., 2003; Van Gaal et al., 2005). Il est intéressant de noter que ce
phénomeéne est également retrouvé chez des souris obeses pour lesquelles SR141716 n’entraine
une diminution de la prise alimentaire que durant la premiere semaine de traitement. Cependant,
la perte de poids se prolonge pendant les 5 semaines restantes malgré une normalisation de la
prise alimentaire (Jbilo et al., 2005; Ravinet Trillou et al., 2003). Cette hypophagie transitoire ne
peut expliquer completement la perte de poids prolongée induite par la molécule (Matias and Di
Marzo, 2007; Pagotto et al., 2006) ce qui suggere que le SEC est associé a des régulations
métaboliques indépendantes de la prise alimentaire. Ces effets métaboliques peuvent donc étre la
conséquence de 1’antagonisme des récepteurs aux EC périphériques (Engeli and Jordan, 2006).

Dans ce sens, ces travaux de thése mettent en évidence I’importance du SEC périphérique dans la
modulation du métabolisme glucido-lipidique. lls apportent entre autres, des informations
nouvelles sur les mécanismes impliqués dans la réversion de la stéatose hépatique lors d’un
traitement par un antagoniste CB1R (figure 35). Dans le modéle de souris HSHF utilisé au cours
de cette étude, la stéatose hépatique est principalement due a la résistance du tissu adipeux
viscéral a I’insuline favorisant ainsi la libération et le flux d’AGL vers le foie. Inversement, le
traitement par l'antagoniste CB1R, SR141716, semble exercer des effets bénéfiques sur le
métabolisme adipocytaire conduisant a une diminution des taux plasmatiques d’AGL, une
stimulation de la synthése d’adiponectine par le TA sous-cutané et une normalisation des taux

plasmatiques de cette hormone.
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Figure 35: Schéma récapitulatif des améliorations métaboliques pouvant expliquer la réversion de la
stéatose lors d’un traitement par SR141716 chez la souris obése. SR141716 semble exercer des effets
bénéfiques sur le métabolisme hépatique et adipocytaire conduisant a la réversion de la stéatose. (1) SR141716
semble exercer un effet direct sur la lipolyse du TA viscéral pouvant en partie expliquer la baisse des taux sériques
en AGL. (2) Cette diminution des AGL plasmatiques entraine probablement une baisse de la captation des AGL par
le foie et donc un stockage moindre. (3) Dans des conditions ou les AG sont la source majeure d’énergie,
I’antagonisme des CBIR hépatiques entraine une augmentation de la dégradation des AGL par [-oxydation
mitochondriale. (4) Le traitement par SR141716 est associé a une augmentation des taux d’adiponectine qui semble
consécutive & une amélioration de 1’état inflammatoire concernant principalement le TA sous-cutané. Cette
augmentation de I’adiponectine pourrait également avoir des effets favorables sur le foie en favorisant la B-oxydation
des AG. (5) Enfin, la diminution de 1’état inflammatoire du TA induite par le traitement SR141716 pourrait conduire
a une baisse de la sécrétion de TNF-a et ainsi limiter ses effets néfastes sur 1’insulino-résistance hépatique. Tous ces
phénomenes permettent en partie d’expliquer comment un traitement par SR141716 permet de reverser une stéatose
induite pour un régime obésogeéne. En jaune, les effets périphériques observés grace aux approches in vitro, en blanc,
les effets remarquables observés in vivo.

Au final, ces effets qui paraissent corrélés a 1’état inflammatoire, s’accompagnent de la
normalisation de I’insulinémie et d’'une moindre accumulation d’AG dans le foie. Les travaux

réalisés in vitro permettent en plus de suggérer 1’existence d’effets directs du SR141716 sur le
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foie et le tissu adipeux impliqués dans les processus de résorption de la stéatose. Ainsi,
I’antagonisme des CB1R hépatiques favorisait la dégradation des AG a travers une stimulation de
la B-oxydation. De plus, des résultats préliminaires réalisés sur des explants de TA viscéral et
sous-cutané traités par SR141716 suggerent que I’antagonisme des CB1R entraine une inhibition
partielle de la lipolyse dans le TA viscéral. Cette perte d’activité lipolytique pourrait expliquer en
partie la diminution des taux plasmatiques d’AGL et limiter ainsi leurs effets cytotoxiques. Il est
donc raisonnable de penser que I’antagonisme des CBIR périphériques joue un rdle non
négligeable dans la réversion de la stéatose observée lors d’un traitement par SR141716 chez des
souris obeses. De plus, un impact direct de 1’adiponectine produite par le tissu adipeux sur le
métabolisme hépatique peut également étre envisage. Les effets insulino-sensibilisateurs et
stimulateurs de 1’oxydation des graisses sont bien démontrés dans le muscle et contribuent a
I’amélioration de I’insulino-résistance, par contre les effets directs de I’adiponectine sur le foie ne
sont pas encore clairement définis et doivent étre explorés.

En conclusion, ces travaux de these demontrent que les CB1R périphériques peuvent constituer
une cible thérapeutique trés prometteuse pour le traitement de 1’obésité et des désordres associés.
Ces données devraient encourager le développement d’antagonistes capables de cibler
exclusivement les CBIR périphériques permettant ainsi d’éviter 1’apparition de troubles
neuropsychiatriques dépendants des CB1R centraux. Cet axe d’étude semble actuellement étre
pris en compte par la communauté scientifique puisque plusieurs composés candidats a cette
fonction ont d’ors et déja été publiés (figure 36). Cependant, la prudence est de rigueur a en juger
par les premieres données rapportées. En effet, en fonction du produit pharmacologique utilisé,
les résultats apparaissent encourageants ou totalement décevants. Une chose est certaine, toutes
ces molécules sont structurellement tres proches du Rimonabant (figure 36). Le LH-21 est un
dérivé triazole et un antagoniste des récepteurs cannabinoides avec un faible taux de pénétration
dans le SNC. Lorsqu’il est administré a des rats Zucker, il entraine une diminution de la prise
alimentaire mais il est sans effets sur I"hypertriglycéridémie, I’hypercholestérolémie ou encore
sur la masse grasse et le degré de stéatose (Pavon et al., 2006; Pavon et al., 2008). Les résultats
obtenus avec ce composé suggerent donc que l'agonisme inverse et/ou l'antagonisme des CB1R
centraux est nécessaire aux ameliorations métaboliques observes lors du blocage des CB1R. Une
autre molécule, I"URB447 ([4-amino-1-(4-chlorobenzyl)-2-méthyl-5-phényl—1H-pyrrol-3-yl]

(phényl) méthanone) est le premier agent pharmacologique décrit présentant a la fois une activité
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CB1R antagoniste et CB2R agoniste. Il conduit a une diminution de la prise alimentaire et de la
masse corporelle chez la souris, sans exercer d’action antagoniste sur les CB1R centraux.
L’URB447 pourrait devenir un outil pharmacologique utile afin d’étudier les effets périphériques
du systeme endocannabinoidien, et pourrait servir de point de départ pour un développement
viable sur le plan clinique d’antagonistes CBIR dépourvus d'effets secondaires centraux
(LoVerme et al., 2009). La molécule « compound-1 » également dérivée de SR141716 présente,
quant a elle, une pénétration a travers la BHE beaucoup plus faible que celle de SR141716.
Cependant, son action est 10 fois moins puissante que celle de SR141716. En effet, bien que les
concentrations plasmatiques du «compound-1» soient cing fois plus élevés que celle de
SR1417186, son efficacité est 10 fois plus faible que celle de SR141716 puisque la dose efficace
pour l'activité anti-obésité de ce composé est supérieure a 30 mg/kg/jour méme si une dose de
10mg/kg/jour suffit a normaliser la surexpression de SREBP-1 dans le foie. Finalement, 1’étude
de ce composeé suggere que les modulations du systeme endocannabinoidien périphérique ne sont
pas les principaux mécanismes des effets anti-obésité des antagonistes des CB1R (Son et al.,
2010).
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Figure 36: Structures chimiques des différents antagonistes CB1R a action périphérique. A) SR141716
(Rinaldi-Carmona et al., 1994), B) LH-21(Pavon et al., 2006; Pavon et al., 2008) ,C) URB447(LoVerme et al., 2009)
, D) Compound-1 (Son et al., 2010), E) AM6445 (Tam et al., 2010) .

Enfin, I’'un des candidats les plus sérieux est I’AM6445 qui est un nouvel antagoniste CBI1R
n'affectant pas les réponses comportementales induites par les effets centraux du systéme
endocannabinoidien. En revanche, un traitement par AM6445 chez des souris obéses entraine des

améliorations de I'noméostasie glucidique, une réversion de la stéatose et une amélioration du
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profil lipidique plasmatique. Ces effets sont dus au blocage des CB1R dans les tissus
périphériques, y compris le foie. Cette nouvelle molécule renforce 1I’idée que le ciblage des CBIR
périphérique possede un potentiel thérapeutique important pour la réduction des risques cardio-
métaboliques associés a I'obésité (Tam et al., 2010). Les entreprises pharmaceutiques ne sont pas
en reste puisqu’en 2008, ’entreprise 7TM Pharma annongait la sélection et le développement
d’un nouveau candidat (TM38837) a I’antagonisme des CBIR (7TMPharma., 2008). Le 4 février
2010, un communiqué de presse de cette méme entreprise annongait la réussite des études
cliniques de phase | avec cet antagoniste de deuxiéme génération (7TMPharma., 2010). Les
données concernant cette molécule sont assez pauvres toutefois, 7TM Pharma indique que le
TM38837 a été congu pour contourner les effets secondaires CNS dépendant provoqués par les
antagonistes des CB1R de premiere génération. En ciblant les récepteurs périphériques, le
composé a montré un effet puissant sur la perte de poids dans divers modeles animaux d'obésité
chronique. Surtout, il a entrainé¢ trés peu d’effets défavorables en comparaison a d'autres
antagonistes CB1R connus.

En ce qui nous concerne, notre équipe a démarré une collaboration avec 1I’équipe de Jean-Michel
Robert (Service de Pharmacochimie, UPRES EA 1155, Faculté de Pharmacie, Nantes, France)
afin de développer une série de composés originaux pouvant déboucher sur la mise au point de
nouveaux outils pharmacologiques d’investigation des potentialités des CB1R périphériques. A
I’heure actuelle, plusieurs composés sont étudiés et certains semblent prometteurs. Toutefois,
I’extrapolation de ces différentes données a ’Homme s’avére complexe du fait des fortes
différences génétiques et phénotypiques entre les modeles animaux et ’Homme. Avant de
pouvoir véritablement croire en 1’utilit¢ et la pertinence de I’antagonisme des CBIR
périphériques, il sera nécessaire de réaliser des tests sur des modeles beaucoup plus proche de
I’Homme comme des tissus issus de biopsie ou encore 1’utilisation de culture cellulaire humaine.
Cependant tout cela reste compliqué a mettre en ceuvre, aussi bien d’un point de vue matériel que
d’un point de vue éthique et il s’avere donc nécessaire de continuer les investigations afin de
clairement démontrer I’existence d’effets périphériques en utilisant de nouveaux composés ne
franchissant pas la barriere hémato-encephalique avant que les grands groupes de I’industrie
pharmaceutique acceptent de revenir sur ce terrain rendu tres glissant suite aux mésaventures du
Rimonabant d’autant plus que I’émergence de nouveaux effets attribués aux CB2R pourraient se

réveler plus tentants.
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1. Traitement des animaux.
Les réglementations officielles Francaises relatives a l'utilisation et I'entretien des animaux de

laboratoire (n°87848) ont été respectées pendant la période expérimentale et le protocole
expérimental a été approuvé par le comité d’éthique locale concernant l'expérimentation animale
(n°BX0622). Nous avons utilisé des souris méles de souche C57BL/6 &gées de 4 semaines.
Durant leur acclimatation a leur nouvel environnement, les animaux sont répartis en cages
individuelles et ont libre acces a un régime standard sous forme de bouchons (AO4; UAR,
Epinay-sur-Orge, France) contenant 6% de lipides (composition % : caséine 18%, amidon de
mais 46%, saccharose 22%, cellulose 2%, sels minéraux 5%, vitamines 1%, huile de tournesol
5%, huile de lin 1%) ainsi qu’a 1’eau de boisson. Aprés cette période d’une semaine, 2 lots de
souris sont constitués, un lot Témoin (n=5) maintenu sous régime standard et un autre lot (n=40)
est soumis a un régime alimentaire High Sucrose High Fat a 22,5% de lipides et 40% de glucides
(HSHF ; ref. 235HF SAFE; Augy, France) (composition : caséine 20%, amidon de mais 13%,
saccharose 29,3%, cellulose 5%, malto dextrine 2,2%, saindoux 20%, huile de soja 2,5%, Minéral
205B SAFE 7%, Vitamine 200 SAFE 1%). Apres 19 semaines de régime, seules les souris HSHF
présentant une hyperinsulinémie et un surpoids ont été retenues pour la suite de I'étude. Les
souris ainsi sélectionnées toujours maintenues sous régime HSHF regoivent oralement pendant 6
semaines, soit 10 mg/kg/jour (dose la plus efficace compte tenu de la % vie du produit et du
métabolisme rapide des souris) de 1’antagoniste CBIR speécifique SR141716 (Rimonabant, série
HSHF+SR141716; n=14) soit un placebo (série HSHF; n=10). Le SR141716 a été fourni par
Sanofi-Aventis (Paris, France). Tout au long de la période de traitement, les animaux ont eu libre
acces aux aliments renouvelés quotidiennement ainsi qu’a 1’eau de boisson. Les souris ont été
privées de nourriture 4 h avant d’étre anesthésiées a la kétamine (17 g/L) / xylazine (2,2 g/L). Le
sang a tout d’abord été recueilli par ponction dans la veine cave puis les organes d’intérét ont été
extraits.

La fiche technique du régime HSHF indique que les matiéres grasses représentent 22,5% des
apports caloriques tandis que les glucides représentent 40% de ces apports (kcal/kg). Nous avons
analysé et validé la composition lipidique en AG du régime par chromatographie en phase

gazeuse (figure 38).
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Figure 37 : Protocole schématique du traitement des animaux.
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Figure 38 : Composition en AG contenus dans le saindoux et le régime HSHF. Le résultat montre que la
composition et la quantité totale d’AG est bien conforme a celle annoncée par le fournisseur.

2. Explants de foie

Afin d’étudier les effets du blocage des CB1R sur le métabolisme hépatique, nous avons choisi
un modeéle d’étude original : les explants de foie en culture. Cette technique développée
notamment dans les domaines de la pharmacologie et de la toxicologie pour étudier le
métabolisme hépatique des médicaments préserve 1’organisation tissulaire et les interactions
cellule-matrice et cellule-cellule. Ainsi, I’exploration de I’environnement cellulaire d'un tissu

intact isolé permet une compréhension plus juste des effets méetaboliques in vivo.
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2.1. Mise au point du protocole expérimental sur des explants de foie
Le protocole expérimental des explants de foie en culture a été adapté aux conditions de

notre laboratoire a partir de la méthode décrite par Graulet et al. (Graulet et al., 1998). Dans un
premier temps, différents tests préliminaires ont été réalisés afin d’établir les conditions optimales
a la survie des tissus en culture. Dans ce cadre, plusieurs parametres tels que le matériel, le
prélevement du foie, le tampon de ringage, le milieu d’incubation (pH, oxygénation, insuline, ...)
et le systétme d’incubation (boites de culture, tubes, durée d’incubation, ...) ont été testés. A
I’issue de chaque essai, un test de viabilit¢ des cellules a été¢ effectué en mesurant leur
consommation en oxygeéne via un oxygraphe. L’intégrité des ARN a été également controlée afin

de valider le protocole expérimental final.

2.1.1 Mesure de l'intégrité des ARNs
Apres 21 h d’incubation, les ARN totaux sont extraits des explants par la technique du Tri-

Reagent (Euromedex, Souffelweyersheim, France) adaptée de la procédure décrite par
Chomczynski (Chomczynski and Mackey, 1995). Les ARNSs sont alors quantifiés a 260 nm puis
dénaturés (solution dénaturante : 500 pl MOPS 10X ; 500 pl formamide 50% ; 60 pl
formaldéhyde 37%) a 60° C pendant 15 minutes. Mélangés avec du BET (Bromure d’Ethidium)
puis dilués au 1/1000 dans du bleu de bromophénol, 4 pg d’ARNs sont déposés sur un gel
d’agarose a 1% dans une cuve remplie de MOPS 1X et mise sous tension (120 volts) pendant 45
min. Le gel est révélé par une exposition aux UV (réf : GEL DOC 2000, Biorad. N° de série
75500344).

T=0 T=21h
"

-ins - ins

Figure 39 : Mesure de I’intégrité des ARN par électrophorése en gel d’agarose 1%.

La figure 39 montre aprés 21h d’incubation une perte de signal, pouvant suggérer une partielle
mort cellulaire ; cependant, il est important de remarquer que les bandes d’ARN 28S et 18S sont
encore bien visibles sans stries de dégradation. Le fait que les ARN ne soient pas dégradés nous

permet de continuer la mise au point par une mesure de la vitalité cellulaire.
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2.1.2. Mesure de la respiration cellulaire par oxygraphie
La respiration a partir des substrats intracellulaires est mesurée en utilisant une électrode a

oxygene de type Clark (Hansatech instrument, Eurosep instrument) et un milieu de base sans
substrat, du PBS. La mesure est effectuée dans une chambre de 1 ml sous agitation magnétique,
reliée & un systéme de circulation d'eau pour maintenir une température stable de 37 °C.
L’¢lectrode est reliée a un ordinateur via une interface et les signaux entrants sont détectés et
analyses avec le logiciel « Oxygraph Plus V1.01 (Hansatech) ». La consommation d’oxygéne est
mesurée pendant environ 5 min puis ’activité respiratoire est normalisée par un dosage des
protéines. La quantité d’O, consommée rend compte de I’activité mitochondriale et par

extrapolation de la vitalité cellulaire.

7,00

6,00

nmol/ min/ mgProts

Figure 40 : Mesure de la consommation en oxygéne des explants de
foie par oxygraphie apres prélévement ou aprés 21h d’incubation a
T=0 21h 37°C.
Il s’avere qu’apreés 21h d’incubation, la consommation d’oxygeéne n’est diminuée que d’environ
20% ce qui pourrait traduire une perte de viabilité restant acceptable dans un modele de culture

d’explants.

2.2. Préparation des explants de foie et description du dispositif expérimental
Le foie des souris est perfusé in situ, sous anesthésie, avec du milieu de Hank’s (pH 7,4) saturé en

oxygene et maintenu a 4°C afin d’éliminer le sang contenu dans lI'organe avant prélevement. Une
fois prélevé, le foie est tranché en utilisant un slicer Brendel/Vitron (Tucson, AZ, USA) dans le

méme milieu.
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Figure 41 : différentes étapes de préparations des explants de foie. A slicer Brendel/vitron ; B perfusion
intracardiaque afin de laver les organes du sang résiduel ; C explants de foie apres la pré-incubation de 30 minutes ;
D incubation des explants 21h a 37°C sous 5% CO?2 ; E explants de foie aprés 21h d’incubation.

Les coupes de foie (environ 200 pm) sont ensuite rincées puis pré-incubées 30 min a 37 ° C dans
du milieu HBS (cette étape permet aux explants de foie de s’adapter a leur nouvel environnement
en recréant un équilibre osmotique et en ajustant leur métabolisme énergetique). Les explants
sont ensuite distribués au hasard dans des tubes type Falcon de 15 mL ; percés sur le dessus afin
de permettre les échanges gazeux et contenant 10 ml de milieu de William’s E (WME) oxygéné
et supplémenté en sérum de veau feetal désactivé (10%) et cocktail d'antibiotiques antifongiques
(1%), auquel on ajoute soit I’antagoniste CBIR SR141716 (100 nM) soit un placebo.
L’antagoniste CBIR est ajouté dans le milieu apres homogénéisation dans du DMSO pur et
dilution dans du WME. Dans certaines expériences, des séries d’explants sont traitées par de
I’anandamide (AEA, 5uM) préparé dans les mémes conditions. Les tubes sont ensuite installes
horizontalement sur un agitateur a bascule et incubés pendant 21 h a 37°c dans une atmosphere a
5% de CO, sous agitation légére. A la fin de la période d'incubation, les coupes sont réparties
pour les différentes expériences décrites par la suite. Les produits chimiques et les milieux

utilisés dans cette procédure proviennent de chez Sigma (Saint-Quentin-Fallavier, France).

2.3. Caractérisation de I’état nutritionnel des explants au cours des 21h d’incubations.
La figure 42 montre que les réserves de glycogéne restent stables au cours de la premiere heure

d’incubation puis sont rapidement dégradées entre 1h et 6h d’incubation. Apres 21h, les explants
n’ont plus de réserves de glycogene et tirent donc leur énergie des nutriments contenus dans le

milieu de culture.
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Figure 42 : Cinétique de dégradation du glycogéne des explants de foie au cours des 21h d’incubations a 37°C. La
quantité de glycogéne a été déterminée de la maniére décrite en point 9.

3. Explants de TA

7
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Figure 43 : Différentes étapes de la préparation des explants de TA. A découpe du TA au scalpel sur glace ; B
ringage et séchage des explants sur papier ; C répartitions des explants dans les plaques 6 puits avant incubation.

Dés le prélevement, le TA viscéral et le TA sous-cutané sont rapidement découpés sur glace au
scalpel en petits morceaux d’environs 4-5 mm?. Ces explants sont pré-incubés 30 minutes & 37°C
en milieu de culture (DMEM-HAM/F12 supplémenté en BSA 1% et en acide ascorbique
100uM). Les explants sont ensuite rincés avec ce méme milieu puis séchés sur papier. Les
explants sont alors répartis dans des plaques de culture 6 puits remplis de milieu de culture
supplémenté a hauteur de 1% en cocktail d'antibiotiques antifongiques et contenant soit
I’antagoniste SR141716 (1 uM) soit le placebo. L’antagoniste CB1R est ajouté dans le milieu
apres homogénéisation dans du DMSO et dilué dans du DMEM. Dans certaines expériences, des
séries d’explants sont traitées par de I’anandamide (AEA, S5uM) préparé dans les mémes
conditions. Les plaques sont incubées 21h a 37°c sous atmosphére saturée en oxygene (95% O, et
5% COy) puis les explants sont répartis pour les différentes expériences décrites par la suite.
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4. Dosages colorimétiques
4.1 Dosages plasmatiques

Les parametres sériques ont été déterminés en utilisant des kits commerciaux : glucose RTU, TG
PAP150 et cholestérol RTU de bioMérieux (Marcy I'Etoile, France) pour respectivement le
dosage du glucose, des TG et du cholestérol; nonesterified fatty acid C de Wako Pure Chemical
Industries (Richmond, VA) pour le dosage des AGL, mouse insulin et adiponectin enzyme-linked
immunosorbent assay kits de AbCys (Paris, France) pour le dosage de I’adiponectine et de
I’insuline. Les protéines totales quant a elles ont ét¢ dosées en utilisant le kit BCA protein assay

(Sigma).

4.2. Dosages dans les tissus
Pour le dosage des TG et du cholestérol contenus dans le foie, les lipides totaux sont extraits

apres broyage de 200 mg de foie selon la méthode de Folch et al, (Folch et al., 1957) en présence
d’un mélange de chloroforme/méthanol (2/1 v/v). Les lipides totaux extraits sont dilués dans un
volume précis de chloroforme et un aliquot est mélangé pour moitié avec du Triton X-100 a 1%
dans du chloroforme puis évaporé a sec sous azote et remis en suspension dans un volume d’eau
connu. Les TG et le cholestérol sont alors dosés en utilisant les kits commerciaux précédemment
cités.

Pour la détermination de la teneur en adiponectine dans le TA, les échantillons sont
homogénéisés dans 10 volumes de PBS ; aprés centrifugation (10 min a 12000g, 4 ° C), les
surnageants sont soigneusement collectés a travers la couche de graisse puis dilués au 1/40 000

avec du PBS puis I’adiponectine est dosée a 1’aide du kit AbCys.

5. Oxydation des acides gras
- Sur explants de foie : Les explants de foie frais sont rincés avec du milieu WME puis et incubés

a 37°C dans un milieu DMEM dépourvu de glucose (D5030) et supplémenté en L-carnitine (0,5
mM), en présence de 0,2 mM d’un AG radioactif marqué au carbone 14 sur le carboxyle ([1-**C
acide palmitique] (55,5 GBqg / mol, PerkinElmer) complexé a I'albumine (AG: BSA rapport
molaire 2.5/1 ; 0,2 mM). Aprés 2 h d'incubation, les explants sont récupérés aprés ringage avec
du PBS froid pour doser les protéines totales et permettre ainsi la normalisation des résultats. Les
réactions enzymatiques sont arrétées par addition de 1,5 mL d’acide perchlorique a 25%. L’acide
provoque la libération du **CO, dissous qui est piégé par 0,4 mL d’hydroxyde de hyamine

(PerkinElmer) placée dans une louche en verre suspendue au centre du montage. Deux heures
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plus tard, la quantité de **CO2 formé est estimée par scintigraphie (Tri-Carb 2900 TR) et le
milieu ainsi acidifié est filtré a travers une membrane Millipore (pores de 0,45um de diametre)
sous léger vide. Le comptage de la radioactivité du filtrat contenant les produits issus de la -
oxydation (acétyl-CoA, acétyl-carnitine, intermédiaires du cycle de Krebs et corps cétoniques)
permet d’estimer la quantité de molécules d’AG dégradées au-dela du stade acétyl-CoA. La
quantité d’AG utilisée pour la -oxydation est donc déterminée par la mesure de leurs produits de
dégradation c’est a dire la somme de la radioactivité portée par le CO; libéré et les produits
acido-solubles.

- Sur homogénats de foie : Les explants de foie frais sont rincés puis séchés sur papier absorbant.
Aprés pesée, ils sont dilués au 1/80°™ dans du STE (saccharose 0,25M, EGTA 2 mM et Tris/HCI

pH7,4 10 mM) puis homogéneisés a I’aide d’un potter verre-verre. L'oxydation cellulaire totale

(oxydation mitochondriale et péroxysomale) s'effectue dans 1 ml de milieu composé de KCL 30
mM, Tris/HCI 75 mM, KH2PO4 10 mM, EGTA 0.7 mM, MgCI2 5 mM, NAD+ 1mM, ATP 5
mM, CoA 0,1 mM, L-malate 0.5 mM, cytochrome ¢ 25 uM, L-carnitine 0.4 mM, AG 120 uM
([1-**C acide palmitique] ; 55,5 GBq / mol, PerkinElmer), le tout & pH 7,4. L'AG est lié a
I'albumine dans un rapport AG/albumine de 4/1. Une préincubation, correspondant a I'addition de
200 ul d'homogénat dans le milieu de base, est nécessaire ; la réaction ne commence réellement
qu’apres 1'addition de I'AG radiomarqué. Elle s'effectue pendant 30 min a 37°C et est arrétée par
1.5 ml d'HC1O4 a 25 %. La quantité d’AG utilisée pour la $-oxydation est déterminée comme

décrit précédemment pour les explants.

6. Uptake des HDL
Les explants de foie, préparés comme indiqué ci-dessus, ont également été utilisés afin de

mesurer le captage du HDL-cholestérol.

6.1. Isolement des HDL
Une fraction HDL est isolée a partir de plasma humain par ultracentrifugation séquentielle par

flottation selon la meéthode decrit par Perségol et al. (Persegol et al., 2006). Apres une
centrifugation de 24 heures a 184000g dans un rotor 70.Ti (XL-90; Beckman, Palo Alto, CA,
USA), le surnageant contenant les lipoprotéines de densité <1,063g/mL, a été éliminé. Enfin, les
HDL sont isolées a partir du sous-nageant avec une densité ajustee a 1,21h g/mL par une nouvelle
centrifugation de 24 heures a 184000g. La fraction récupérée est dialysée une nuit contre un
tampon TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).
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6.2. Radio-marquage des HDL
Les HDL ont ensuite été radiomarquées avec des [*H] éthers de cholestérol formés & partir de

liposomes composés d’éther de [3H]cholestéryl hédacyl, de L-a-phosphatidylcholine et de
butylhydroxytoluéne (500 :1 :6 ratio molaire). Les HDL-[*H]CE sont obtenues par addition des
liposomes a la fraction HDL en présence de lipoprotéines plasmatiques libres, comme source de
protéine de transfert des CE, apres une nuit d'incubation a 37 ° C sous agitation légére. Les HDL
radiomarquées sont ensuite séparées des liposomes restants par une nouvelle ultracentrifugation
séquentielle et lavées deux fois dans une solution de bromure de potassium (densite 1,21). Enfin,

les HDL-[H] CE sont aliquotées et congelés & -80 ° C jusqu'a leur utilisation.

6.3. Mesure de I'uptake des HDL
Des explants de foie sont incubés a 37°C dans 1 mL de WME contenant 40 g de lipoprotéines

(0,3 mCi de HDL-[3H] CE) sous agitation légere. Aprés 3 h, les explants sont retirés du milieu,
lavés trois fois, et homogénéisés dans 400 puL de PBS avec un mini-beadbeater (Produits
BIOSPEC, Bartlesville, OK). La radioactivité retrouvée dans I'homogénat est estimée,

représentant la quantité de HDL captées par les cellules du foie.

7. Malonyl-CoA
Le dosage de malonyl-CoA est réalisé par chromatographie liquide haute performance

(HPLC). Un échantillon de 200 mg de foie congelé a 1’azote liquide immédiatement apres
prélévement est homogénéisé a I’aide d’un mini broyeur a billes (Biospec Products) en présence
d’l mL d’une solution glacée d’acide perchlorique a 6% et de 0,2 mM de dithiothreitol (DTT).
L’homogénat est centrifugé a 20000 g pendant 10 min a 4 °C. Un volume de 20 uL de surnageant
est immédiatement injecté dans une colonne en phase inverse C18 (Merck, LiChroCART,
supersphere ; 4 mm de diamétre interne et 250 mm de long). L’analyse s’effectue sur un
appareillage HPLC de type Varian équipé d’une pompe a gradient Prostar (modé¢le 230) et d’un
détecteur UV (A = 254 nm) Prostar (modele 310). La phase mobile permettant la séparation est
composée d’un mélange tampon A (0,2 M NaH,PO4) et tampon B (0,25 M NaH,PO4 + 20%
acetonitrile) dont la proportion varie selon le gradient défini dans la figure 43, avec un débit de
0,6 mL/min. La quantité de malonyl-CoA présent est estimée par étalonnage externe.
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Figure 44 : Gradient de la phase mobile lors du dosage du malonyl-CoA par HPLC.

8. Mesure de la consommation d’oxygene par des explants de foie traités au
SR141716
Les explants ont préalablement été incubés 20h a 37°C dans les conditions normales de culture

puis une derniére heure dans un nouveau milieu permettant d’orienter le métabolisme énergétique
des hépatocytes avant la mesure. Ainsi, 3 conditions ont été retenues : 1) les conditions normales
préalablement décrites (milieu de culture classique), 2) des conditions favorisant I’utilisation du
glucose en incubant les explants dans un milieu WME supplémenté avec Spg/mL d’insuline et
100puM de malonyl-CoA et 3) des conditions favorisant 1’utilisation des graisses en incubant les
explants dans un milieu DMEM dépourvu en sucre et supplémenté avec 50uM d’acide
palmitique, 100 uM d’AICAR et 200 ng/L de glucagon.

La respiration a partir des substrats intracellulaires est mesurée en utilisant une électrode a
oxygene de type Clark (Hansatech instrument, Eurosep instrument) et un milieu de base sans
substrat, le PBS. La mesure est effectuée dans une chambre de 1 ml sous agitation magnétique,
reliée & un systéme de circulation d'eau pour maintenir une température stable de 37 °C.
L’¢lectrode est reliée a un ordinateur via une interface et les signaux entrants sont détectés et
analyses avec le logiciel « Oxygraph Plus V1.01 (Hansatech) ». La consommation d’oxygéne est
mesurée pendant environ 5 min puis I’activité respiratoire est normalisée par un dosage des

protéines.

9. Glycogene
La mesure du glycogene est réalisée apres hydrolyse enzymatique selon Bergmeyer et al,

(Bergmeyer et al., 1974). Un homogénat de foie dilué dans 7 volumes de HCIO, (0,4 M) est

centrifugé a 13000 g pendant 5 min. Un volume connu de surnageant est neutralisé avec du
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K>COs3 (0,75 M), puis maintenu 10 min a 4°C. Une partie est mélangée a 4 volumes d’une
solution d’amyloglucosidase a 10 mg/mL en milieu acétate de sodium (0,3 M ; pH 4,8) et une
autre partie est mélangée a 4 volumes de tampon acétate (0,3M ; pH 4,8). Les mélanges sont
incubés a 37°C pendant 2 h, puis centrifugés a 20000g pendant 10 min a 4°C. La quantité de
glycogeéne correspond a la différence entre la quantité de glucose obtenu pour 1’essai
« amyloglucosidase » et 1’essai témoin ne contenant que I’acétate de sodium. L’ensemble du
protocole opératoire est également appliqué a des solutions de concentrations connues en

glycogene. Le glucose est dosé avec le kit utilisé pour les dosages plasmatiques.

10. Détermination de I'activité LPL
250 mg de TA fraichement prélevé sont homogénéisés dans un tampon sucrose (saccharose

réfrigéré 0,25 M, TrissfHCL (pH7,4) 10 mM, EDTA 1 mM, désoxycholate 12 mM et de
I’héparine 10 UI/mL). Une partie des homogénats (100 pL) est ajoutée a 200 pL d’une mixture
émulsionnée contenant 0,1 ; 0,5 ou 1 mM de glycérol-tri[9,10-*H]oléate (222 MBg/mmol), 5% de
gomme arabique, 0,2 M de Tris/HCI (pH 8,6), 10% de sérum de poulet inactivé (activateur de la
LPL) et 0,5 ou 5M de NaCl. L'activité lipoprotéine lipase des homogénats est déterminée en
mesurant la quantité d’acide oléique radiomarqué libérée par hydrolyse de [*H]trioléine. Aprés 1
h d’incubation a 37°C, I’acide olé¢ique libéré par 1’activité LPL est séparé de la trioléine marquée
par ajout de 3,15 mL de chloroforme/méthanol/heptane (1/1,25/0,88 ; v/viv) et 1,05 mL de
tampon borate (Na,B;O; 15mM, K,CO3; 1M, pH 10,5). Le mélange est centrifugé 15 minutes a
2000g puis la radioactivité de la phase supérieure (contenant les AGL) est mesurée aprés mélange
de 400uL de cette phase avec de I’Ultima Gold XR. L'activité LPL est obtenue par la soustraction
de l'activité non spécifique (déterminée dans les conditions a 5M de NaCl) de I'activité lipasique
totale (déterminée dans les conditions & 0,5M NaCl) et est exprimée en nmol d'[*H]oléate libéré

par heure par mg de protéines.

11. Lipolyse basale et stimulée
Les tissus adipeux viscéral et sous-cutané sont prélevés et rapidement découpés au scalpel en

petits morceaux d’environ 4-5 mm®. Ces explants sont pré-incubés 30 minutes & 37°c en milieu
de culture (DMEM-HAM F12 supplémenté en BSA 1%, cocktail d'antibiotiques antifongiques
1%). Les explants sont ensuite rincés avec ce méme milieu puis séchés sur papier et répartis dans
des plaques de culture 6 puits contenant le milieu de culture supplémenté soit avec de ’AEA
(5uM) soit avec de ’AEA (5uM) plus SR141716 (1 uM) soit un placebo puis incubés pendant 90
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minutes a 37°C. Apres cette incubation, le milieu de culture est prélevé afin de doser le glycérol
libre libéré par les explants. Ces données permettent ainsi de rendre compte de la lipolyse basale.
Les explants sont ensuite remis a incuber 90 minutes dans les mémes conditions et supplémentés
avec de I’isoprotérénol (10uM) afin de stimuler la lipolyse. Apres ces 90 minutes d’incubations,
le milieu est prélevé pour dosage du glycérol afin de rendre compte de I’activité lipolytique. Les
explants sont ensuite broyés dans du PBS afin de doser les protéines pour normaliser les données
obtenues.

12. Western blotting
Les échantillons de foie sont homogénéisés dans du PBS contenant un cocktail d’inhibiteurs de

protéases et de phosphatases (Roche diagnostics) et dilués dans un tampon 2X (Tris-HCI 125
mM, pH 6,8, glycérol 20%, SDS 4%, DTT, 5 mM, et B-mercaptoéthanol 5%). 25ug de protéines
sont déposés puis séparés par électrophorese sur gel de polyacrylamide 8% contenant 0,1% de
SDS et transférés sur des membranes de nitrocellulose Hybond-ECL (Amersham Biosciences).
Les membranes sont ensuite bloquées pendant 1 h a température ambiante avec 5% de BSA dans
un tampon salin (TBST), Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, 0,1% Tween-20. Les
membranes sont incubées soit pendant une nuit a 4°C avec un anticorps anti-phospho-AMP
kinase a (p-AMPK;Thrl72) (dilution 1:1000; Signalisation cellulaire) soit 1 h a température
ambiante avec un anticorps anti B-actine (dilution 1:10000; Sigma). Les blots sont lavés avec du
TBST pendant 1 h et incubés avec l'anticorps secondaire, un anti-lgG lié a une peroxydase
(dilution 1:10,000) pendant 1 h. Les blots sont ensuite lavés avec TBST et révélés sur film

photographique a 1’aide du réactif ECL (Amersham Biosciences).

13. Expression génique
L’expression des génes est évaluée par RT-PCR semi-quantitative en temps réel. L’extraction des

ARN messagers (ARNm) totaux est réalisée par la technique du Tri-Reagent (Euromedex,
Souffelweyersheim, France) consistant en une extraction, une précipitation, puis une re-
solubilisation des ARNm totaux en eau pure. Ensuite, la synthése de I’ADN complémentaire
(ADNCc) est réalisée a partir d’1 ug d’ARNm avec Iscript cDNA kit (Bio-Rad, Marnes-La-
Coquette, France).

Tableau 5 : sequences des différentes amorces utilisées.
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Génes J-zens primer-3 F-anti-sens primer-3 Lengusur de
lamplicon (ph)

185 gtotrggragtraatoote gcgagacagicaaaccacy 60
ACCI acaccafpttggpagtioty getgticeteappeteacat 64
ACC2 catggtagtgpetttraagpa cgiotepatateptinttets 114
CEl cogoalagatagteccaaty aaccecacoeagitoass 48
CPT-1 ggafctacaattecectetge atettasctzecggatecac 110
FAS grctoeagtraatyaatity tteg tacetocttogeaaas 35
FAT/CDA6  aattagtapaaccgggecac  ccaacteccaggtacaates 67
G6P tegectggetiatigtacct gloctaagaggaagacecga 64
Glek actttceaggecacasaca tcecagaacty taageeacte 78
HL gioaatetooopttagtpmac acttegeagaticetocage 129
HhGCeA  gectggatoppaaggagta ctiatgpefetreagectet o0
HiL ttaccatcteaccioectipg acctigetgtectgfoetic 06
LPL rta@ggaccCCtgSagacaca totcatacattCocgttaccgt 142
LEP gaccgactggrogaacasat ctgootottootoctctgta 87
FEPCK cageeag tgecceattatt ccaccasagatgataccetoa I
PPAR2 atettaactgecggatecac aggeacticigasacegaca 69
SCD-1 ccggagacecoitagatega  tagectgtasaagatiicioeasace 10:0
SEE-1 teecttegtgeattttetea gticatcecascasacagge 36
SEEEP-1c  actpptptcegcttoten accacttcgeetitocatec 70
TNF-x ggectece foteatoagtt gatctgagtoizageoictes 49
TPE acggcacageacttacteea getpteitrtpcieticeas I

Les couples d’amorces ont été déterminés avec le logiciel Primers! puis ont été synthétisés par MWG-Biotech AG
(Ebersberg, Allemagne). ACC, acetyl-CoA carboxylase; CB1, cannabinoid receptor 1; CPT-l, carnitine
palmitoyltransferase I; FAS, fatty acid synthase; FAT/CD36, fatty acid translocase; G6P, glucose-6-phosphatase; Glck,
glucokinase; HL, Hepatic lipase; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase; HSL, hormone-sensitive lipase;
LPL, lipoprotéine lipase; LRP, LDL receptor related protein; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; PPAR-y2,
peroxisome proliferator-activated receptor y2; SCD-1, stearoyl-CoA desaturase-1; SR-BI, scavenger receptor class B
type I; SREBP-1c, Sterol Regulatory Element Binding Proteins-1c; TNF-o, tumor necrosis factor-o; TBP, TATA
box binding protein.

Les PCR en temps réel sont réalisées sur des plaques de 96 puits a partir de 2,5 ng d’ADNc dans
un volume final de 25 puL composé de 12,5 uL de Mix PCR contenant du Sybr-green (Bio-Rad
S.A., France) et 300 mM de chaque amorce (sens et anti-sens). Les amorces utilisées ont été
déterminées a I’aide du logiciel « Primers » et synthétisees par MWG-Biotech (Ebersberg,
Allemagne). Les données sont analysées a I’aide du logiciel Bio-Rad et de Microsoft Excel. La
semi quantification du nombre de copies d’ADN est calculée a partir de courbes standards pour
chaque geéne d’intérét établies a I’aide de 4 dilutions (1/10 a 1/10000) d’un ADNc contrdle
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positif. Les résultats sont standardisés avec une moyenne d’expression de plusieurs genes
rapporteurs. 18S et TATAbox binding protein pour le foie et L38 et TATAbox binding protein
pour le TA.

14. Statistiques
Les résultats sont exprimés en tant que moyennes + sem. Les données ont été analysées par le test

statistique non paramétrique de Kruskal-Wallis. Les différences sont considérées comme

significatives a P<0,05.
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Abstract

Feeding mice the trans-10, ¢is-12 (110¢12) conjugated linoleic acid (CLA) isomer is associated with lipodystrophy, insulin
resistance, hyperinsulinemia, and liver steatosis. It has been hypothesized that CLA-induced liver steatosis is the result of
increased hepatic lipogenesis stimulated by high insulin levels, We studied the effects of a 12-d t10¢12CLA treatment
{1g/100 g diet) on liver carbonydrate and lipid metabolism in control and streptozotocin (STZ)-injected mice. STZ mice were
characterized by insulin deficiency, hypertriglyceridemia, and depletion of liver triglyceride and glycogen. Remarkably,
feeding 110¢12CLA to diabetic mice {(STZ-CLA) normalizea these variables. Recanstitution of fat stores in the livers of STZ
CLA mice was assaciated with lower fatty acid (FA) oxidation rates and greater malonyl-CoA concentration than in §TZ
mice. FA translocase and VLDL receptor mRNA levels were greater in STZ-CLA than in STZ mice, suggesting that
t10c12CLA increased liver lipid uptake. Phosphoenolpyruvate carboxykinase mRNA levels ana AMP kinase phosphoryl-
ation were lower in STZ-CLA than in STZ mice, indicating that 10¢12CLA may reduce glucogenic activity and promote
glycogenesis in diabetic mice. Because glycemia and glucokinase expression were not modified by 110¢12CLA treatment,
we postulated that glycogen accumulation is likely not the result of an effect of t10¢12CLA on plasma glucose utilization,
but rather is due to the contribution of lactate, the concentration of which was higher in muscle of STZ-CLA mice. The
results demonstrate that t10c12CLA stimulates liver lipid accumulation in the absence of insulin and, thus, suggest that
t10c12CLA can improve liver carbehydrate and lipid metabolism in type | diabetic mice. J. Nutr. 138: 1901-1807, 2008.

Introduction

agent, In humans, some studies also indicated a correlation
between CLA consumption and the degree of body weight loss
(4-8). Even if CLA have been shown to reduce hyperglycemia in
severely insulin-resistant Zucker diabetic rats and, consequently,
have been considered as a potential insulin-sensitizing agent
(9,10}, there is conflicting information on CLA isomer(s) role in
beneficial effects on body composition, glucose tolerance, and
lipid metabolism in rodents and humans, Obviously, there is
some evidence that CLA may give rise to deleterious effects on
insulin sensitivity and glycemic control in animals and human
studies (11-15). In mice, t10c12CLA-induced alterations of lipid
and carbohydrate metabolism are particularly marked and
associated with severe lipodystrophy, hypcrinsulincmia, and

Conjugated linoleic acids (CLA)? refer to a group of dienoic
derivatives of linoleic acid cis-9,¢is-12 18:2(n-6). In most feeding
studies, CLA are mainly represented by cis-9,trans-11 18:2(n-7),
the main natural isomer produced in ruminants, and by trans-
10, cis-12 18:2(n-6) (t10c12CLA), which essentially originates
from vegetable oil processing. During the last decade, dietary
supplementation with CLA mixtures and #10c12-isomer alone
was associated with reduced fat mass in rodents (1-3),
suggesting that t10c12CLA may be useful as a weight loss

T Author disclosures: T Jourdan, L. Djaouti, L. Demizieux, J. Gresti, B. Verges,
and P. Degrace, no conflicts of interest

? Supplemental Table 1 is available with the online posting of this paper at jn. liver steatosis (12,16-18). Accumulating evidence indicates that
nutrition.org an increase in lipogenesis is primarily responsible for liver
? Abbreviations used: ACC, acety-CoA carboxylase; apo, apolipoprotein; BSA, triglyccridc (TG) accumulation, which may be due to the

bavine serum albumin; CLA, conjugated |IH0|(:‘ICVBCId; CON, control mice; CPT-, conversion of glucose not metabolized by utrophied udipose
carniting palmitoyltransterase |, FA, fatty acid; FAS, fatty acid synthase; N

FAT/CD36, fatty acid translocase; GK. glucokinase; GPDH, glycerol-phosphate
deshydrogenase; p-AMPK, phospha-AMP kinase; PEPCK, phosphoenolpyruvate
carboxykinase; SCD-1, stearoylCoA desaturase-1; STZ, streptozotocin;
STZ-CLA, streptozotocin-injected mice treated with conjugated linaleic acid;
TBST, Tris-buffered saline; t10¢12, trans-10, cis-12; TG, triglyceride; TPB, TATA
box binding protein; VLDLR, VLDL receptor.

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: pascal.degrace@
u-bourgogne.fr

0022-3166/08 $8.00 © 2009 American Society for Nutrition,

tissue (19-21). Nevertheless, we recently observed that
t10c12CLA strongly increased mRINA levels of genes involved
in hepatic lipid uptake, suggesting that circulating lipids could
also account for TG enrichment (22).

QOur primary objective in this study was to explore the mech-
anisms of t10¢12CLA-induced steatosis in a setting where glu-
cose compared with plasma lipid contribution to TG formation
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Abstract

Background Pioglitazone (PIO) and rosiglitazone (ROSI) are widely used
as oral antidiabetic agents for treatment of type 2 diabetes. Although these
medications exert similar effects on blood glucose, recent clinical studies
indicated that PIO has a more pronounced beneficial effect on lipid parameters
than ROSI. In order to get further insight into the lipid effects of both drugs,
we tested whether PIO, compared to ROSI, could exert direct effects on lipid
liver metabolism in relation with plasma lipids.

Methods We performed in vitro studies using mice liver slices incubated
21 h either with ROSI (1 pmol/L) or PIO (7.5 pmol/L).

Results We showed that both glitazones slightly reduced HMG-CoA
reductase mRNA levels at the same degree but only PIO reduced intracellular
cholesterol content, suggesting an alteration of cholesterol uptake rather
than an inhibition of cholesterol biosynthesis. This concept was supported by
the reduction of scavenger receptor class B type I expression, hepatic lipase
activity and high-density lipoprotein cholesterol uptake in PIO-treated liver
explants. Conversely, hepatic lipase mRNA levels were increased 3.5-fold.
ROSI, but not PIO, induced acetyl-CoA carboxylase and fatty acid synthase
gene expression and increased apoB secretion suggesting a stimulation
of lipogenesis. Concurrently, peroxisome proliferator-activated receptor-y
mRNA levels were induced by ROSI and not significantly changed by PIO.
Besides, PIO appeared to be a more potent activator of AMP-Activated Protein
Kinase than ROSI.

Conclusions PIO and ROSI exert specific direct effects on liver and extrap-
olating these data to humans could explain the significant improvements in
plasma lipids observed in diabetic patients treated with PIO. Copyright ©
2010 John Wiley & Somns, Ltd.

Keywords glitazones; liver explants; lipid metabolism; HDL-C uptake; PPAR;
cholesterol

Introduction

Pioglitazone (PIO) and rosiglitazone (ROSI), two members of the thia-
zolidinediones (TZDs) family, are widely used as oral antidiabetic agents
for treatment of type 2 diabetes [1,2]. These medications have both a
glucose-lowering effect and the potential to modify lipid metabolism. Despite
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ABSTRACT Independent of their nutritional condi-
tion, Pekin ducks always exhibit higher i.m. fat content
than Muscovy ducks. To understand this difference be-
tween species, the expression level of genes involved in
lipid metabolism was analyzed in the pectoralis major
muscle of Pekin and Muscovy ducks ad libitum-fed or
overfed. The lipoprotein lipase (LPL) gene expression
was not different between species and not influenced by
overfeeding. The protein content for LPL was higher in
Pekin ducks than in Muscovy ducks when birds were ad
libitum-fed, whereas in overfed ducks, we found no dif-
ference between species. Adipocyte fatty acid-binding
protein (A-FABP) gene expression and protein content
were higher in Pekin ducks than in Muscovy ducks for
each nutritional condition (suggesting a higher intrac-

ellular transport within i.m. adipocytes of fatty acids
mainly provided by liver for this species). Overfeed-
ing did not affect the expression of genes involved in
oxidation [carnitine palmitoyl transferase 1A (CPT1A),
cytochrome-c oxidase 4 (COX4), succinyl-coenzyme
A:3-ketoacid coenzyme A transferase (SCOT)| but in-
creased the expression of fatty acid synthase (FAS) in-
volved in lipogenesis. For all nutritional conditions, Pe-
kin duck exhibited higher expression levels of CPT1A,
COX4, SCOT, and FAS than Muscovy ducks. Results
for mRNA SCOT suggested that the muscles of Pekin
ducks use ketone bodies as an energy source. In conclu-
sion, i.m. lipogenesis could contribute to the i.m. fat,
particularly in Pekin ducks.

Key words: duck, fatness, gene expression, lipid metabolism, pectoralis major muscle

INTRODUCTION

Meat quality is largely influenced by i.m. fat (IMF)
content, which affects sensory properties and nutrition-
al values of meats (Ruiz et al., 2001). The IMF content
varies between species. For example, in ducks species,
Chartrin et al. (2006a) observed different IMF content
in pectoralis major (PM) muscle between Muscovy and
Pekin ducks ad libitum-fed (2.3 vs. 4.6%) or overfed
(3.7 vs 7.6%). De novo lipogenesis is essentially hepatic
in avian species (Pearce, 1977); therefore, the differ-
ences in IMF content observed between these ducks can
result from different mechanisms. Davail et al. (2003)
suggested that the degree of liver steatosis and IMF
in waterfowls may partly depend on the peripheral ac-

©2009 Poultry Science Association Inc.

Received April 23, 2009,

Accepted July 11, 2009.

!Corresponding author: Elisabeth. Basza@tours.inra.fr

2009 Poultry Science 88:2382-2391
doi:10.3382 /ps.2009-00208

tivity of lipoprotein lipase (LPL). The role of fatty
acid-binding protein in the intracellular trafficking of
long-chain fatty acids within i.m. adipocytes has been
shown to be related to IMF level in different species
(Bénistant et al., 1998; Damon et al., 2006; Jurie et al.,
2007). Tt can be also hypothesized that difference in
the balance between muscular lipogenesis and oxidation
of the long-chain fatty acids (precursor of triacylglyc-
erol synthesis) may be an important factor implicated
in different IMF content between species (Jeukendrup,
2002; Holloway et al., 2009) and within species (Gon-
dret et al., 2004).

In this context, the aim of the present study was
to determine the effect of species (Muscovy and Pe-
kin ducks) and dietary level (overfeeding and ad libi-
tum feeding) on gene expression and protein content
of factors involved in lipid deposition in PM muscle in
relation with muscle fat metabolism (lipogenesis and
oxidation), muscle ability in lipid uptake via the LPL
protein, and the intracellular transport of long-chain
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Rats with carnitine deficiency due to trimethylhydrazinium pro-
pionate (mildronate) administered at 80 mg/100 g body weight per
day for 10 days developed liver steatosis only upon fasting. This
study aimed to determine whether the transient steatosis resulted
from triglyceride accumulation due to the amount of fatty acids
preserved through impaired fatty acid oxidation and/or from up-
regulation of lipid exchange between liver and adipose tissue. In
liver, mildronate decreased the carnitine content by ~13-fold and,
in fasted rats, lowered the palmitate oxidation rate by 50% in the
perfused organ, increased 9-fold the triglyceride content, and dou-
bled the hepatic very low density lipoprotein secretion rate. Con-
comitantly, triglyceridemia was 13-fold greater than in controls.
Hepatic carnitine palmitoyltransferase I activity and palmitate oxi-
dation capacities measured in vitro were increased after treatment.
Gene expression of hepatic proteins involved in fatty acid oxida-
tion, triglyceride formation, and lipid uptake were all increased and
were associated with increased hepatic free fatty acid content in
treated rats. In periepididymal adipose tissue, mildronate mark-
edly increased lipoprotein lipase and hormone-sensitive lipase
activities in fed and fasted rats, respectively. On refeeding, carni-
tine-depleted rats exhibited a rapid decrease in blood triglycerides
and free fatty acids, then after ~2 h, a marked drop of liver triglyc-
erides and a progressive decrease in liver [ree fatty acids. Datashow
that up-regulation of liver activities, peripheral lipolysis, and
lipoprotein lipase activity were likely essential factors for excess fat
deposit and release alternately occurring in liver and adipose tissue
of carnitine-depleted rats during the fed/fasted transition.

Fat is mainly deposited in adipose tissue, but is also observed
in liver biopsies of humans suffering from disorders originating,
for instance, from alcohol abuse, diabetes (1), or intoxications
(2). Fat storage usually results from the imbalance of the parti-
tioning of lipids between their utilization as energy sources and

* This work was supported by grants from the Ministere de la Recherche et de
la Technologie (Paris, France) and the Région Bourgogne (Dijon, France).
The costs of publication of this article were defrayed in part by the pay-
ment of page charges. This article must therefore be hereby marked
"advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indi-
cate this fact.

"To whom correspondence should be addressed: Faculté des Sciences
Gabriel, 6 Boulevard Gabriel, Université de Bourgogne, 21000 Dijon,
France. Tel: 33-380-39-63-23; Fax: 33-380-39-63-30; E-mail: pclouet@
u-bourgogne.fr.
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their preservation or synthesis as triglycerides (TG)* initially
provided by excess feeding or increased lipogenesis (3). Liver
steatosis may also exist when the lipoprotein secretion mecha-
nisms are impaired (4, 5). Genetic models of animal obesity (6,
7) and overweight humans (8, 9) have provided information on
regulations occurring in adipose tissue and liver, in which fat
deposit may be the consequence of actions mediated by insulin,
such as inhibition of fatty acid (FA) oxidation (10) or increased
lipogenesis (11, 12), and even of hypothalamic injuries (13).
Experimental studies have been undertaken to amplify the inhi-
bition of the FA oxidation pathway with drugs that reduce the
carnitine-dependent transfer of FA into mitochondria, for
example, etomoxir for the carnitine palmitoyltransferase (CPT)
I'step (14), L-aminocarnitine for the CPT 1T step (15), or 3,2,2,2-
trimethylhydrazinium propionate (mildronate) for liver carni-
tine biosynthesis (16, 17). Under normal conditions, liver mito-
chondrial FA oxidation is inhibited via the insulin secretion in
the fed state, whereas TG formation and VLDL secretion are
increased (18) without liver fat accumulation. In the present
study, we have tried to reproduce the early stage of induction
of liver steatosis to know whether liver fat accumulation is
associated with severe impairments or appropriate reactions
of lipid metabolic pathways, and if a correction for liver ste-
atosis is still possible. In this goal, the inhibition of FA oxi-
dation occurring in the fed state was extended to the fasted
state through the mildronate-mediated carnitine depletion
to obtain, in a minimum of time, the accumulation of fat in
the liver (16, 17). The experimental procedure also aimed to
amplify the relationship between liver and adipose tissue in
terms of up- or down-regulation occurring during the fed/
fasted state transition,

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animals and Treatments

Official French regulations (number 87848) for the care and
use of laboratory animals were followed (number 03056)
throughout. Male Wistar rats weighing about 170 g were

?The abbreviations used are: TG, triglyceride; VLDL, very low density lipopro-
tein; CPTI, carnitine palmitoyltransferase I; DGAT, diacylglycerol acyltrans-
ferase; FA, fatty acid; FAT/CD36, fatty acid translocase; GPAT, glycerol phos-
phate acyltransferase; HSL, hormone-sensitive lipase; KB, ketone bodies;
LPL, lipoprotein lipase; PAT, periepididymal adipose tissue; PPAR, peroxi-
some proliferator-activated receptor; FFA, free fatty acid.
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