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Résumeé

Le systeme endocannabinoidien (SEC) est impligué dans de nombreuses fonctions biologiques
comme la régulation du métabolisme énergétique. Ces dernieres années, de nombreuses études
RQW PRQWUp TXH OTREpVLWp pWD L WetB/péRWiermesr¢cep@its VX UDF\
CB1(CBIR FHQWUDX[ 'H SOXV OfLQDFWLYDWLRQ GHV &% 5 SDU
le Rimonabant§R14171% conduit aune ameélioration des parameétres métaboliques chez le sujet
REqVH &HSHQGDQW O L Q bph&ddued polrRiQ édalehent&dantBbusrpa
OfDPpOLRUDWLRQ GH FHV SDUDPgWUHV HW FYHVW FHWWH
approfondir. Pour cela, nous avotesté les effets du SR141716, sur des souris obeses afin
GipWDEOLU GHV UbPWMWLILRNYY &GXQWUH HON OH VWDWXW OLS
particulierement la régulation du métabolisme dans deux tisssisleltoie et le tissu adipeux

(TA). Des souris préalablement rendues obéses via un régime alimentaire enrichi en sucre et en
graisseont été traitées 6 semaines par SR141716 et le traitement a conduit a une perte de poids
associée a une normalisatidesparametres plasmatiqueBLQVL TXTj) XQH UpVRUSWLRC
KpSDWLTXH /fK\SRWKgVH PDMHXUH GeHaBtEiosy sbrpilssazide B VW T
XQ HIIHW EpQpILTXH GX WUDLWHPHQW V XUy auritRipnt/ 5eEROLV P |
effets directs du SR141716 sur les tissus périphériques. Par conséquent, les effets de
OYDQWDJRQLVPH GHV & % métpdidnte Kipdigud Xt ®hsvite @té @tudnes

vtro 3RXU FHOD QRXV DYRQV WRXW GYDERUG GpYHORSSp X!
traités avec SR141716. Dans ce modéele, le blocage des CB1R hépatiques est associé a une
diminution de leur expra®n génigque et dans certaines conditions & une augmentation des
capacitésER[\GDWLYHV (QILQ DILQ GIpWXGLHU OJLPSDFW GX 6(
QRXV DYRQV PLV DX SRLQW XQ PRGgOH GTH[SODQWYV GH 7% H
souscutané. 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 pdWWB LWHPHQW GH Of

et des désordres associés.

Mots clés: systeme endocannabinoidien, endocannabinoide, SR141716, anandamide, stéatose,
adiponectine, CBR, CBZR, foie, tissu adipeux, métabolisme glucidudique.



Abstract

The endocannabinoid systg ECS) is involved in many biological functions such as regulation
of energy metabolisnRecently severalstudies have showan association betweeamesityand

ECS overactivity In addition, specific CB1R antagonists such as Rimonabant (SR141716)
improvad metabolic parameters in obese patients essentially through inactivation of central
CB1R.However,peripheral CB1Rnactivation could also contribute to the improvement of these
parameters and it is this notion that hwevestudied To this purposewe tested the effects of
SR141716 on obese miae orderto establish relationships betwettre ECS activity and lipid
metabolismby looking more specificallyo its regulation in two key tissues, the liver atick
adipose tissue (ATbese rite previouslyfed with a high sucrose high fat dieteretreated six
weeks by SR141716 arttlis treatmentinducedweight loss associated withreormalization of
plasmaic parameters and a reduction of hepatic steatosis. The major hypothesis of this study is
that steatosigeversionwas associated with a beneficial effect of treatmentwsteral AT
metabolism and the&8R141716wrould have direct effeston peripheral tissueg herefore, these
effects of CB1R antagonism on peripheral lipid metabolism have been sindiétb. In this

way, we first developed a model of liver explants in culture treated with SR141716. In this
model, CB1Rantagonismn theliver wasassociated with a decreasedB1 gene expression and

in certain conditions withan increasedn Eoxidative capacity. Finallyin orderto study the
impact ofthe ECSon adipocyte metabolism, we developed a modetutured AT explants
distinguishing visceraland subcutaneousAT. Preliminary results suggest that CB1R
antagonismimitslipolysis invisceral AT. In conclusion, this work showebatperipheralCB1R

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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CB: CannaBinoides

CB1R: Récepteurs au CannaBinoides 1

CB2R: Récepteurs au CannaBinoides 2

ChREBP: Cabohydrate Responsive Element Binding Protein
CPT-1: Carnitine palmitoyltransferase |

DAG: DiAcyl Glycérol

DAGL : DiAcyl Glycérol Lipase
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FDA: Food and Drug Administration
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HL : Hepatic Lpase

HMB : Hypothalamus MédioBasal
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|. Obésité, diabeétes et insulinorésistance

sa T',xe<—=
'PILQLWLRQ FORKQLTXH GH OTREpV
/1R E p vorégpond aun exces de poids dd a une inflation des réserves énergétifiues

SUDWLTXH FOLQLTXH FRPPH HQ pSLGpPLRORJLH OfYREpVLW¢
FRUSRUHOOH ,0& /7,0& HVW FDOFXO®(ev KG)/RIQE (EDndtRes)P X OH V]
/IH VXUSRLGY HVW DWWHLQW ORUVTXH OY,0& VH VLWXH HQWL
supérieurou égala 30(Kopelman, 200Q)L'obésité a été reconneemme une maladie en 1997

par l'organisation mondiale de la santé (OMS). Cette organisation ddérsurpoids et |'obésité

comme une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la
santé». Sa prévention est un probleme sinté publique dans les pays développés. Elle peut

avoir des répercussions importantes sur la santé de l'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 nfectieuse.

SALA "2 fZte.t t— 277 ——c'e T1 Zf '"foettect T Zi', tec—t tfee 2% o
4XHOOH TXH VRLW OD GpILQLWLRQ TXTRQ OXL GRQQH OfR

FRPSULVH 7RXWHV OHV IRUPHV GYREpVLWp Ugevegaatod QW G T X
du bilan énergétique $X FRXUV GHV GHUQLQUHV GpFHQQLHV OD SUj
VRFLpWpV D IRUWHPHQW DXJPHQWp HW FHWWH DXJPHQWDW
EtatsUnis, le nombre de personnes obeses a progres€d do en 9 ans entre 1991 et 2000
(Mokdadet al, 2001) En 2002, 27 % deaméricainsétaient obéss (Yanovski and Yanovski,

2002) ‘f{DSUqV OHV HVWLPDWLRQV PRQGLDOHV GH 0206 LO
GIDGXOWHV kJpV GH SOXV GH DQV DX PRLQV PLOOLR
surpoLGV ,0& ! HW DX PRLQV PLOOLRQUMS,RDB)X'OMSHY REqV
estime que d'ici 2015, environ 2,3 milliards d'adultes seront en surpoids et plus de 700 millions
VHURQW REQqVHV &H SKdu3 Rpapdutdads e’ payy deVejoppE¥ VaisSle nombre
GfREqgVHV GDQV FHUWDLQHY J]RQHV XUEDLQHYV GH SD\V HQ Y
OH[LTXH 3pURX« DWWHLQW GYRUV H\MaGqge ¢t al, P000) EBH OD SF
JUDQFH pJDOHPHQW OD SUpYDOHmE de perbod@Rdbeséd taps B X J P H
population adulte est passée de &®n 1997 a 14,5% en 2009, soit 6,5 millions de personnes
supplémentaires, selon les résultatsl dAOTHQ T Xr WRéche R2®(SO VIDJLW GH OD
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PGLWLRQ GH OTHQTRr&bip QDWHRRH @HH VOUR EpVLWp HW GX VX
tous les trois ans depuis 1997, avec la méme méthodologie et coordonnée depuis ses débuts par le
Dr Mariee$OLQH &KDUOHV pSLGpPLRORJLVWH j O1,16(50 HW OH 3!
Odpital Pitié Salpétriere, a Paris.

Figurel $ SUpYDOHQFH GH @MREp ¥tB)VrppaftiQon) deDapBpllation francaise en
fonction de leur IMC en 20@®bEpi, 2010) Dans la figue Ala coloration rouge correspond aux régions ou la
SURSRUWLRQ GYREQVH HVW VX Sgubitrk %0 HV S RODG FiRO@ MW CBWIRB@® EWLRQ G TF
entre 14 et 16%/D FRORUDWLRQ RUDQJH TXDQW j HOOH FRUUHVSRQG j GHV UpJ
WDQGLV TXH OHV UpJLRQV HQ MDXQH QH FRQWLHQQHQW BrReL&V GH (
représentée en vert C fpFKD QW LeStOVRJQ Vo WIXLELpH O TpYROXWLRQ GH ODRogUpYDOHQI
pas précisée

/IHV JUDQGHV FRQFOXVLRQV GTf2E(SL UHPHWWHQW OfD
compréhension des multiple IDFWHXUV UpJLVVDQW OD SULVH GH SRLGV
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 Y88valemce

GH OTREpVLWp PDVVLYH HVW SDVVpH GH GH OD SRSXOD
O D XJPHQWZZDW LaRps importante touche les2% ans (+19,5 %) et de génération en
génération, on devient obese de plus en plus t6t. Pllsnpa&ncore, 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
OYREpVLWp DXJPHQWH GDQV WRXWHV OHV FDWpPJRULHV S
GYDJIJORPpUDWLRQV WKRXWHRO® SH\WRBBQOQWLRQWHOOH DX QLY
revenus du foyefObEpi, 2010)
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sdud >'fe ti‘,tec—x F— Zi—"e "f.—F—"e tF txTHZ et
'‘DQV OHV DQQpHV GLIIpUHQWYVY W\SHV GTREpVLWpPp RQW pW

présentant une obésité de type abdominal ont plus de risque de développer les pathologies
FRQQH[HV j OJREpVLWpP TXH OHV SHUVRQQHV D\DQW XQH RE
études ont depuis accentué cette notion.

L'obésité est une maladie dite multifactorielle et parmi ces différents facteurs, le rble de I'hérédité

est bien connu. PHieurs genes responsables ont été identifiés et ces derniers interviennent
essentiellemensur la production de leptine par les adipocydassi que sur son actigiBluher

and Mantzoros, 2009; Farooqi and O'Rahil909; Farooqi and O'Rahilly, 2008; Prieetral,

2008)

Cette protéine agit au niveau du SNC sur le contrdle de l'appétit et de la dépense énergétique.
ITREpVLWp FRPPXQH HVW VDQV GRXWH XQH PDODGLH SRO\Jj
géenes et @ facteurs environnementaux. Plusieurs études menées chez des jumeaux monozygotes
ont indigué que les facteurs génétiques représentent une part substantielle des variations dans
OTDGLSRVLWIBsoK BtRD 19964 Price and Gottesman, 199Cependant, en présence
GIXQH SUpPGLVSRVLWLRQ JpQpWLTXH j OfREpVLWp OD VpYpU
par le style et la qualité de viPour la premiére fois dans l'histoire de I'humanité, une grande
proportion des humains peuuss'alimenter a suffisance, voire se suralimenter ou s'alimenter sans

tenir compte de leurs besoins. Ces constatatieng 1 DS S O L T XpHdQ WutHdHnbwdél Mais

le sort des olses est encore plus préoccupant de part la emgeux de systeme périphérique

ayant une action sur les mécanismes de stockage. On trouve entreirsipkis grane
productionde récepteursDadrénergiques IDFLOLW D QW OgdidisesRe¥zemealL RQ GH
1984) ou encore une plus grande secrétimghréline DX QLYHDX G HuiGfiriildéeW RP D F
ODSSpWLW M XV W HOt eDal \R006) HEnfnD @hJretkduveégalement une forte

élévation de la sécrétion de neuropeptidpar I'nypothalamus guen plus d'augmenter I'apport
alimentaire, augmentégalementla proportion de I'énergie stockée sous forme de graisse
(Hanson and Dallman, 1995)

A I'neure actuelle, une baisse des apports énergétiques journaliers est constatée, cependant, ces
apports restent toutefois largement supérieurs aux dépenses énergétiques journalieres. C'est ce
dernier élément qui reste un facteur d'obésité. La qualité de vie est également un facteur
LPSRUWDQW SXLVTXH OfRQ QRWH XQH D Kdde dexad malaiti® SO XV
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dans les catégories sociales les moins ais€eREpVLWp QTHVW GRQF SDV XQH FR
OD GLVWULEXWLRQ UpJLRQDOH GX 7% HVW LPSRUWDQWH GD
dans les multiples perturbations des rhétiames glucidique et lipidiqu@ouchardet al, 1993)
LTREpVLWpP SUpILIXUH SDUPL OHV SDWIlkRM&dheHivétabaliqve\ Q GURF
FRUUHVSRQG j OTDVVRFLDWLRQ FKH] XQ LQGLYLGX G DX P
élévation du tour de taillaune insulinorésistae, une hyperglycémie, une dyslipidémie ou une
pression artérielle élevéblCEP, 2001WHO, 1999) /TREpVLWp HVW GRQF IUpTXHPI
GIDXWUHW WOERKE OEKKWH OfLQVXOLQRUp\WU ¥WdeQIE HontbWusedH G LDE
pathologies hépatiques comme le développement de stéatose, de fibrose et cirrhose. Dans ce
manuscrit, nous nous intéresserons tout particulierement aux perturbations métaboliques
FRQGXLVDQW DX GpYHORS&SHRHA® YO 1B\ XSDHJ W WP IDIAHBOMMESs | O 1D X J
risques cardivasculaires tout comme [I'hypercholestérolémie, ou encore I'hypertensien.
GLDEgWH GH W\SH D DWWHLQW GHV SURSRUWLRQV pSLGpPL
la population mondiale semb touchés dans les 30 années a véwild et al., 2004) Les

fondements de cette augmentation spectacula¥e\W D X[ GH GLDEgWH GH W\SH QT
totalement élucidésmais il est volontiers reconmue la surcharge alimentaire et la sédentarité

ainsi que des facteurs génétiques jouent un role clé dans ce phénomene. Il a également été montré
que O T IDQXVWUW W L R€plirdfexistarce dans le tissu adipeux, le muscle squelettique et le foie
précéde le développement du diabéte de tyjiaulherme et al., 2008)

2. Le diabeéte de type 2
On regroupait autrefoisoss 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 symptbmes et s
complications. En l'absence de traitement, le diabéte sucré se reconnait par I'élévation
chronique de la concentration de glucose dans le sang. -Ciek&accompagne parfois des
symptémes suivants: soif intense, diurese importante, perte de poidsk@esrde la conscience
aboutissant a un coma morteLa 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 ¥2 et2. Cependant, il est OLQLTXHPHQW DGPLV TWixfgigQeHsiss HUV R Q C
glycémie a jeun esdupérieure a 26g/litre lors de deux mesures successives a deux refnses

encoresupérieure a 2g/litre deux heures apres une prise orale de 75g de glucose.

10
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Le diabete de typel est une maladie aviommune qui se caractérise, en plus d'une
hyperglycémie, par une hyposulinémie due a une destruction de la plus grande partie des
cellules Esécrétrices d'insuline. Le diabéte de typ& est un diabéte de tyf@eprésentant des

carateres cliniques mais surtout immunologiques le reliant aultygafin, le diabete de type

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,gpkispar I'affection originelle
OfLQVWDOODWLRQ GH O K\SHUJO\FpPLH FKURQLTXH FDUDFW
tissus périphériques (particulierement au niveau musculaire squelettique), une insulinopénie liée a
une ou a des perturbatiods l'insulinesécrétion ou encore une synthese hépatique de glucose
HIDJpUpH 7RXWHIRLY FH GLDEqQWH VHPEOH PDMRULWDLUHPFE
associée a une insulinopénie, mais une physiopathologie unique ne saurait expliguer cett
PDODGLH KpWpURJgQH /RUVTXH OH IRQFWLRQQHPHQW GHV
hyperinsulinémie compensatrice se met alors en place et permet une homéostasie glucidique
QRUPDOH &HOD FRUUHVSRQG j OfpWDW &h¢teGle Bypep2VdeT XH H\
caractérise alors par une diminution de cat®ulinosécrétion compensatrice et par wme
augmentation de la production hépatique de gludoserévalence du diabéte de type 2 est en
constante augmentation dans le monde entier, gppativement 150 millions depersonnes

étaient atteints en 2000 et ce nombre pourrait atteindre 300 millions en 2025. Chez les personnes
GH DQV HW SOXV OD SUpYDOHQFH GX GLDEgqWH V{ipOqVYH
estimée car seulement %0 des individus diabétiques sont diagnostigii@mstanet al, 2002)

/I MfpPPHUJHQFH GX GLDEgQWH GH W\SH HVW GpWHUPLQpH SDU
SUpGLVSRVLWLRQ JpQpWLTXH (Q HIIHW OH PRGH GH YLH ©
consommation excessive de sucres simpledipakes et/ou carence en fibres, activité physique
LQVXIILVDQWH« IDYRULVH OH GLDEqQWH /HV G\WIRQFWLRQV
insulinopénie ont probablement une origine génétique, maisadesufs aggravant interviennent

LO VIOQRWODPPHQW GH OfDFFXPXODWLRQ GH WULJO\FpULGI
OYDXIJPHQWDWLRQ FKURQLTXH GHVY FRQFHQWUDWLRQV GYDFL
GHV SKpQRPgQHV GH OLSRWR[LFLWp 'H PrPH OfKar®id&JO\FpP
JOXFRWR[LFLWp VXU OHV FHOOXOHV GX SDQFUpDV SLC

OYLQVXO L (RRc¢ahEtdlp IR Q

11
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3. Insuline et insulinoresistance

3.1. Insuline
/ITLQVXOLQH HVW XQH SURW pD@HconthbkéS Bel SkidePdrndi@sk- 2vecD L U H

une chaine A21 acides aminés) et une chaing3B acides aminés) reliées par 2 ponts
disulfures (Hodgkin, 1969) /TLQVXOLQH HVW V\QWK pikéllive (86 dddEs/ IRUP
aminés), scindée dans les cellulésles ilots de Langerhans en insuline et Pegfiger une

action combinée de protéases de type trypsine et de type carboxypeptidd§e B.V XOLQH HYV
ensuite secrétégans OTHVSDFH H[WUDFHOO XODLUHtabxQlulglpcdseQVH |
danslesad /fLQVXOLQH HVW XQH K@ipBRagdurie \sStRiEGhamijued Q W H
lui conférant un réle majeur dans la mise en réserve des substrats glucidiques et lipidiques. Elle
exerce également deffets sur la croissance, la différenciation celltiirHW OfKRPpRVWD \
SRWDVVLXP &HV HIIHWV TXL GpSHQGHQW GH OD OLDLVRC
VSpFLILTXH VYH[SULPHQW HQ S U:U&foid¢, ¢ pmugckelet eHMeWURLYV
UpFHSWHXU GH OfLQVXO¢ Qéttamidrigie, Mrdée deOdéuR ShhiesV p L
Dextracellulaires et de deux sewsités Etransmembranaires contenant un domaine tyrosine
kinase. Les différentes seusités sont reliées entre elles par des ponts disulfures, ce qui fait de

ce récefeur un menbre de la famille des récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK). La liaison a

O L QV Xasdufgédlipatl Va\Bowumité Det par la partie extracellulaire des somiés E qui
contiennentGHVY VLWHV GH OLDLVRQ GH KD XWre. ld \lhisehHleEDV V H
OTLQVXOLQH j VRQ UpFHSWHXU LQGXLW GHWtBRGBEUIFDWLRQ
SHUPHWWHQW OYDFFqV taXsphtsphdrylatiwdeOrégidinFosinesHigs O D
sousunités E(Hubbard, 1997)/D SKRVSKRU\ODWLRQ GH FHV UpVLGXV HV
récepteur etlOD VWLPXODWLRQ SDU OTLQVXOLQH LQGXLW pJDOHF
certain nombre dprotéines intracellulaires dofRS-1 (insulin receptor susbtrate 1) "fD XWUH YV
substrats ayant lméme structure ont été G H Q W erndemldle d€ ces structures forme la

famille des IRS. Les deux principaweprésentants, IRS1 et IRS2, jouent des rdles
FRPSOpPHQWDLUHV GDQYV iteDVhite, PQOR)Qd_siuldtioR @i réddptéufl L Q V X C
GH OTLQVXOLQH HVW j OfRULJLQH Glélsigh§lidtan LI oW ddRQ GH
MAP kinases et la voie de la-Blkinasequi conduisent de maire respective schématiquement

DX[ HITHWV PLWRJpQLTXHV HW Pp2¥DEROLTXHYV GH OfKRUPR

12
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3.2. Insulinorésistance
%LHQ TXIYDXFXQ GRXW HuQ® fiL QWW B L\DXRULDEC BIBWsEUe duR L W

diabéte de type HW GH OYLQWROpPUDQFH JOXFLGLTXH XQH UHODWL
autres facteurs de risque cardobDVFXODLUHYV QfHVW SDV XQDQLPHPHQ'
OTLQVXOLQRUpVLVWDQFH DSSDUDVW FRPPH OfX®lueGHY SUI
(Bastardet al, 2001) /I LQVXOLQRUpVLVWDQFH HVW IDYRULVpH SDU (
semble voir ses effets déléteres augmentés avec ce phénomeéne. De plus, méme si cette
insulinorésistance est associée a un plus grand risque de développer une maladie
FDUGLRYDVFXODLUH LO HVW WRXWHIRLYV GLIILFLOH GH OD
FHUWLWXGH T X®#Hseud factelr @e/nisdueVidddpenddRerrannini, 2006; Haffner,

1999) 'H PDQLqUH JpQpUDOH LO QY\ D SDV GYDUJIXPHQW II
OfLQVXOLQRUPVLVWDQFH SOXV TXH GHREHNQWHP ER 8 VGAH W
regroupés sous le tae desyndrome métaboliqu@&roop, 2000)

/ITLQVXOLQRUpVLVWDQFH HVW GRQF oK@ bpWdyuwe ditinue®de® FW p U |
WLVVXV SpULSKpULTXHV j OD VpFUpWLRQ GTLQVXOLQH %LH:
FLEOHVY VRLHQW PXOWLSOHV OH WHUPH GYLQVXOLQRUpPVLVW
OTLQVXOLQH VHUOOKRFPPRYWDHQHGX JOXFRVH /D VHQVLELOL
dans de multiples conditions physiologiques (puberté, grossesse, vieillissement ...), sous
OfLQIOXHQFH GH WUDel Rraid? HOQIWWerPpésenEdDde[pathologies (obesite,
GLDEqQWHV V\QGURPH PpWD E R Qrédelasbuvetf leQiMbe® 106 frpde?V L VW D Q
ces derniersont liés a des phénoménes inflammatoires caractériséa@g@roduction anormale
GYDGLSRNLQHV HW SDU O9YDFWLY DflarRntatoBds, se€RraddiganGpar VL I QD
XQH LQGXFWLRQ GH PDUTXHXUYV SODVPDWLTXHY GH OfYLQIODF
"fDLOOHXUVD WBIORHQAHXY W X JJqUH gnitamentidrd g/ i@ BuHcoBr§ HeQ H
OYREpPVLWp élédvatibhF dex @bhcentrations plasmatiques de nombreasqueurs de

O 1L Q koD (P#&s, 2002b; Das, 2002a; Engstretral, 2003a; Engstrorat al, 2003b; Lucet al,

2003 Mosca, 2002)

Le TNF- D(Tumor Necrosis Facter est surexprimé dans le TA dédférents modeles animaux

G 1 R E pHotamvidigil et al, 1993)et est consiéré comme une des moides faisant le lien

entre inflanmation et obésitéen effet, eTNFFDUHFRPELQDQW DOWqUH OD VHQVL
FHOOXOHV RX GYRUJDQLYVP Higntés @WTNHRbLY enHabep@its/dWTRIBULYV Gpl

13
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SUpVHQWHQW XQH VHQVLELOd&Viyx dnimBlk xéding (ofan@IgikeCaLQH SDU
1993; Uysalet al, 1997) La surexpression de TNPpar le TA des modeles animal@ fREpV LW p
FRQWULEXH DLQVL WUQqVlinoteBidtAheeEPEODEOHPHQW j OfLQV

Figure 2. Principales voiesedVLJQDOLVDWLRQ DFWtovgsHR3 &iDabe e IMAR XOLQH
kinase(Capeau, 2003)Les protéines IRS (insulin receptor substrate) (en jaune) se positionnent au niveau de la

face cytosbique de la membrane pl&LTXH SDU OHXU GRPDLQH 3+ GRPDLQH GYKRPROR.
reconnait probablemedes phospHipides membranaires. Elles positionnent ainsi leur domaine PTB (phosphotyro

VLQH ELQGLQJ DGMDFHQW DX GRPDLQH 3+ HQ IDFH GH OD W\URVLQH

DX 5, VXU OD WA\URVLQH intem¥diting 8KIBIU d@naiie BTBUIR3Y va en outre interagir avec le

domaine tyrosin&inase du RI. La moitié carboxgrminale des protéines IRS se trouve alors & pit&idu domaine

tyrosine kinase du récepteur, qui phosphoryle des résidus tyresiéeifiques sur les IRS. Les protéines IRS ainsi
phosphorylées sont a leur tour reconnues par les domaines SH2 (src homology 2) de protéines relais (en violet), les
principales étant la sousité régulatrice de la phosphatidgbsitol 3 (PI3) kinase, leprotéines adaptatrices Grb2

(growth factor receptelbound protein 2) et Crkll, la tyrosideénase Fyn et la phosphotyrosine phosphatase SHP2

(SH2 domain protein tyrosine phosphatase $ /D 3, NLQDVH HVW OYXQH Gvéeg parl@WpLQHV L
liaison des IRS1 et 2; elle phosphoryle en position 3 les phosphoinositides membranaires, créant ainsi des sites de
UHFRQQDLVVDQFH SRXU GIDXWUHV NLQDVHVY FHOOXODLUHV WHOOHV TX
phosphoinositidelependent mtein kinase 1/2). La PKB activée par phosphorylation va a son tour phosphoryler et
DFWLYHU GIDXWUHV UHODLVY LQWUDFHOOXODLEROYLIRSEYL BX¥p VO HKR UPRG
phosphorylation de la glycogéne synthase 3 kinase (GEKfayorise la synthése de glycogéne. Celle de la kinase

p70rsk et du facteur 4BP1(4E binding protein 1), via la kinase mTOR (mammalian target of rapamycin), participe a
OfDFWLRQ GH OfLQVXOLQH VXU OD V\QWKqVH StiehW.p LoiethB kinasdlPXBP H QW D Q
LOQWHUYLHQW pJDOHPHQW GDQV OH FRQWU{OH QpJDWLI GH OTH[SUHVVLRQ
OD IDPLOOH )RUNKHDG WHOV TXH ).+5 HOOH SHUPHW OH xniéaWHQWLRQ
QXFOpDLUH OHXUV JgQHV FLEOHV WHOV TXH FHOXL GH OfHQ]\PH FOp GH
NLQDVH 7RXMRXUV SDU OD YRLH 3 -8popiothueQev XiodspQar/ldd] ét bRibanXQfattédH W D QV
pro-apoptotige Bad(Le Roith and Zick, 2001; White, 2002)% $X GpSDUW GX UpFHSWHXU GH Ofl
DERXWLVVHQW j OTDFWLYDWLRQ GH OD YRLH 0%$3 NL@DWH2 0t FesOHV SUR
phoVSKRW\URVLQHYV VSpFLILTXHY SHUPHW GYDFWLYHU OH IDFWHXU GYpFKD!
SHWLWH SURWpPLQH * 5DV GDQV OD PHPEUDQH SODVPLTXH HQ VWLPXODQW
Raf, qui phosphoryle alorsiW DFWLYH OD 0$3 NLQDVH NLQDVH 0(. UHVSRQVDEOH GH
deux MAP kinases, ERK1 et 2 (extracellular sigmagjulated kinase). Celles vont activer la kinase p90rsk

impliqguée dans la synthése protéique et vont entrer lganeyau afin de phosphoryler et activer des facteurs de
transcription tels que p62TCF impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaire. Une deuxieme possibilité

de mise en route de la voie MAP kinase (a gauche sur la figure) part duHé¢épt GH OYLQVXOLQH TXL UH
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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'"HX[ IDFWHXUV WUD QV F lihflagnldtiBnQ NgFNB@ VA FRPIDAL t/ A bigVP rGt in 1) &t

leurs enzymes partenaireles, reSHFW LY HP H @Win&s$ et JNK €-Jun NH2-terminal

kinasg, ont également été particulierement étudidis.mécanisme largement évoqué est que

ces cyt&ines nflammatoires altérent la signalisation insidue par une phosphorylation
inactivatrice des résidusgrine/thréonine des IRSfLPSOLFDWLRQ GH FHV YRLHV G
est pJDOHPHQW WUqV IRUWHPHQWteXdéJgedgrid cBpdsé&dtf HIITHW S
inflammatoires viss YLV GH OJLQVXOLQRUpVLVWDQHMNB VIS\L\UR BIH H \f WO ¥
GLQKL Hdted IKKHet IJNK (Gao et al, 2003; Yinet al, 1998) DLQVL TXH G{DX\
sérine/thréonine kiNdk HV LPSOLTXpHYV $BRamgd induUite Qav XMHD. BrRkdutpe, grace

aVHV SURSULpWpV DQWLRI[\G D toWdé WFNBD BFY1Seh tEhdpde du pt@3sL W O |
oxydant (Gaoet al, 2003) '{DXWUHV P p& IpfopridtdsQavititfiabétiquetels que les
thiazolidinaliones et les statingsossedent également dpeopriétés antinflammatoiresbien
documentées$ WUDYHUV OHXUV SURS Udspghapolidigediahdgoedéming 3335V
adion insulinosensibilisante, qui est peétre en prtie en rapport avec leur capacité a réduire

la productionde TNFDGDQV OfTDGLSRF\WH R X tokirté \darts Ipltslalxs tiesds F H W W
(Moller and Berger, 2003) HW j OYLQY HUMH SUHYFZXRWHGH OYDGLSRQHFWL
guant 2elles, capables de moduler les fonctions endothélialés etigration leucocytaire trans

HQ G R W K p O L DaQilvératier de@ydkifes piofl D P P D W R L Utetférer idiwct&riehtQur

la voie du NA¥B (Weitz-Schmidt, 2002) /fLQIODP P D W leRIQTA Kah® Qarattérisée par

XQH LQILOWUDWLRQ PDFURSKDJLTXH SHXW pJDOHPHQW FRC
HVW DVVRFLp@Vejsber® Blp 2008/ pXuet al, 2003) /D SUpVHQFEs @&T1XQ H[F
macrophages pourraorrespondrg OD FDXVH HW RX OD mMRagwWwatioiXhi@igke GH O fp
DVVRFLp | O®RIRE @kl Waamisligil, 2003; Wellen and Hotamisligil, 200%es
mécanismes cellulags et moléculaires responsables de cette infiltration macrophagique en cas

G Y H[F g WelBpperGept du TA restent tres peu connd6LHQ TXYLO DLW pWp VXJJ
précurseurs adipod) DLUHVY SXLVVHQW rWUH j O Y RddrisldT@EBh&ridreetPDFUR S
al., 2003; Cousiret al, 2003) on sait désormais que adsrniers proviennent tres majoritairement

de cellulesdérivées de la moelle osselfg¢ecisberget al, 2003) /1 D G L Sd&Bi\§MdHes cellules

de la fraction stroma vasculaire sont égalencaptiblede synthétiser et de sécréter tres grand

nombre de chemokines dontNECP-1 (manocytechemokineehemottractant proteid), un facteur
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de recrtement desnonocytes circulants, qui est surproduit ¥ W X D W L R@hratfaR€em®edy L W p

al., 2005)

Enoutre OTLQVXOLQRUpVLVWDQFH LQGXLWH SDU OHV DFLGHV J
la voie praeinflammatoire IKK/INFNYe HQW U D v @&bQ W cAdk¢sS tdMme le TNIEt

IL-6 (Bodenet al, 2005; Shiet al, 2006) De plus, les acides gras sont incriminés a plusieurs
QLYHDX[ GDQV OH GpYHORSSHPHQW GH O¢Y,5 Kcgteblsblesy XOLQp
GH UDWV RQW GYDLOOHXUV PRQWUp TXH GH IDLEOHV FRQF
GLPLQXHU OD OLDLVRQ GH OYLQVXOLQH (LeieBv@®, ROB)HESWH XU D
acides gras, ou leurs métabolites, sont également capables de contrecarrer la cascade de
VLIQDOLVDWLRQ GH OTLQVXOLQH GLUHFWHPHQW GDQV OH PX
lls activent une cascade de sérine/thréonine kinases conduuilsaphosphorylation des IRS sur

des résidus sérines et thréonines. La phosphorylation de ces résidus perturbe la phosphorylation
GHV UpVLGXV W\URVLQHV HW OTDFWLYDWLRQ GH OD 3, . &HC
avec en conséquence, renawutres, une diminution de la translocation de transporteurs du glucose
(Satohet al, 2005; Shulman, 2000)

3DUDOOgOHPHQW DX[ DFLGHV JUDV HW DX VI\QGURPH GH V'
mécanismes ®V TXH OH VWUHVV R[\GDWLI SHXYHQW pJDOHPHQW
HITHW FHUWDLQV DFLGHV JUDV DXJPHQWHQW OHV HVSqFHYV
species) notamment par des réactions de peroxydation. Les mécanismes himshideq
OTLQVXOLQRUpVLWDQFH LQGXLWH SDU OH VWUHVV R[\GDWL
PRGLILFDWLRQVY GH OYH[SUHVVLRQ GH FHUWDLQV JgQHV |
PpFDQLVPHY GILQIODPPDWLRQ 1)N% « ReddHigdigReyEVasDQV OH
et al, 2003) 'HV FKDQJHPHQWV GH OfH[SUHVVLRQésGns126 RQ
OfLQVXOL @ErteaNt vl D&)dtte] 2001)

Enfin, | 1 D G e@imeQine adipokine fortement impli@ dans les mécanismes de kitentre

O 1L Q vésidan@gidurraitégalemenggir en diminuant la réponse inflaratoire induite par le

TNF- D puisque des étude®aliséesin vitro RQW PRQWUp TXTHQ UgSpaQVH | X
OMDGLSRQHFWLQH OHV mpbrtelr B Bclivitd madidpiadgiduel € VeyadetHeur
production de TNFDdiminuée (Ouchi et al, 2000) Il semble quede nombreuses propriétés

ant- LQ 1O DP P DW R lohkktivie @bLItény 8e6 effets anNF- D ce quiexpliquerait en partie
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VRQ U{OH SURWHFWHXU GDQV O DM/ \ERIMA@mOR M ERE@VUHYDQ
OTDGLSRQHFWLQH G DRyBOthet &.R0@BRF\WHYV KXP

Va ll'fT(”.:!:...—(.i
I MDGLSRQHFWLQH HVW XQH Sddris\e¢rAQHHe eRtLEIMKUE BoQsNpludie&s) LP p H

noms [ACRP30 Adipocyte ComplmentRelated Preein of 30 kD& ou adipoQ] chez la souris

et [GBP28(GelatinBinding Protein28) ou APM1 AdiPose Mostabundant gene transcript)jL

FKH] O fKRA&®W¥aki and Yeauchi, 2005)Elle est composée de 4 domainesne
VPpTXHQFH GH VLJQDO VXU OD UpJLRQ DPLQH WHUPLQDOH V>
GIXQ GRPDLQH FROODJgQH HW GYXQ GRPDLQH JerRExXODLUH
HVW GRMMVBEWILHO GH OYDFWLY L (MgdodkRaDdR YdmiaXdHi, B0B5)O TK R U |
I TDGLSRQHFWLQH VH UHWURXYH GDQV OH SOMRMdMeVR XV G
monomeériqe de 30kDa et une forme multimérique. Parmi les multimérest nécessaire de
distinguerles hexameres (190 kDa) et les formes de haut poids moléculaire (> 300 kDa). Ces
structures sornbutesretrouvées dans le plasma et plusieurs études démontreiat magorité de
OfDGLSRQHFWLQH FLUFXODQWH VH UHWURXYH VRXV IRUPH G
(Halperinet al, 2005; Pajvanet al, 2003; Trujillo and Scherer, 2009 n revanchgles réles
physidogiques et les facteurs de régulation de ces formes circulaotésencore méconnus

(Lafontan and Viguerie, 2006)

IHV UpFHSWHXUV GH O DG LpBRR @i EtévVdofad réde@nméitBRrbauchidt D G L

al., 2003a) AdipoR1 a une expression ubiquiste, avec une prédmo musculaire, alors
TXYDGLSR5 HVW HEQWIpH[BQWRMHGDIHPY OH IRLH /fleR&SRUWDQI
récepteurs et les voies de signalisation du egEssadiponectinesont encore a déterminer.
Cependant, saoncentration circulante, qui représente 0,01%mietéines plasmatiques, est de
OTRUGUH G Hchef desBujets mincéarita et al, 1999) alors quecelle en leptirH QfHV W
quede 2 a 8 pg/L(Oralet al, 2002) /H QLYHDX GYH[SUHVVLRQ GH VHV $51P
localisation du tissu et eptus faible dans le TA viscéral que dandissu sousutané(Lihn et

al., 2004) Contrairement aux autres adipokines, elle pospldgeurs particularités qui font son
originalité: (1)les FRQFHQWUDWLRQV FLUFXOD Wés\théz 3 GatisRsQ HF W L
obéses insulinorésistants, cleg patients diabétiques de type 2 et chez les spjétentant

une maladie coronaire; (2) il existe uNneEO® WLR Q pW UR LW Hnhie@WasenshfitGLSRQH
OfLQVXOLQH HW XQH UHODWLRQ LQYHUVH HQWUH OYDGLSRQ
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toucheplus particulierement la graisse viscérale; (3) les @ca/ PHVY GY{DFWLRQ GH OfDG
font une moléculegui jouerait XQ U{OH SURWHFWHXU FRIRQLW V X COLIDORKpPALR/NNFE
ILQDO O fife éxersdraplesEffets insulinesensibilisateurs dans le muscle, le foie et le TA

via une régulation fine du métabolisme glucidique et lipidique.

4.1. Action sur le métabolisme glucidique
Les effets insulinoVHQVLELOLVDWHXUV GH Orftipakesrik é&itd FlMaLdedH V HP E(

mécanismes moléailes liés a une augmentation de la captatienglucose par les tissus
périphériques et a une diminution de lan@HRIHQqVH YLD OfDFBatM&@W,LRQ GH
2002) 'DQV OHV KpSDWRF\WHV OYDGLSRQHFWLQH SRWHQWLD
SURGXFWLRQ GH JOXFRVH SDU XQH GLPInQlws Raps GH OTH]|
néoglucogenese (PEPCK et G683 deux enzymes essentielles de la néoglucogenese, la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glu6gaeosphatase (G6PKadowaki and

Yamauchi, 2005gntrainant ainsi une réduction de la glycé@erget al, 2001; Combst al,

2003; Yamauchet al, 2002) /fDGLSRQHFWLQH PRGLILH pJDOHPHQW OD
O 7L @MriX¥vb @n potentialisant la phosphorylation des résidus tyrosines, du récepteur a
OTLQVXOLDe&t deGlf ,prétéine kinase B (PKEYamauchi et al, 2001) Dans les
DGLSRF\WHV OYDGLSRQ ge- ¢ Lguebse/ ¥vi LSrKulahkt 1© tlanslda&ivvi Ddes
transporteurs du glucose a la surface membranaire des c@iidedaet al, 2002; Toma®t al,

2002; Wuet al, 2003; Yamauchet al, 2002)

4.2. Action sur le m étabolisme lipidique

La -oxydation des AG dans le muscle et dans le foie peut étre modulée via les effets-insulino
VHQVLELOLVDWH X U (¥ruébis etO, D2GA1 S Ru@tHaF, VZQ0Q)H.a diminution du
malony-CoA intracellulaire aurait alors pour conséquencase réduction de la lipogenese
associée a une augmentation deElaxydation des acides gra& HWWH VWLPXODWLRQ GH
des AG conduit a une diminution du contenu en TG dans les tissus, ent@imsintune
amélioration de la signalisation insuliniqgue. Dans le foie, cette diminution de TG pourrait
pJDOHPHQW UpVXOWHU GTXQ FDSWDJH P RAn@hiset RBISRUWDQW G
Xu et al, 2003) Les mécanismes cellulaires de la stimulation de-¢xydation des AG par
OYDGLSRQHFWLQH LPSOLTXHQW XQH DFWLYDWLRQ GH OY1%$03.
chez le rongeufTomaset al, 2002; Yamauchiet al, 2002) 8QH IRLV DFWLYpH O
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phosphoryle O1$&& HQWUDVQDQW VRQ LQDFWLYDWLRQ DYHF SR.

concentrations intracellulaires en malo@gA. La répression allostérique du male@@A sur

la carnitine palmitoyl transférase (CRJ est ainsi théoriguement levée, favoriskntransfert

des AG a longues chaines dans les mitochondries, siege de leur oxy@lataset al, 2002;

Yamauchiet al, 2002) /1$03. MRXH pJDOHPHQW XQ U{OH DX QLYHDX D

entraine ua inhibition de la synthése du cholestérol via une action sur la régulation des HMG

réductases et de la lipase hormono sensible (L#K&mp et al, 2003; Musi, 2006)De plus, la
VWLPXODWLRQ GH O DPRJI[\CPWALRR GHNMWRQ 8 ddpéndariteda8sDe) WL H 3

muscle et dans le foigramauchiet al, 2003b) Cette stimulation de la-oxydation musculaire

HVW pJDOHPHQW OD FRQVpPTXHQFH GX FKDQJHPH®@WN&S TH[SUH
FATCD36/FATP-1 (fatty acid transporter RX HQFRUH GH OYDF\O&R$ R[\GDVH
-oxydation(Yamauchiet al, 2001)

VAUA ——"Fe "@Z%e tF Zift< ot ... —cot

2XWUH VHV HIIHWV VXU OD VHCQYineEx®@dek&ip urj Ot lp@tdctedrL QH  C
YDVFXODLUH HQ DJLVVDQW WUQV SU preseFenmteQanartdags¥a OH S L
UpJXODWLRQ GH OYH[SUHVVLRQ GHV PROpPFXOHV GIDGKpVLF
(Ouchi et al., 1999) la transformation des macrophages en cellules spuméDseki et al.,

2001) et en modulant la prolifération des cellules musculaires l{gséa et al.,2002) De plus,

O 1 Drea¢tiSeRpourrait agir en diminuant la réponse inflammatoire induite par le D d&isque

GHV pWXGHV UpDOLVpHYVY LQ YLWUR RQW PRQWUp TXTHQ UpS
macrophages perdaient upartie de leur activité macrophagique et voyaient leur production de
TNF- D diminuée (Ouchi et al., 2000) Il semble que de nombreuses propriétés -anti
LQIODPPDWRLUHY GH O9YDGLSRQHFWLEO Hui exphoete/ ¢h@atieGHYV H |
VRQ U{OH SURWHFWHXU GDQV OfTDWHKWMWRVGCHACLORWID WM @ YHHBD(
GH OYDGLSRQHFWLQH GDQBfudet\dl.R0B3)S R & HI/R Q¥EMMGM VHP
rwuUH XQH FLEOH WKpUDSHXWLTXH SRWHQWLHOOH GDQV O
WUDLWHPHQWY GH OYREpVLWp HW GHVY SDWKRORJLHV DVVRF
O 1 XW L G divierdrégitn®s alimentaires, le maintie@ {1 XQH DFWLYLWp SK\VLTXH
encore des médicaments. Ce dernier point est délicat au vu du nombre de causes possibles
SRXYDQW FRQGXLUH DX GpYHORSSHPHQW GH OTREpVLWpP (C
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VIDYqUHQW Y pUL WEaEiDde X HaQnaushboudntrobiver la Sibutramine (Meridia)

TXL HVW XQ LQKLELWHXU GH OD UHFDSWXUH GH OD 6pURWRC
(Xenical) qui est un inhibiteur de la lipase gashiestinale. Une nouvelle stratégie
pharmacolgique vise a étudier les effets du systeme endocannabinoidien (SEC). Ce systeme
SK\WLRORJLTXH UpFHPPHQW GpFRXYHUW MRXH XQ U{OH LP
alimentaire, le stockage et le métabolisme des graisses@OdFRVH $L Qtvité dOEK\SHUD |
V\VWgPH HVW DVVRFLpH j OTREpVLWpPp HW j GHV WURXEOHYV
SODVPDWLTXHYV (WHtehedds B.2eDB)W L Q H

Il. Le systeme endocannabinoidien

1. Historique
/ITLQWpUrwW GX 6(& GDQV OYREpVLWpP YLHQW GHV REVHUYDWLER

une augmentation de la prise alimentaire chez les consommateurs de cdmsabestus de la

plante Cannabissativa sont connues depuis des siecles ; son utilisation dans la pharmacopée
chinoise remontant a plus de 2000 ans ava@t Ainsi, le cannabia été recommandé au fil des

siecles dans plusieurs usages, par exemple pour le traitement de la douleur, de l'asthme, de la
dysenterie, des nausées et des vomissements ainsi que dans des cas de spasmes et de convulsions.
Dans certaines sociétés, commelmate, le cannabis fut également utilisé comme traitement de
OfLQDSSpWHQFH $X ;,;H VLQFOH GHV PpGHFLQV UDSSRUWD
mangeaient pluAbel, 1975) Cependant, au début du XXiécle, son emploi a été proscrit de la
médecine occidentalelfXQ GHV SUHPLHUV SURWRFROHV SRXU YpULIL!
FDQQDELV VXU Of9DSé&zpied Boldads \¥n ERE EHux VdyaRtKconsommeé de la
marijuana décrivaient une sensation de faim et mangeaient plus que les c¢Sitétext al,

1933) Depuis lidentification du principal constituant psychoactif du cannabis, le-@elta
tétrahydrocannabinol '¢9-THC) en 1964 (Gaoni and Mechoulam, 1964)a chimie des
cannDELQRwWGHYV D VXEL XQ HVVRU IXOJXUDQW HW SHUPLV OTl
cannabinoides, d'un systeme cannabinoidien endogéne (ou endocannabinoidien) et de la mise en
evidence du rOle essentiel de ce systtme dans la modulation neufaidéau 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 compréhension du systéammabinoide et de ses applications

thérapeutiques possibles.

Tableau 1 Bref historique du SEC.

'®-THC = deltadtranstétrahydrocannabinol, CB = cannabinoide, FAAH = fatty acid amine hydrolase ;NAPE
N-acylphosphatidyléthanolamine phospolipas&kDD = Rimonabant in obesity.

2. Les cannabinoides et leurs récepteurs
Depuis l'identificationen 1964du principal constituant psychoactif du cannabis,9eTHC, de
plusieurs autres cannabinoides naturels (cannabinol, cannabidiol, cannabigérol,amiec) wt

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

de la marijuana, leurs récepteurs principaunsi que des ligands endogenes

21



Introduction: le systéme endocannabinoidien

Figure 3: Structures chimiques des principaux cannabino(®¥hanceet al, 2004) Cannabinoide
exogene naturel ?°(-)-THC (A), des endocannabinoides (EC): anandamide (AEA) (B), helimolényl éthanol
amide (C), docosatétraénoyl éthanol amide (Egrahidonoyl glycérol (AG) (E) et 2arachidonoyl glycérol éther
) DLQVL TXH GH OfROYDQLO * DIJIRQLVWH GHV UpFHSWHXUY YDQLOORW

2.1. Les cannabinoides et endocannabinoides

Les ligands cannabinoides peuvent étre classés en trois familles : Les ligands exogénes naturels,
les ligands endogeénes et les ligands synthétiques (fByure

2.1.1. Ligands exogenes naturels
,O VIDJLW GH WRXV OHV FR FKarnabssatiddur sot icagabe8dsd @B SODQV

un récepteur cannabinoi@¢ d'activer les voies de sidisation couplées a ce récepte@n en
compte plus de 60, dont le plus abondant et le plus actif eSttlmnstétrahydrocannabinol §-
7+& 'IDXWUHV PRLQV DERQG D @WHC (a¢ti)Qaiffsi due eleaiviabi@dNV pV S D

et le cannabidiol (icoup moins actif}fsaoni and Mechoulam, £8; Pertwee, 1999)

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

endocannabinoide (EC). Les deux principaux EC sont I'anandamide (AEA), un agoniste des
CB1R (Devaneet al., 1992b) et le 2arachidonyl glycérol (zAG), un agoniste des CB1R et

CB2R (Mechoulamet al., 1995) Ces composeés, de structure lipidique, ont une -deégntres

courte et sont catabolisés par une enzyme, la FAalt, (acid aminohydrola3eCes ligands sont
SURGXLWY PDVVLYHPHQW j OD VXLWH GTXQH DXJPHQWDWLR
tissus, en particulier dans le SNC, ou ils vont moduler la libération de neurotransmetsurs.

EC ne sont pas des neurotransmetteurs; letihésa et leur métabolisnteur suggéerent plutét un

réle 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 facon
rétrograle 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
neuropeptidegVenanceet al., 2009. Le cycle de vie des EC (synthese, sécrétion, action sur
leurs récepteurs et hydrolyse) est résumé dans la figure 4 ; diverses stratégies de modulation de
leur activité y sont également indiguées.

2.1.3. Ligands synthétiques

Parmi ces molécules modis chimiquement, on trouygincipalementrois 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” HU210 agoniste CB1R et CB2R
dérivant du '9-THC CR55940 agoniste CB1R et CB2R
Amylolkylindoles WIN552122 agoniste CB1R et CB2R
Diarylpyrazoles SR141716A antagoniste CB1R
SR1414528 antagoniste CB2R
MK 0364 antagoniste CB1R
Dérivés
pyrazols Arylpyrazoles AM251 antagonisteCB1R
AMS881 antagoniste CB1R
substitus benzofuranes | AM630 antagoniste CB2R
LY 320135 antagoniste CB1R

HU-210 (Devaneet al, 1992a) CP-55940 cée par le groupe pharmaceutideiizer in 1974 WIN-55940(Rinaldi
Carmonaet al, 1994; Showalteet al, 1996) SR141716A(RinaldirCarmonaet al, 1994) SR144528(Rinaldi
Carmoneet al, 1998) MK 0364 (Fonget al, 2007) AM 251 (Gatleyet al, 1996) AM281 (Lanet al, 1999) AM630
(Rosset al, 2002) LY320135(Felderet al, 1998)

La plupart des antagonistes des CB1R, en plus de bloqueiskanligécepteur
ligand, conduia des effets biolfiquesinverses de ceux déclenchés par les agonistes du
&% 5 FYTHVW SRXUTXRL LOV VRQW TXDOLILpVY GYYDJRQL\
expliquer ces effets(1) ces récepteurs sont constitutivement actpagsune production
endogéne de cannabinefdet (2) les récepteurs sont constitutivement actifs en 'absence
de ligand. Il est difficile de trancher entteHV GHX[ K\SRWKqQVHV HW QRWL
une production endogene de cannabinoides ldasygsteme étudié. Cependant, I'activité
constitutivedu CB1R a pu clairement étémontrée dans les cellules CHO surexprimant
le CB1R dans lesquelles le SR141716A stimule la production d'AMPc alors que ces
cellules ne produisent pd¥=C(Bouabouleet al.,1997)

2.2. Synthese et dégradation des EC
/IHV (& OHV PLHX[ FDUDFWPRAI IovhpgVa p&id We GR@SE deO v

SKRVSKROLSLGHY PHPEUDQDLUHYV etp2A% pudétive desO TD F L C
TG. Ces composés de structure lipidique sont produitsdouaht et ont une %z vie tres
courte(Di Marzo et al, 2005) Les voies conduisant a leur synthése et leur dégradation sont

représentéedans la figure 4La synthese des EC est plus ou mdleyée en fonction du
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besoin. Contrairement a de nombreux neurotransmetteurs, les EC ne sont pasateckeés

des vésicules mais plutbt synthétisés a la demande en réponse a une stimulation aigué. Cette
réponse passe par un accroissement en Ca2+ inttaicellqui initie la synthese et le relargage

des EC. La production et la dégradation des EC sont des phénomenes treqEapielest al.,

2005)

XAXAWEA +..feceof TF e>e—S°et t1 Zifoefoetfoctt
/9% (%stconstituéGIDFLGH DUDFKLGRQLTXHp& ueHaigo6 &nid@e b8tk DQR O |

synthétisé en deux étapes (1) le précurseur de l'anandamide ; la-afchidonoly
SKRVSKDWLG\OpWKDQRODPLQH HYV VacylrahRf&ase \WuH cadadyse 1© {DF W |
transfHUW LQWHUPRO pF arecbidodittle Gt I'€@HpDdfam@eél de la phosphatidyl
éthanolamingCadaset al, 1997) La N-acyltransférasest régulée par deux seconds messagers :

le calcium et I'AMPc (Cadas et al, 1997) (2) Le clivage de la Marachidonoy
phosphatidyléthanolamé par une phospholipase D spécifiquea@yl phosphatidylethanolamine
phospholipase DNAPE-PLD) libére I'AEA et un acide phosphorique par un mécanisme calcium
dépendanf{Piomelliet al, 1999) /HV FRQFHQW U D W [eRé&paGCsHidPp@Bdabiesva O

celles d'autres neurotransmetteatdes concentrations les plus fortes sont retrouvées dans les
JRQHVY Re OfH[SUHVVLRQ GX &% 5 HVW OD SOXV LPSRUWDQW
cortex(Di Marzoet al, 1994; Feldeet al, 1996) /1 $ ( $posséde une plus forte affinité pour le

CBI1R (Ki e61: 543nM) que pour le CB2R (Ki e271940nM)(LopezMorenoet al, 2008)

2.2.2 Mécanisme desynthése 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 synthese. Toutefois, deux voies ont été identifiees
(Piomelli, 2003). (1) un phosphatidylinositol estive en 1,2diacylglycérol (DAG) par la
phospholipase CStellaet al, 1997) Le DAG est ensuite hydrolysé par la DAG lipase afin de
libérer le 2AG (Farooquiet al, 1989) (2) un phosphatidylinositol est clivé par la PLAdiggs

and Glomset, 1994afin de produire du -2rachidonoylysophospholipide, qui a son toest
hydrolysé par la lys®LC en 2AG. La formation du 2AG est déclenchée par la stimulation de
l'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 BIBSQQXV O7$($ HW OH
arachidonoylglycerol (2AG) (De Petrocellis and Di Marzo, 20Q9)ifférentes voies peuvent exister a la

fois pour la formation et le catabolisme de I'AEA et d&@. Le premier provient d'un précurseur phospholipidique,
N-arachidonoylphosphatidyéthanolamine NArPE), formé a partr de la Jdrachidoylation de
SKRVSKDWLG\OHWKD QR Gdoyhriagstdrayds INATY. DIRANRE S @ariGfdrnie en AEA via quatre voies
alternatives possibles. La plus directe est catalysée par temyHghosphatidyléthanolamineélectives de la
phosphodiestérase (NAFELD). Le 2AG quant a lui, est produit presque exclusivement par I'hydrolyse de
diacylglycérols (DAG) via des DAG lipases a et blssélectives (DAGLS). Apres une réabsorption cellulaire par un
mécanisme restant duéidé (EMT), 'AEA est métabolisé par la FAAH et 1A% via plusieurs monoacylglycérol

lipases (MAGLs) méme si ce dernier peut également étre dégradé par la FAAH. Les deux EC activent les CB1R et

&% 5 DYHF XQH DIILQLWp GLIIpU HaQpNsHfort® HéurHesDA DéQeyteuds) 21 IUNE effiéawité

différente (le 2$* SRVVpGDQW OTfHIILFDFLWp OD SO%$V$ p®OHXYW Hp GIDAHP DQIW G RW|
récepteurs TRPV1 transient receptor potential vanilloid tyd¢ et interagir avec plusies autres cibles

moléculaires, alors que les deux composés semblent capables d'interagir avec UBBRIB6t€ine G couplée a un

récepteur orphelin. Abh4,6,12ab-hydrolases4,6,12; PLD phospholipase D; PLA1/2phospholipase Al/A2;

PTPN22: protein typsine phosphatase N22. Les voies de biosynthése sont représentées en noir et celles de
dégradation en bleu.

Dans le cerveau, leRG est un intermédiaire important pour de nombreuses voies biochimiques
et est présent a des concentrations 200 fois supédsiel V | Plomedi, 2003) Le 2AG se lie

avec une affinité comparable aux récepteurs €BLB2(Ki e400 1400)(LopezMorenoet 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 nisées de recapture des
endocannabinoides dans le cytosol sont encore méconnus et tres contrBlagseiss équipes

RQW DYDQFp OTK\SRWKgVH GH OD SUpVHQFH GTXQ WUDQVSR
pharmacologiqueg¢Hillard et al, 1997; Piomelli, 2003; Ronest al, 2004) Une fois dans le

cytosol les EC sont alors métabolisés par des sérines hydrolases intracellulaires spécifiques: la
IDWW\ DFLG DPLGH K\GUR O RCvadatt §t$eh, +1998)R X&) meGnh&cliylycerol

lipase (MAGL) pour le 2AG (Dinh et al, 2002) Toutefois, il a été récemmentontré que la

FAAH pouvait également hydrolyser IeAG (Blankmanet al, 2007; Di Marzo, 2008b)

2.3. Les récepteurs aux EC

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

CB2R (Figure 5). Legénecodant pour I&€€B1R (ou récepteur central) a été cloné par Matstida
al en 1990puis 3ans plus tard, Munret al ont clonéle géne codant pown autre récepteur

nommeée CB2 (ou récepteur périphérig(Matsudaet d., 1990; Munrcet al, 1993)

Figure 5: Structure moléculaire d&2B1R et CB2R (droits réservés).

/ID ORFDOLVDWLRQ HW OHV SUL Q FduS Baxdrjabirioideld SonGripdsetefRk Q G H
en figure 6.CBIR est le plus représenté dans le SNES mammiféres et est trouvé dans de
nombreuses régions du cerveau (bulbe olfactif, cortex, hypothalamus, noyau accumbkes, etc).

CB1R sont principalement localisés au niveau du SNC, et également le long des voies de la

douleur (neurones afférents primes et moelle épiniejgAgarwal et al, 2007; Lever and Rice,
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2007) lls sont également présents dates nombreux tissus périphériques comme le tractus
gastreintestinal, le foie, les muscles squelettiques, le TAHV RV H {EndelfjatVJotdxny
2006)

Figure 6: Contribution de I'hyperactivité du systeme endocannabinoidien aux anomalies métaboliques
associées a l'obésité viscérdle.SEC agit essentiellement aiveau du cerveau, du tissu adipeux, du foie, du
tractusgasto-intestinal du pancréas et des muscles squelettiques. Ces différents effets seront développés en détails
dans ce chapitrddapté dgDespre et al, 2006)

Ce récepteur est essentiellement localisé sur les cellules endothédiatesl] OT+RPPH HW (
URQJHXU OfTH]IS B3 YluRapvde Xlads%es adipocytes que dans toutes les autres
cellules périphériqueBensaidet al, 2003; Cotaet al, 2003) L'expression des CB2R, quant a

elle, semble restreinte aux tissus périphériques occupant des fonctions immunitaires, bien que ces
récepteurs aient été egalement décelés asnadipocytes humain&ngeli and Jordan, 2006)

dans le cerveau, les ganglions de la racine dorsale, la moelle épiniére, les neurones sensitifs, la
microglie et les tissus périphériqugihaveriet al, 2007) Le réle de CB2 dans la biologie de
OYDGLSRF\WH DLQVL TXH O k%te geulcsrdbane @@V PpWDEROLTXHYV
Du fait de cette distributionJe CB1R est plutdt associé aux effets psychotropes des
FDQQDELQRWGHYVY HW &% DX[ HITHWV LPPXQRPRGXODWHXUV

capable, a forte dose (1M), de se lier a un récepteur de type canal calcique, le récepteur

27



Introduction: le systéme endocannabinoidien

vanilloide (Di Marzo et al, 1998; Howlett and Mukhopadhyay, 2000; Smaettal, 2000;
Zygmuntet al, 1999)

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

les génes de ces récepteurs a permis de mettre en évidence certains effets biologiques des

cannabinoides indépendants de leurs récepteurs cessiq

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

procurée par le pimeniSzallasi and Blumberg, 1999L'est un récepteur canal cation fnon
sélectif nommé TRPV1 ou VR{Caterinaet al., 1997) s'ouvrant sous l'effet d'un stimulus
thermique spérieur a 48°C. Ce récepteur est particulierement abondant dans les neurones
sensoriels mais est exprimé également dans certairtesszones du cervea(Mezey et al,

2000) L'AEA est un agoniste du récepteur \lmide. En effet, ce dernier provoque certains
effets caractéristiques de l'activation de ce récepteur comme la stimulation de l'apoptose de
cellules de lymphome et de neuroblastdiMaccarroneet al, 2000) ou enore la vasodilatation

des artérioles endothéliumdépendan{Zygmuntet al, 1999) Tous ces effets sont bloqués par

un antagoniste sélectif du récepteur VR1, la capsazépine.

2.3.2.2. Le récepteuputatif de I'abnormal cannabidiol
(Q ':DJQHU HW DO RQW GpFULW GHYV HII-m&henandamidec L O D W I

sur des arteres mésentériques isoféémgneret 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 9THC ne peuvent reproduire ces effélaraiet al, 1999; Wagner et al.,

1999) &HSHQGDQW CBLIR GBRIZUMREALNMMUE les effets de I'AEA, du R
méthanandamide et de I'abnormal cannabmliol'endothélium vasculair€Chaytoret al., 1999;

Jaraiet al, 1999; Wagneet al, 1999)HW FH E ORF D J Huv® §vdd/W a@re sintaganigte R
desCB1R, 'AM251 (Ho and Hiley, 2003; Whitet al, 2001) & HV GRQQpPHV VXJJqUHQW
de sites de liaison de I'AEA et durRéthanandamidsur des récepteurs distincts des CBtR

CB2R.
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2.3.2.3. Le récepteur GPR55
Le récepteur GPR58Ryberget al, 2007)a longtemps été considéré comme un récepteur couplé

a une protéine G orpheline. On sait maintenant qu'il est capable de lier plsiByrosés dont

le CP55940 (cannabinoide synthétique aminoalkylindol), le cannabidiol, 'AEA et la virodhamine
ainsi que I'abnormal cannabidiol. Ce récepteur possede une faible homologie de séquence avec
les CB1R et CB2R et est different du récepteur dbnbrmal cannabidiol car les effets
vasodilatateurs de I'abnormal cannabidiol non induit$gsdZB1R sont conservés chez les souris
GPR55" (Johns et al, 2007; Maccarroneet al, 2000) Le récepteur GPR55 est
préférentiellement exprimé dans les glandes surrénales, l'intestin, et le cerveau mais dans de
moindres proportions que le CBXRyberget al, 2007) GPR55 semble jouer un réle dans les
neuropathies car des souris Rg%/- sont résistantes a la douleur via un mécanisme impliquant

une augmentation des cytokines antiammatoireqStatonet al,, 2008)

2.3.2.4. Le récepteur hippocampal des cannabinoides n@B1
Le CB1R estimpliqué dans linhibition du courant excitateur psghaptique induite par le

glutamate(Stella et al, 1997) Cependant, Hajost al ont montré que W1N55212 pouvait

inhiber le courant excitateur pesgnaptiqueprovoqué par une stimulation monosynaptique sur

GHV QHXURQHV GH OYKLSSRFDPSH GH VRXU LN ((Nap3eYdd, JHYV PDL
2001) Cet effet est sensible a la toxine pertussique, au SR14171i6Aamsensible a 'AM251

(Hajos and Freund, 2002} ela suggere I'existence d'un récepteur couplé aux protéines Gi/0 autre

que CBR HW VHQVLEOH DX 65 $ ,0 D WRXW GYIYDERUG pWp
similaire au récepteur de I'abnormal cannabidiol. Néanmoins sa sensibilité au W1N5212

'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 récepteuCB2like
Le palmitoyléthanolamide est un amide d'AG ne se liant ni au CB1R ni au (&hiReret al,

1995) Cependant, il exerce un effet antinociceptif bloqué par le SR14&EHRnano et al.
1998) et potentialis la migration de la microglie de fagon toxine pertussique ser{&itdaklin
and Stella, 2003)Cesrésultats suggerent I'existence d'un récepteur couplé a Gi/0O 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 pas ¢annabinoides sont induits par un couplage a la

protéine G de type Gi/Go, sensible a la toxine pertussique. Il semblesiG81R puisse se

coupler aux deux types de protéines Gi et Go, alors que CB2 se couplerait préférentiellement a

Go (Glass and Northup, 1999Cette difféfence de couplage pourrait expliquer la variation
GTHIILF D'RIMOp(c&Kabinoide principal du cannabis) a activer ces CB1R et CB2R. En

effet, bien que le'9-THC se lie avec la méme affinité aux deux récepteurs, il ads€B1R

mais pas, ou seulement de fagon partieeCB2R (Bayewitchet al.,1996) Les CB1R et CB2R
SHXYHQW DYRLU XQH DFWLYLWp EDVDOH FRQVWLWXWLYH HC
antagonistes SR141716 et SR144528 qui bloquent cette activité constiitioemportent

comme des agonistes invers@ouaboulaet al., 1999; Bouabouleet al., 1997; Glass and

Northup, 1999)

/I YNDFWLYDWLRQ GHV UpFHSWHXUV FDQQDELQRwWGHV DJLW S
signalissWLRQ LQWUDFHOOXODLUHY DX[TXHOOHV LOV VRQW FRX.
(mitogenactivated proteijikinases et certains canaux ioniques (action spécifigukes CB1R)

(figure 6 - WUDYHUV FH FRXSODJH *L *R OifdDiEsvhulaevdnRQ GHV &
signal inhibiteur et un signal activateur, dont les prévalences respectives dépendent du type

cellulaire.

X4zAwWa Sc,c«—c'e T1 ZiftxersZf-1 ..>...2f+%
/I fDGpQ\ODWH F\FODVH HVW OfYHQ]\PH UHVSRQVDEGH GH OD

F\FOLTXH $03F OfXQ GHV SULQFLSDX[ VHFRQGYV PHVVDJHUYV
/ITLQKLELWLRQ H V-¥épehpants etvrmddi®eHpar Gife\prbtéine G (Glilowlett and

Fleming, 1984; Howletét al, 1986); labDLVVH G1$03F GDQV OD FHOOXOH HQW
OD SURWpPLQH NLQDVH $ 3.3 HW OYDXJPHQWDWLRQ GHV SUR
protéine kinase FAKf@cal adhesion kina¥éDerkindereret al, 1996) Il a également été montré

gueles CBIR pouvaert étre couplé a la protéine Gs : on observe alors une augmentation du
WDX[ GT$03F HW GRQF XQH DFWLYDSWBRRj] GYA QPHY W YELH LFRXK
dans le cas ou la protéine Gi est inlil§par la toxine pertussique). Les récepteurs cannabinoides

&% HW &% VRQW FRXSOpV QpJDWLYHPHQW j OYDGpQ\ODWH
'HV GLIIpUHQFHV TXDQWLWDWLYHV VXJIJqQUHQW TXTLO H[LV\

suivant legécepteurs cannabinoides dans les différentes régions du c@Piaaelli, 2003)
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Figure 7 : Principales voies de tramhsction du signal modifiées aprés action des EC via les CB1R, VR1
ou par action direct¢venance et al., 2004y I DFWLYDWLRQ GHV &% 5 HW &% 5 SDU OHV
LQKLELWLRQ GH O1DFW é&ffetLeat inhibeRp@r v tralitehtént par 1& toXivie pertussique, révélant ainsi
OTLQWHUYHQWLRQ GTXQH SURWPLQH * -enymié(Asnkri,*1998; NEBIIRter MtHGREX SODJH |
2002) /91%$($ HW*OHRQW GHV DJRQLVWHY HQWLHUV GH GCBRKHAnEathR,Q GH OYL
seulle2$* HVW DJRQLVWH HQWLHU DX QLYHDX GX &% 'DQV FHUWDLQHV FRQ
FRQGXLW j XQH SURGXFWLRQHGGSHOMMSH. DVXQBQ/URMFDV O9f$(RSGHYLHQW
CB1R, contrairement au-* TXL UHVWH DJRQLVWH HQWLHU /IDFWLYDWLRQ GX &%
directe des canaux de typgChemin et al., 2001) SDU OH ELDLVY GYXQH SURWpPLQH *L R PDLV
F\FODVLTXH /1DFW L vibu&/la ReQsildlité\au péterbielGe membrane des canaux potassiques de type A

.$ YLD XQH SURWpPLQH *L R HWbitoH deDeoBiQadepyiate Qyad&sEIpnoteing kinaBg A Q
(PKA) (Ameri, 199; McAllister and Glass, 2002pe plus, les EC inhibent deux autres types de canauxsjaptas:
des canaux de fuite sensibles aux protons (TAjKet les canaux de type M (KMMaingret et al., 2001;
Schweitzer,2000) /11$($ D XQ GRXEOH HIIHW LQKLELWHXU HW VWLPXODWHXU
NMDA (M-méthytD-aspartate)(Ameri, 1999; McAllister and Glass, 2002) /fLQKLELWLRQ HVW XQH FR
indrecWH GH OYLQKLELWLRQ GHV FRQGXFWDQFHY &D GH W\SH 3 4 DSUqV D
GIXQ HIIHW GLUHFW GHV (& VXU OH UpFHSWHXU 10'$ FRQGXLVDQW j X
FDQDO /YDFWLY D u¢UR ®ieSdedIMAPHRNases (mignactivated protein kinasegAmeri, 1999;
McAllister and Glass, 2002) GpFOHQFKH XQH FDVFDGH DERXWLVVDQW LQ ILQH j Of
multiples, tels ga krox 24, efos ou ejun. Deux autres MAP kinases sont activées par les EC lors de stress
cellulaires: p38VAPK et cjun-N-terPLQDO NLQDVH -1. /[TIDFWLYDWLRQ GH -1. FRQGXL\
alors que celle de pAGAPK a des effets neuroprotddtX UV D L Qprdfiléfaxefild @QWwriveau de cellules
tumorales(Galve-Roperh et al., 2000; Guzman et al.,, 20026 HXOH Of1$($ SDUPL OHV (& DFWLY
vanilloide de type 1 (VR1) (12), un canal catioguon sélectif de la famille des canaux TRP (transient receptor
potential) impliqués dans les phénomenes de détection de stimulus nocicepteurs et dans la transduction de
OTK\SHUDOJpVLH LQIODPPDWRLUH pthdé d&skKOBURPd: TBHuUX pHidinds IG InQdot pag GH FR X
équivalentes: si les deux types de récepteurs possedent une tres forte affinité pour Gi, celle du CB1 pour Go est 10
IRLV VXSpULHXUH j FHOOH GX &% &HOD SHXW H[SOLTXHU CG§m&VHQFH R
ioniques, contrairement au CRIT XL HVW FDSDEOH GH PRGXOHU OYDFWLYLWpP GH QRPEL

/TLQKLELWLRQ GH OfDGpQ\ODWH F\FODVH LQGXLWH SDU OHV
GIDXWUHV UpFHSWHXUV QRQ FDRRICELIQR @G HYW IPRHRHQMW SR

cyclase par des protéines G, comme par exemple les récepiwdrénergiques, M4
muscariniques,Gopioides(Howlett and Fleming, 1984; Pacheebal, 1993) $LQVL OYfYDGGLW
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GIXWUHYVY DJRQLVWHYVY RSLRWGHV *$%$$ PXVFDULQLTXHV G
DGGLWLI VXU OYLQKLELWLRQ GH ODGpQ\ODWH F\FODVH &HS
leurs propres poolsH SURWPLQHV * LOV SépEbdslddapMs doédHprot&ined X W U F
OH PrPH HIITHFWHXU FRPP X QChil@efDaBd QeadvipyMr HLOB6Hh @ikY Hs

effets conjoints des agonistes GABAB et cannabinoide3wb DGGLWLIV GDQV OH FD\
GTPasique dans les cellules des grains du cerfRdehecet al, 1993)

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

survie neuronaléFukunaga and Miyamoto, 1998plusieurs membres de la famille des MAP
NLQDVHV VRQW DERQGDPPHQW SUpVHQWY GDQV OH FHUY|
physiologiques ou pathologiques (ischénpeS LOHSVLH /HVY FDQQDELQRWGHV VF
la voie des MAP kinases telles que ERK1Extfacellular signalrelated protein kinage
LPSOLTXpHY GDQV OD UpJXODWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GH Jq!
indépendanttif OfLQKLELWLRQ GH (BbusbolReGEaX,AY9R)RQ GT$03F

En conclusionon observe que les récepteurs cannabinoides induisent une signalisation cellulaire
FRPSOH[H 6L OYLQKLELWLRQdes idanaukDdaipues @edbrkineFddan® Y H HW
FHOOXOHYV GX 61& FYHVW OYDFWLYDWLRQ GHV FDVFDGHYV

cannabinoides dans les cellules immunitaires et tumorales.

3. ROle du SEC dans la modulation de la prise alimentaire et de la masse
corporelle
Les phyt@annabinoidestles (& VRQW FDSDEOH GH VWLPXOHU OD SULVH LC

GH &% 5 FHQWUDX|[ FKH] QMdtias RiIHDI MavzoQ200T) Ragakda{,2006;

Janshidi and Taylor, 2001; Williams and Kirkham, 1999% HW HIIHW RUH[LJgQH VILQ
UpVHDX FRPSOH[H GILQWHUDFWLRQV DYHF OHV SHSWLGHV U
FRXUV GH OYREpVLWp H[SpULPHQWD ovék tthvié deteQ@itvatidnE Xé¢$ ] O TK
WDX[ GT(& GDQV OfK\SRWKDODPXV DXJPHQWHQW DYHF OH Mt
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
stimuldion de l'appétit), ce qui suggére que les EC interviennent a plusieurs niveaux de la
régulation de la prise alimentairf@gHarrold and Williams, 2003)Inversement, des souris

déficientes en CB1R (CBY) sont résistantes & un régime hypeidique (Ravinet Trillouet al,
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2004) et présentent 24% de masse corporelle et 60%hatese grasse en moins que des souris
VDXYDJHV /H PrPH W\SH GfHIIHWYVY VXU OD SULVH DOLPHQWD
Of+RPPH HW OYDQLPDO VXLWH j XQ WUDLWHPHQW SKDUPDI
(SR141716)Jbilo et al, 2005; PiSunyeret al, 2006; Ravinet Trillowet al, 2003; Van Gaabt

al., 2005) Il est intéressant de noter que, chez des souris ob8Bd<1716(antagoniste

spécifique des CBIRQTHQWUDVQH XQH G L Ahéptdi qiQuiGn lapEem@teL VH D
semaine. Pourtant, la perte de poids se prolonge pendant les 5 semaines restantes malgré une
normalisation de la prise alimentaifébilo et al, 2005; Ravinet Trillouet al, 2003) Chez la
VRXULV REqVH OfDGPL @ hrdvagueDUneL iR/tdpltagie Gansitoire qui ne peut
expliqguer completement la perte de poids prolongée induite par la mol&tates and Di

Marzo, 2007; Pagottet al, 2006) VXJJpUDQW TXH OD SHUWH GH SRLGV (
FRQVpFXWLYH j XQH GLPLQXWLRQ GH OD SULVH DOLPHQWDL
dépense énergétique a été avancée en observant une augmentation de la consommation basale
G TR [Ael (+37%) chez des souris obeses traitées par le Rimon@largt al, 2005) Ces
observations suggéerent que le SEC est associé a des régulations métaboliques indépendantes de la
SULVH DOLPHQWDLUH &HV HIIHWYV PpWDEROLTXHV SRXUUDL
UpFHSWHXUV DX[ (& SpULSKpULTXHV TXlen Rpesendgque danéRQW E
le cerveau, sont présents désadipocytede foie, les muscles squelettiquessles cellulesEdu

pancréagEngeli and Jordan, 20Q6)

3.1 SEC et régulation centrale de la prise alimen taire

3.1.1 Effets centraux du SEC sur la prise alimentaire
En 1971, une premiére 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
standardisé¥ GH FDQQDELV HW GDQV OHV GHX[ FRQGLWLRQV Xi
consommation alimentaire a été décrite aprés ingestion de marijuana par rapport au placebo.
&HSHQGDQW FHWWH WHQGDQFH Q HVW VLJ@aldtgr,OWLD)YH TXH
Quelgues années plus tard, une autre étude consistant a faire varier la quargiieHde dans
les cigarettes des sujets a révélé un effet différent de ce composé sur l'appétit. Des doses élevees
ont en premier lieu provoqué une diminution de la prise alimentaire suivie d'une augmentation
subséquente, alors que des doses plus faibleH@W UDvQp XQH VWLRABDWLRQ (
1971) '{DXWUHV H[SPpULHQFHV RQW pJDOHPHQW SHUPLV GH Gpl
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de marijuanaugmente significativement la ration calorique quotidienne moyenne chez 'homme
(Foltin et al, 1986; Greenbergt al, 1976) Afin de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la stimulation de la prise alitaéne induite par les cannabinoides, les modéles
animaux ont alors représenté un outil idéal. Ainsi, en 1965, une étude a montré une augmentation

de la prise alimentaire chez le rat aprés administration de cannabis (10 mg/kg, une injection
intrapéritonéale au cours de la premiére heure pogtction (Carlini and Kramer, 1965)

Toutefois, les données obtenues a partir d'animaux sont encore incomplétes et pas toujours
simples a interprétdKirkham and Williams, 2001)Le développement de composés spécifiques
enmesureGIDYRLU XQH DFWdesQBIR § Brawelldfh® wneé Rouvelle impulsion a

O pWXGH GH OD UpJXODWLRQ GX FRPSRUWHPHQW DOLPHQWD
molécules a fortement suggéré que les effets hyperphagiques induits' ParteC passaient par
l'activation des CB1R. Des études ont alors montré que linjection intrapéritonéale de
I'antagonistadesCB1R SR141716 est en mesure de réduire considérableme&nsnsommation

d'alcool ou de saccharose ainsi que la sensation de soif chez dé&rmatse et al, 1997;
Freedlandet al, 2001; Gallate and McGregor, 1999e plus, SR141716 réduit de facon
sélective la consomation de produits sucrés chez le ouig@imiandet al, 1998) Le rble des

EC dans la stimulation de la prise alimentaire a également &érsupar une étude montrant

gue I'AEA, via l'activatiordesCB1R, est capable d'induire la salimentation chez des rats déja

nourris (Williams and Kirkham, 1999)De maniére intéressante, le degré d'’hyperphagie induit

SDU O1%$($ HVW SOXV PRGHVW'B-THQ HnalsHa3 Xffetd eGixteitVpl&DU OH
longtemps. De plus, méme a trés faible dose (0,001 mg / kg), 'AEA semble exercer un effet
stimulant sur I'appétitHaoet al, 2000) Les CB1R et les EC étant présents ardesaux élevés

dans I'hypothalamus, les effets exercés par les EC sur la prise alimentaire sont clairement liés a
leur action directe sur cette région du cerveau tres impliqguée dans la régulation de I'appétit et de

la prise alimentairéGonzalezet al, 1999) Une démonstration trés convaincante concernant les

effets stimulants des EC sur la prise alimentaire a été effectuée par Di daizpui a montré
TXIXQH LOQMHFWLRQ GH OHSWL Qs dbloblieddiDey/drahtités\d'AER &P D O H
de2%* GDQV O K\SRWKDODPXV HW TXTXQH VLIQDOLVDWLRQ Gp
niveaux élevés d'EC hypothalamiques suggérant une diminution du phénoméne de satiété et une
augmentation de la priseiraentaire(Di Marzoet al, 2001b) (Q SOXV GYH[HUFHU XQ H

prise alimentairgar le biais desystemes régulateurs de stress et de recomffendeet al.,
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2005; HIl and Gorzalka, 2006; Kirkharat al.,2002; Patekt al.,2005) le SEC participe a

OD UpJXODWLRQ GH OfDSSpWLW HW GH OD GLJHVWLRQ (Q
dontla leptine (anorexignique (Di Marzoet al.,2001b)et la ghréline (orexigniqué (Tucci

et al., 2004) De plus, des études ont révelé la présence de CBI1R et, plus réecemment, de
CB2R dans le rhombengkale (partie inférieure du cerveau dDfRQ WURXYH GH S
VWUXFWXUHY FRPPH OfYfDUHD SRVWUHPD OH QR\DX GX WU
QHUI YDJXH TXL IRUPHQW OH FRPSOH[H YDJDO GRUVDO
vomissementgHornby and Prouty, 2004; Partosoedaetoal., 2003; Van Sickleet al.,

2003) la moaotilité gastrique(Krowicki et al., 1999) HW OD VpFUpWLRQ GYDFLC
(Hornby and Prouty, 2004) '{DXWUH SDUW O 1D Faftt JuR extrédr@ésGlesV & % &
QHUIV VHQVLWLIV LQWHVWLQDX[ HW HQ SpULSKpULH GX
(Hornby and Prouty, 2004; Partosoedags@l.,2003) Il est également intéressant de noter
qguelaSUpVHQFH GH &% 5 HW &% 5 D pWp GpWHFWpH GDQV Ol
FHY UpFHSWHXUV HVW FDSDEOH GTHQW U DPsiifilippo&H UpG X |
al., 2006) Une étude récenteDSSRUWH TXH OD SULVH DOLPHQWDLUH
DXJPHQWH DYHF OfkJH FKH] GHV VRXULV GRQWAgudb JgQH F
etal.,2010) /YHQVHPEOH GH FHVY GRQQpHYV GpPRQWUH TXH OHYV

la régulation de la digestion, et ce dépramiére 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 a une réguiatimonaleconcernat I'ensemble du

FRUSV DLQVL TXYj] XQH UpJXODWLRQ ORFDOH j WUDYHUV G
OLPLWHU VD VXUDFWLYDWLRQ &HV GHUQLqUHVY DQQpHV OHYV
GH OD OHSWLQH HW OS$ECodtItEmpaGifuldrameny EliédR.Ql eStxnaintenant

admis que l'obésité est entre autre caractérisée par une résistance a la leptine et une augmentation
GHV W D Xles@fp(fes dBi Marzo et Kunos ont été les premiers a mettrévadence un

lien entre la leptine, hormone issue d& qui pénétre dans le cerveau afin de réguler
négativement larise alimentaireet le SEQMechoulam and Fride, 2001Ainsi, une injection

de leptine a des rats, conduit & baésse de la concentration en EC, AB2AG dansqui, eux,
VWLPXOHQW @ifeDds aquivkiturdd HKWS R W (ODNely B & ®l., 2001b) De plus,

une altération du systeme leptinique par des mutationsfigpési chez des rats et des souris
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obesesV D FFR PGHD MPBIX [ p Cabsyqied aGufi§ &nsommation excessive de nourriture

(Di Marzoet al.,2001b) 3DU DLOOHXUV LO HVW PDLQWHQDQW ELHQ FI
OfHQ]\PH GH GpJUDGDWLRQ GHV (& OD )$%$+ HQ VWLPXODQV
promoteur (Maccarpone et al., 2003) ce qui pourrait expliquer le mécanisme gaasnt de
OfpTXLOLEUH QpJDWLI HQWUH OHSWLQH HW (&

En plus de diminuer forteme@®@ HY WD X[ GY(& G D Q(Di Rdrz0\e$ &.V2eODpiDaP X V
étédémontré que la leptine pouvait également les diminuer dans les adipocytes (hMatices

et al, 2006) En effet, les quantitées d'AEA sont significativement diminuées dans le TA
épigonadal et pérénal de rats ap QW UHoX XQH LQMHFWLRQ GH OHSWL
PPGLREDVDO +0% SDU UDSSRUW DX[ UDWV WpPRLQV &HV Y
7% EODQF VRQW GpSHQGDQWHV G 1 X@épentRrite caprirheVe @gr@uizeO L V D W
OTXWLOLYV Dbdele Rmab trXmdgéRique chez qui seule la voie de signalisation STAT3
indépendante est fonctionnel{Buettneret al, 2006) /fH[SUHV YV ERXD, @ikcipal®

enzyme du métabolisme de I'AEA, est induite dans lep@Aune injection HMB de leptine.

Ainsi, linduction de I'expression de RAAH pourrait étre I'un des mécanismes par lequel la
OHSWLQH HQWUDVQH XQH GLPLQXW (Br&)n&at &1, 2008XBuGtfigr& GDQV
et al, 2006) 'I1DXWUH SDUW OD OHSWLQH apazikéHaFiWped skt @ +0% S
PPWDEROLVPH GX 7% EODQF ORUVTXH OHV WDX[ Gf(& VRQ\
activant la voie de signalisation des CB1R avec I'agoniste des CB1RSB2IN22 chez des rats

Sprague DawleyCes données montrent clairement qe TXDQWLWp GT(& HQ SpULSKp
contrble de la voie de signalisation de la leptine centrale et que le systéeme nerveux sympathique
joue un réle majeur dans le contréle du SEC dans le TA bRas.récemmenta réduction de

I'AEA induite par uneinjection de leptine en HMB a été associée a une diminution de la
lipogenése via une réduction de l'activation des PRARW GH OfH[SUHVMd&Qle GH 65 (¢
TA blanc(Buettneret al., 2008)

3.2 SEC et régulation du métabolisme adipocytaire
6XLWH j OD GpFRXYHUWH GH OYLPSOLFDWLRQ GHWM/is¢& GDQV

alimentaire,plusieurs étude vitro et in vivo ont suggéré un effet direct des cannabinoides
endogenes sur le TA ainsi que sur la fonction des adipo(§tesaidet al, 2003; Coteet al,
2003; Hildebrandet al, 2003; Matiaset al, 2006) La présence de CB1R a été démontrée dans
des tissusdipeux animaugBensaidet al, 2003; Bluheeet al, 2006; Cotaet al, 2003)ettous les
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composants du SECBI1R et CB2R, AR et 2AG, enzymes de syimese et de dégradation)

sont présents dans les celleipeuses humaingéBocheet al, 2006; Spotcet al, 2006) CB1

n'est pas présent dans les préadipocytes, mais il est rapidementéexians les cellules
graisseuses au cours de la différenciatiGala a été déemontré a la fois dans des adipocytes
primaires humains, des cellules primaires de rongeurs et des lignées cel(@airssidet al,

2003; Rocheet al, 2006; Spoteet al, 2006) /TH[SUHVVLRQ GX &% 5 GDQV OHV D
est controversée. Certains auteurs ont constaté une expression de CB2 dans les adipocytes
GLIIpUHQFLpV WDQGLV TXH G DXWUHYVficati& @\\e SédaépteGrp WH F W
(Hildebrandtet al, 2003; Paganet al, 2007; Rochest al, 2006) CB2 est également exprinaé

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 peuvenoétee ldes

I'ARNmM codant pour CB2 dans le T@Raganaet al, 2007) Outre les récepteurs cannabinoides,

les cellules graisseusddW OHV WLVVXV DGLSHX[ H[SULPHQW pJDOHPHC
enzymatique permettant de produire et de dégrader localement I¢BlEH@r et al, 2006;

Matiaset al, 2006; Paganet al, 2007) En accod avec ces données, plusieurs études suggérent

gue les EC sont impliqués dans la régulation périphérique de la prise en charge des lipides par le
TA (Cotaet al, 2003; Di Marzeet al, 2001b; OseHyiamanet al, 2005; Annuzziet al, 2010)

3.2.1. EC et métabolisme énergétique des adipocytes.

Certains arguments suggerent que ce systéeme @s&r@nence activé non seulement
chez les animaux obeses, m@iXVVL FKH] OTKRPPH REqVH RBanfOHV FR
la circulation et la graisse sont plus élevées que chez ledsypetiids normalDi Marzo and
Matias, 2005)En réalité, les adipocytes humains ou de rongeurs produisent et sécretent des EC
y compris le 2AG, I'AEA, et d'autres composés cannabimimétiq(engeli et al, 2005;
Gonthieret al, 2007) Des souris pour lesquelles le géne codant pour le CB1R a été muté)(CB1
sont maigreqCota et al, 2003) et résistantes a un réginobésogendriche en sucres et en
graisses).6L O RQ FRQVLGqUH O HQVHPEOH GH OYRUJDQLVPH FH
TXH OYLQYDOLGDWLRQ GX 6(& HVW DVVRFLpH j %QH DXJF
correspondant a une capacité oxydative plus importante des différents tissus, en particulier du TA
brun, des muscles squelettiques et du foie. En revanche, si on ne considere que le TA blanc, cette
IDLEOH PDVVH FRUSRUHOOH S RphkchtiorDaluy oV fMbins inportxnitelluS DU X
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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 |'oxydation des acides gras par les cellules.adipeuses

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

approvisionnement adéquat en acides gras et en glu¢§de.S S R U WesHp@ncipalement

généré par la lipoprotéine lipase (LPgjace a son action lipasique sur MEDL et des
chylomicrons des lipoprotéines trés riche en TBe plus, latranslocation insulin@épendante

du transporteur de glucose GLUT4 et le transport de glucose sont des éléments essentiels a la

S UR G X Figly¢é@plegphate (intermédiaire deglgcolyse) nécessaires a l'assemblage des

TG. Ces deux voies sont sous le contréle de l'insuline. Par conséquent une sensibilité adéquate a
l'insuline est une condition indispensable a l'acheminement de ces différents carburants aux
cellules graisseusé€Bluheret al, 2002)

L'activation des CB1R augmente l'activité lipoprotéine lipase dans les adipocytes primaires de
souris(Cotaet al, 2003) ce qui permettrait d'accragtte flux des AGL vers les adipocytes pour

la synthése des TGe role des EC et deCBIR dans I'accumulation de lipides neutres dans les

cellules adipeuses a été confirmée par Madtaal, qui ont montré que le traitement de cellules
3T3-F442A avec le HWQ10, un puissant agoniste sdeCBIR augmente [‘accumulation
intracellulaire de gouttelettes lipidiqu@dlatiaset al, 2006) Une activatiorde la lipogenése et

une inhibition de l'oxydation des acides gras consécht ] XQH G L PacfvKaRMRQ GH Of
pourraenW pJDOHPHQW IDYRULVHU O Y Dét BIXRPPXW DAM/IDR.@ GEHHX DV SR_RSC
O7%($ HW OD JKUpOLQH RQW XQ HIIHW LQKictand ét XistéeraXU OTD
(Kola et al, 2005) FH TXL SHXW pJDOHPHQW HQ SDUWLH H[SOLTXH
graisse des différents TA.

L'activation des CB1R semble également favoribentrée du glucose dans les cellules
graisseuses. En effet, dans @<GLSRF\WHV SULPDLUHV KCBRODstiQWeleOTDFWL
captaye du glucosg(Gasperiet al, 2007; Paganet al, 2007) et cet effet est en partie di a la
translocation du transporteur de glucose GLUT4 defriicompartiment intracellulaire vers la
membrane plasmiqu@Paganoet al, 2007) En outre, la captation du glucose par les cellules
adipeuses stimulée par les EC est, au moins en partie, due au méme mécanésuiairaajue

FHOXL LQG XL Wt ismpliguadtfactyatioh@le @ Akkinase.En effet, l'inhibition de cette

HQJ\PH SDU OD :RUWPDQQLQ EORTXH FRBCRIRIrHdbsOPWINO HIITHW
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du glucosgPagancet al, 2007) L'entrée du glucose dans les cellules graisseuses est également
LQGXLWH SDU XQH DXJPHQWDWLRQ GX FDOFLXP LQWUDEF!
extracellulaire(Pagancet al, 2007). Lors d'expériences menées avec du milieu sans calcium ou
contenant de I'éthghe glycol tétraacétique un chélateur du calcium, l'activation des CB1R
QIHQWUDVQH QL WUDQVORFDWLRQ GH */87 QL FDSWDWLRQ C
capfation du glucose serait comparable a5906 a celui de l'insulin€loutefois, l'importance
SK\WVLRORJLTXH GH FH PpFDQLVPH UH VM \asHprob@ifeRduéd I'egffeG pW H U F
insulinomimétique des EC dans les cellules adipeuses soit non nétgigeaiant a
'accumulation de TG et la différenciation des préadipocytesetudesin vivo avecSR141716

ont apporté de nouveaux arguments qgalRHWWH K\SRWKqgqVH (Q HIIHW OfDQ\
Qafygravepasl'insulino-résistance chez les patients aest au contraire, stimula sensibilité a

I'insuline ala suite de la perte de poids, lderéduction de la masse @i et, éventuellementle

la taille des cellules adipeus@esprest al, 2005)

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

vivo.Herlingetal RQW REVHUYp XQH DXJPHQWDWLRQ LPPpGLDWH GH?
unigue de SR141716 chez des rats a l'état postiadasuggérant un fiet pharmacologique

propre du Rmonabant pour induire la lipolyse, et non pas un effsecondaire dd a une

diminution de la prise alimentaire ou a des changements P&V RUSWLRQ $ OfLQY!
traitement a long terme par SR1417FRQGXLW j XQH GLPLQXWLRQ GHV WDX]
masse grasse. Il est a noter que I'analyse du TA par microarray a suggéré que la réduction de la
PDVVH DGLSHXVH LQGXLWH SDU 65 pWDLW OH UpVXOWDW
enzymes de laEoxydation 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 systeme pourrait avoir un impact important sur ces paraifdgitegt al., 2005)

3.2.1.3. EC et catabolisme/activité mitochondrial
,O D UpFHPPHQW pWp GpPRQWUp TXH OYLQYDOLGDWLRQ JpQp

une augmentation de la biogenése mitochondriale des atbpdugndTedesccet al, 2008) Un
WUDLWHPHQW GHVY DGLSRF\WHV DYHF 65 DXJPHQWH Ofl
mitochondriale, notamment PGCDet TFAM (Ravinet Trillouet al, 2003) suggéant que le

blocus spécifique des CB1pourrait contrecarrer les effets inhibiteurs sur la biogenése et la
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fonction mitochondriale des EC observés dans des cultureslidees adipocytaire@Handschin

and Spiegelman, 2006; Wilsdfritch et al, 2004) En effet, il a été observé que les
cannabinoides, y compris9-THC, inhibent les enzymes de la chaine respiratoire dans le
cerveau OH IRLH OH PXVFOH VTXHOHWWLTXH HW OH F°XU DYHF
consommation d'oxygene chez les rongeilBartova and Birmingham, 1976Pes données

suggerent fortement que les agonistes des CB1R pedrrg&iguler a la baisse la biogenese
mitochondrialeeNOS dépendantes dans les adipocyiksics (Tedescoet al, 2008) Des

niveaux élevés d'oxyde nitrique (NO) stimulent la biogenése mitochondriale dans un certain
nombre de lignées de cellulem XQH YRLH GH VLIJQDOLVDWLR@ySBp&SHQGDQ
VROXEOH SHUPHWW D QZWuis§rD regulatgud du Soh&nu mitochondNaoli et

al., 2003; Nisoliet al, 2005) /TH[SUHYV VLR éndahéhaleg atsi que la biogenése
mitochondriale sont augmentées dans le TA blanc de souri§.GBS effets, liés a la réduction

GH OfY{DGLSRVLWp HW GH OD PDVVH FRUSRUHOOH VRQW HQFF
régime alimentaire riche en graiss€gs résultats et bien d'autres suggerent que cette cascade de
signalisation représemt un mécanisme généralisé par lequel les tissus des mammiféres
réguleraient leur contenu mitochondrial en réponse a I'exercice, a l'exposition au froid et a la
UHVWULFWLRQ DOLPHQWDLUH 3DU FRQVpPTXHQW LO HVW S
syseme eNOSNO-cGMP soit affecté ou interagisse avec un autre systéme largement répandu,

tel que le SEC et conduise des changements dans la masse et la fonction mitochondriale
conduisant a des modifications importantes du métabolisme adipo¢gagackaet al, 2005a;

Bogackaet al, 2005b; WilsorFritch et al, 2004)

3.2.1.4. Différenciation adipocytaire
/IHV (& HW OHV QLYHDX[ GTH[SUHVVLRQ GHV &% 5 DXJPHQYV

adipocytaire (Bensaidet al, 2003; Gasperet al, 2007; Matiaset al, 2006) De plus, la
stimulation des CB1R conduit a une différenciation plus rapide de préadip{ihteaset 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 typetlpar les PPARSS R Q Wlicathhh Bss résunmeepar la

figure 8.

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

compris sur le métabolisme lipidique ou le comportement alimen{@i8ullivan, 2007)
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Plusieurs cannabinoides naturels ou synthétiques (ARG ,2WIN-552122, éther noladine et
virodhamine) peuvent se lierBRPAR Da des concentrations physiologiques, tandis que Il'acide
ajulémique, I'AEA, 2AG, le HU210 et le'9THC se lient a PPARJ(Matias et al, 2006;
Bouaboulaet al, 2005; Kozaket al, 2002; Liuet al, 2003; O'Sullivaret al,, 2005; Rockwelkt

al., 2006; Suret al, 2006) Ces données expérimentales suggerent que la liaisdAPARSs est
FRPPXQH j GH QRPEUHX[ FDQQDELQRWGHVY HW SHXW rWUH GT
ils se lient aux PPARs a des concentr&igui sont dans la méme gamme que celle indiquée
pour les AG(Kliewer et al, 1997) La gimulation de préadipocytes humains avec le V8BR212

2 augmente l'expression de I'ARNm de PPAReulementdans les premiers stades de la
différenciation.Le RLPRQDEDQW LQKLEH O9p& GXWIWISRIQ2, GHqB3$5
indique que cet effet est dépendant des CEldRmaniére intéressante, le WB$2122 est sans

effet sur des adipocytes totalent différenciée@Pagancet al, 2007)

Figure8: Représentation schématique des effets biologiques des PBARSARs forment une famille de

récepteurs nucléaires agissant comme des facteurs de transc@gtitesn famille comprend différentes isoformes

(PPAR D PPAR Jet PPAR G 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 gdlgenes cible¢O'Sullivan, 2007) La régulation des genes cibles de PPAR est
impliquée dans I'noméostddi pQHUJpWLTXH OD GLIIpUHQFLDWLRQ GHV (Feh@OXOHV D
2004; Stienstraet al, 2007) PPAR Det PPAR Jsont impliqués dans la régulation du métabolisme lipidique. En

effet, PPARD HVW SULQFLSDOHPHQW H[SULPp GDQV OH IRLH OH F°XU HW C
catabolisme des acides gras. En fait, des ligands de PBtAR que ledibrates sont utilisés en clinique pour traiter

une hypertriglycéridémie. PPARest quant a lui exprimé en trois variantes. L'isoforme la plus courante pour
I'homéostasie énergétique est PRARqui est exprimée dans le TA. Son activation induit la difiéiation des

cellules adipeuses, I'accumulation de lipides et une amélioration de la sensibilité a I'ifarliee2004; Stienstiet

al., 2007) Des ligands de PPARcomme la rosiglitazone ou la pioglitazormnsutilisés pour le traitement clinique

de la résistance a l'insuline dans le diabete de type 2. Les PPARs sont également présents dans lesoatveau et
activés par des ligands naturels ou synthétiques ayant des structures chimiques différentess amdsl 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 PRARIne relation inverse entre PPARt le SEC a été mise en

évidence. RUVTXH GH OD GLIIpUHQFLDWLRQ GYDGLSRF\WHV KXP|
(agoniste PPARJpuissant, on observe une réduction de I'expression de 'ARNm du CBI1R et

une stimuhtion de la FAAH. En accord avec cela, le traitement de cellule$-333A avec de la

ciglitazone induit une diminution de la concentration locale -&G2 suggérant une régulation
FURLVpH HQWUH FHV GHX][ V\VW qPdgand@tXal FRYAMNG He®® IDGLSR
raisonnable de penser que les cannabinoides endogénes coopérent avetafiP AR contrdler

les stades précoces de la différenciation des cellules adipeuses. Un rétrocontrble négatif entre
PPAR Jet les cannabinoides endogenes permettrait ensuite de contréler les dépots de lipides.

Une interprétation possible de la régulati@ciproque entre PPAR et les CBIR serait que

l'activation desEC SUpFgGH HW VWLP XO H- dehddove IThbDiliacrRARCEIR 33$5
VXLWH j OfDFW L)pdukait €rpeéchert I'8xdp@rsion excessive de graisse.

Le réle des PPARs dans la ml@lDWLRQ GH OYDFWLYLWp GX 6(& HVW LO
acyléthanolamides, des molécules structurellement proches des EC peuvent se lier et activer les
PPARs sans pour autant actides CB1R /9YeRylethanolamide (OEA) se lie et augmente

I'activité transcriptionnelle de PPARD(Bouaboulaet al, 2005; Fuet al, 2003; Klieweret al,

1997; Kozaket al, 2002; Liuet al, 2003; O'Sullivaret al, 2005; Rockwelkt al, 2006; Suret

al., 2006) /72($ LOQKLEH OD SULV He @eOnasskl @ivoelldcHeHas0@ib taBitléh V
stimulant la lipolyse. Tous ces effets ne sont pas retrouvés chez la souris KO pouRPRAR

al.,2003) 'H SOXV 0912($ DXJPHQWH IRUWH Rdd QeWPARDPEf 80Ut VVLR Q
le taux de cholestérol chez les souris et les rats olf€aesnanet al, 2004) De la méme
PDQLqUH OH SDOPLWR\OpWKDQRODPLGHD (BY%®t aH \2003;FDSDEO
LoVerme et al, 2006) PPAR Ga également été suspecté d'étre un régulateur métabolique
(Barishet al, 2006)Il existe actuellement peu d'informat®sur les effets des cannabinoides sur

ce récepteur nucléaire. Les données de Yan et al suggerent que le SEC eGiti@ARient étre

liés (Yan et al, 2007) Une alimentation richen graisse augmente I'expressiols @BIR et

réduit celle de PPARG tandis que I'exercice physique exerce des effets opposés sur ces deux
UpFHSWHXUV 'H SOXV OfH[WGRaF \des RN @ierférgrfBHau@rientd 3 $5
I'expression des CB1R, tandiXd] XQH V XU H[S U H @&redRiQdesaton Sigrificative.
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3.2.1.5. Conclusion
En conclusion, il apparait que la suractivation du SEC contribue a la stimulation de la

différencidion adipocytaire, de la prise€harge des lipides circulants, d@dipogenese, et a une
amplification de la sensibilité a l'insuline associée a une augmentation du captage du glucose et
GH VRQ XWLOLVDWLRQ 'H SOXV FHW pWDW GYDFWLYDWLRC
mitochondrialeeNOS dépendante. Tousde HITHWYV VRQW IDYRUDEOHV j OTDFF
dans les adipocytes. Le blocage du CB1R dans le TA pourrait inverser ces processus et provoquer

une diminution de I'adiposité.

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

sécrétant un granchombre de molécules de natures peptidiques ou non peptidiques regroupées
VRXV OH WHUPH GYIDGLSRF\WRNLQHV RX DGLSRNLQHV GX II
cytokines (JugeAubry et al, 2005; Wajchenberg, 20Q0Ces adipokines regroupent les

hormones et autres protéines secrétés par les cellules de la fraction\stsoolaire et par les
adipocytesparmi lesquelles orouve entre autresOD OHSWLQH OYfYDGLSRQHFWLQ!
TNF- DCes adipokinessont impliquéesessentiellementGDQV OH FRQWU{OH GH OfF
énergétique, dan$nsulino-résistance et l'inflammation

&RQFHUQDQW OYDGLSRQHFWLQH GREaVévaytees précRdetdrhgntVpV E|
plusieurs études réalisées sur des cultures cellulaires ou des rongeurs suggérent que l'activation
des CB1R par des ligands naturels et synthétiques diminue son expression et sa libération, tandis
TXIXQ WUDLWHPHR@LWVWWHF 66Q DQWIDUIR G X(Mufiasey &, PAOY, LQYHU'
Spotoet al, 2006) (Q RXWUH O DQDO\WH VWDWLVWLTXH GHV GRQQ
Obesity (RIO) a permis de mettre en évidence une tatich entre la concentration
GI{DGLSRQHFWLQH FLUFXODQWH HW OD SHUWH GH SRLGV FlI
DXWHXUV VXJIJqUHQW TXTHQ SOXV GH VWdRiKuar ld niaBseSUR G X |
grasse, le Rnonabant exerce un effe s LUHFW VXU O H[SUHVVLRQ GH OYDGL:
adipeux(Desprest al, 2005) Cette hypothese sur le réle direct des EC ou du SEC périphérique
GDQV OD UpJXODWLRQ GH O YD G L.S3JRexdtreWtude mhehiféWoeh@Z- RUH F R
OH UDW D GYDLOOHXUYV LQGLTXp TXH O DXJPHQWDWLRQ GH O
traitement de 14 jours avec din®nabant est due a la seule réduction de l'apport alimentaire et

de la masse corporellgiu et al, 2005) De plus Lofgren et al ont rapporté que, dans une
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cohorte de 92 gets minces et obeses, il n'y avait pas d'association entre I'expression des ARNm
desCBIR GDQV OH 7% HW O H[SUHVVLRQ RX OD(Lo§Br@inaLWp FLUF
2007) 30XV UpFHPPHQW LO D pWp VIMIR-BRi2 T XTPOHK DVID @ WHDQ R
RLPRQDEDQWNtGSMMWQWBUBMAMWY VLIQLILFDWLIV VXU OBH[SUHVYV
leptine des adipocytes primaires humaif®aganoet al, 2007) Cependant, puisque la
dérégulation du SEC en matiere d'obésité est principalement tissu spé(ffaganoet al,

2007) OD SRVVLELOLWp GIYDYRLU XQH UpJXODWLRQ GLIIpUHCGC
biologique dans les adipocytes viscéraux versus-coiasés ne peut étre exclue et reste a

étudier. Des expériences supplémentaires intégrant des pammiéfiteents sont nécessaires

pour clarifier pleinement le r6le des EC concernant le profil d'expression des adipokines dans les

7% HW OHV pWXGHV IXWXUHV GHYUDLHQW VIYLQWpUHVVHU
hypothalamique de la prise alimeinéaet des mécanismes périphériques dans le TA, lefdes

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

3.2.3. Effets spécifiques du SEC dans les TA viscéral et sousitané
,O HVW DXMRXUG K XA vistarbQet le@ R EoiisUtahl joDdtht des roles différents

dans la physiologie de l'obésité. Toutefois, les mécanismes biochimiques et moléculaires
compris ceux impliquantle SBAPLY HQ MHX ORUV GH OTH[SDQVLRQ GH FH\
oulRUV GTXQH UpGXFWLRQ GH OD PDVVH JUDVVH VRQW HQFRU
Dans des conditions de résistance a la leptine, comme dans l'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 leEmAcomplément, I'insuline semble
LQIOXHQFHU OHV TXDQWLWpPV GY(& HQ H[HUoODQW XQH UpJ
stimulant leur dégradation dans des cellules 3TA@XEon et al, 2008) et dans des cellules

adipeuses sousutanés humaines.

8QH pWXGH UpFHQWH D UDSSRUWpP XQH Gpttptanc@dpstieRYY GHV
sains, obésason diabétiques et a la fadeses et diabétiques. Dans le cas des patients présentant
XQH UpVLVWDQFH j OTLQVXOLQHVHTKXQW LKASWH U S 6V DI PP HIG
dramatique tandis que la concentration eh@ diminue fortement, pouvant refléter des roles et
DFWLRQV GLIIpPUHQWHY GH FHV FRPSRVpV GDQV FH 7% U]
différente entre le TA viscél et souscutanéAnnuzziet al, 2010) Il est donc envisageable que

OD SUpVHQFH GY{XQH UpVLVWDQFH j O LQVXOLQH SXLVVH rwu
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WLVVXV 7RXWHUDLW L R 0 BUOblydpw@itHe Hen graisse chez la souris

Q HQWUDVQH SDV GIDFWLYDWLRQ KRPRJgqQH GX 6(& GDQV OH
de ces substances dans le TA périepididymaire et une production plus faible dans le TA inguinal
(D'Eonet al, 2008; Matiaset al, 2006; Starowiczt al, 2008) Il existe également des études
démontrant queOHV TXDQWLWpV FLUFXOD AW Hdovit &ubmediBds(hed ¥ R X
femme obese(Engeli et al, 2005; Monteleoneet al, 2005) en association avec une
augmentation des concentrations eA@ dans le TA viscéral sans que cetlesoit retrouvée

dansle TA souscutané(Matias et al, 2006) De plus, I'expression des genes codant pour les

CB1R et des enzymes de synthése des EC est élevée dans le TA abdominal de sujets obéses
(Pagancet al, 2007)et une corrélation existe entre les cartcations plasmatiques deAL et le

GHJUp GTYH[SDQVLRQ GH OD (Buber ¥tHal,J2006Y CoteeY hlYy R@XW)D O H
IfTHQVHPEOH GH FHV GRQQpHYV VXJJgqUH XQH QRXY®darBH IRLV
le tissu adipeux viscéral au cours de la physiopathologie de I'obésité et de ses comp(iziations

Marzo, 2008a; Pagared al, 2008) Par ailleursPoussiret alont montré chez des souris nourries

avec un égime riche en matiéres grasses pendant 6 mois puis traités avec SR141716 ou un
SODFHER SHQGDQW MRXUV TXH OfH[SUHVVLRQ GHV JqQHV |
biosynthése des lipides et des stéroides ainsi que dans le catabolisme glaciti&ueminuée

dans le TA viscéral des animaux indépendamment de la masse corporelle pendant que
OYH[SUHVVLRQ GH FHV JgQHV pWDLW UquthKé pahs @ditel @ute,P P HQ V
OHV GHX[ 7$ SUpVHQWHQW G YpWR Q &ibnQgénigie & lrépprideHQUrHY G D
régime alimentaire riche en graisse et a un traitement par SR1@EaUssIret al, 2008)

Le remodelage du cytosquelette des adipocytes, les interactions entre les intégrines et

les potéines dda matrice extracellulairainsi que lI'angiogenése sont des événements clé pour le
développement du tissu adipeux. Ce processus de remodelage se produit différemment dans les
GHX[ 7$ (Q HIIHW DORUV TX LO H[L Vol HesXc@lHles &iipeupsd BtW L R Q
I'expression des génadant pour les intégrines et les protéines du cytosquelatte le TA

viscéral, ce n'est pas le cas dans le TAsBSWDQp Re OfH[SUHVVLRQ GH OD SO>
augmentée, méme lorsque lespadiytes sont de petite tail{@oussinet al, 2008) De méme,

O H[SUHVVLRQ GH & (%3DO SKD esbsFleréddnslés a0ipPogiesSBUO HF W L C
cutanés que dans les adipocytes viscéraux issus de Tpemdennes non diabétiques. En

revanche, les adipocytes viscéragécrétentrois fois plus thdiponectine et captemiois fois
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plus de glucose que les adipocytes sautanés. La phosphorylation des récepteurs de l'insuline,

des protéines IRS et Alstplus rapide avec une tendance a diminuer plus rapidement dans les
adipocytes viscéraux que dans les adipocytes-aaamnés(Perrini et al, 2008) Un défi

intéressant pour la recherche future sera donc de dawmrsiiles (préadipocytes de ces deux
WLVVXV SUpVHQWHQW GHV LQWHUDFWLRQV GLIIpPUHQWHYV I
proviennent de précurseurs distincts avec des capacités différentes a répondre a un régime riche

en graisse.

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

SULQFLSDOHPHQW j FDXVH GX IDLEOH QLYHDX GTHiHVVLRQ
et al, 2005; OseHyiamanet al., 2005; TeixeireClerc et al, 2006) En effet, len que les
hépatocytes et les cellules du parenchyme hépatique soient tous deux capables de produire des
EC, I'expression physiologique des CB1R et CB2R dans le foie adulte est trés faible, veire null
(Mallat and Lotersztajn, 2008Cependant, de nombreuses études ont montré que le SEC
hépatique est activé au cours de maladies hépatitvesiquegBatkai et al, 2001; Fernandez
Rodriguezet al, 2004; OseHyiamanet al, 2005; TeixeiraClercet al, 2006) Le SEC est donc
LPSOLTXp GDQV OD SDWKRJHQQqVH GH OD fbnope) &V daxsHeK pSDW L
complications de la cirrhose, telles que I'hypertension portale, le syndrome de l'appareil
circulatoire hyperdynamique ou encore la cardiomyopathie cirrhotique. Enfin, le SEC influe sur

les mécanismes responsables des lésions cedllat la réponse inflammatoire au cours des

Iésions hépatiques aigués, telles que l'ischéaperfusion(Caraceniet al, 2008; Kunos and
OsetHyiaman, 2008; Mallat and Lotersztajn, 2008; Pacher and Gao, 2008nhu8idgand

Schwabe, 2008)Ainsi, les molécules ciblant les CB1R et CB2R représentest agents

thérapeutiques potentiels intéressants pour le traitement des maladies du foie.

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

TG) représentent plus de 5% de la masse duftsgumpaet al, 1975; Kleineret al, 2005) La
prévalence de la stéatose est de l'ordre de 15 a 25 % daopul&tion générale
(Browning and Horton, 2004&t de 60 %, en moyenne, chezdasents obesesette valeur
atteignant 10 chez les patients diabétig@sgulo and Lindor, 2002Bien que la stéatose

ait longtemps été considérée comme une transformation inoffensive, il existe maintenant un
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consensus général cdérant son évolution potentielle en oeme sévere de maladie du foie.
En effet, I'accumulation de graisse favorise le stress oxydatif et des réactions inflammatoires
entrainant des lésions cellulaires et des dépbts de tissu fibreux dans $elfmida taille de ces
dépdbts lipidiqgues dans la cellule hépatique, on distingue deux types de stéatoses: la stéatose
macrovésiculaire et la stéatose microvésiculdBeunt, 2001) La déatose hépatique non
alcoolique est une caractéristique hépatique du syndrome métabolique et représente la cause la
plus fréquente d'une élévation des transaminases seériques dans les pays occidestaux.
manifestations cliniques de la gamme de stéatoses hépatiques non alcooliques vont de la simple
stéatose a la stéatohépatite non alcoolique (NASHXL HVW GplLQLH SDU OfDVV
VWpDWRVH GIXQH LQIODPPDWLRQ G Xant R HsqHeWle @E9X QeH ILE U
progression vers la cirrhose et le cancer du foie dans les dBeasgniet al, 2005; Ong and
Younossi, 2007; Browning and Horton, 2004)e tres nombreuses données indiquent
D XM R X4u& IgKoahnabinoides interviennent dans la genese de la stéatose en interférant avec
la prise alimentaire, le métabolisngducidolipidique périphérique et la lipogenése hépatique
(Bensaidet al, 2003; Cotaet al, 2003; Matias and Di Marzo, 2007; Pagottaal, 2006; Ravinet
Trillou et al, 2004)

ZAWAWA +.. fecoefe o Z1""¢%ocot T3 Zf e—xf—'ef S+’ f—<“—1t
La stéatose correspond a une accumulation de TG dans les hépatocytes qui peut avoir lieu soit
parce que les qQ@WLWpV G1$* LOWUDFHOOXODLUHY DXJPHQWHQ
HVW UpGXLWH /D VWpDWRVH KpSDWLTXH SHXW GRQF |
métaboliques une diminution de la=zoxydation des AG, une stimulation de la lipogenése de
novo, une diminution de la sécrétion de lipoprotéines ou encore une captation accrue des
lipides plasmatiques provenant du TA et des lipoprotéines.
$LQVL XQH DQRPDOLH JpQpWLTXH RX OYJLQKLELWLRQ SK
les processus derQVSRUW GHV $*/& GDQV OD PLWRFKRQGULH FI
Eoxydatif associé a une stéatose hépatique de type microvésiuiamenty and Pessayre,
1995) 'DQV OH F bbé¢talipbpradédnémie familiaschonfeldet al, 2003)ou lors de
traitements par des agents pharmacologiques inhibamrotéine MTP (microsomal
triglyceride transfer protein) qui transfert les TG hépatiquesl\apaB afin de permettre
la synthése de VLDI(Cuchelet al.,, 2007) FTHVW OD VpFUpPpWLRQ KpSDWLT

altérée et associée a une augmentation de la quantité de TG hépatiques.
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/IHV PpFDQLVPHV TXL FRQGXLVHQW j OD IRUPDWLRQ G¥.
impliquer la combinaison de plusieurstéags (Figure 9). Ainsi, chez les sujets obéses et
insulinoUpVLVWDQWY RQ DVVLVWH |bDpnankKdeRaHQMWIDHMIL. RQ G°
GHV JUDLVVHV GX WLVVX DGLSHX[ (Q HIIHW HQ FDV GH 1
desAGLenH[FqV j OTpWDW QRXUUL DORUV TXH GDQV GHV FLU
rwWwUH LQKLEpH 'H SOXV OYK\GURO\VH GHV 7* FLUFXODQ
FRQGLWLRQV FH TXL Dd@ahHEMiERatditaet al (PR]9; GVie$terbacket

al., 2007)

Figure 9: Etapes métaboliques conduisant @éveloppement de la stéatose hépati(amapté de
(Fabbriniet al, 2010). /RUV GX GpYHORSSHPHQW GH OD VWpDWRVH KpSDWLTXH C
VRQW PDMRULWDLUHPHQW GHV WULJO\FpULGHYV 7* (Q UDLVRQ GH OfpW
obése prdliabétique, la lipd\VH DX QLYHDX GX WLVVX DGLSHX[ QYfHVW SOXV HIILFD
FRQFHQWUDWLRQV LPSRUWDQWHYV GYDFLGHV JUDV OLEUHV $*/ VRQW O
captés par le foie. En parallele, et de maniére paraddsakynthésede novo GIDFLGHY JUDV SDU OD YF
OLSRIJHQgVH HVW VWLPXOpH SDU OfKY3HU OOU-RpHW LM DNM RQT K\I$¥ U DG WHXLL
ChREBP et SREBRc /D FRPELQDLVRQ GH OYDXJPHQWDWLR @mittiood: Iy wleH GH OD
de la Eoxydation 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 tres faible densité (VLDL).
LIDFFXPXODWLRQ H[FHVVLYH GHVY FRQFHQWUDWLRQV GH 7* KpSDWLTXHV |
OH IRLH FRQGXLVDQW j OIDXJPHQWDWLRQ GH OD SURGXFWLRQ KpSDWLT
FRQFHQWUDWLRQRRPGHKY VHWD B j$XQH UpVLVWDQFH j OfLQVXOLQH HW j XQt
dans ce tissu.

3SDUDOOQOHPHQW OfpWDW K\SHULQYVXO Egydatlon tHa VW L P X

sécrétion 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 lipogenese hépatique de novo sont préférentiellement estérifiés et stockés
sous forme de TQ.e processus de sécrétian sein des VLDL qui constitue un habituellement

XQ H[FHOOHQW PR\HQ SRXU OLPLWHU OD TXDQWLWp GH 7* K|
GH OfTDFW I(AvtawignluCet &al, 2006; Kamagatest al, 2008) /fuymentation de la
synthésede novo GHV $* HVW XQ IDFWHXU SDUWLFXOLqQUHPHQW
insulinorésistance. Les mécanismes concernent les voies de la glycolyse et de la lipogenése dont
les activités sont étroitement contréléess enzymes ipliquées dans ces voies (glucokinase et
L-pyruvate kinase pour la glycolyséAcétyl-CoA carboxylase et fatty acid synthase pour la
lipogenese) sont régulées en partie au niveau transcriptionnel par des facteurs de transcription
comme SREBHc (sterol reglatory elemenbinding protein) et ChREBP (carbohydrate
responsive elemeiitinding protein) qui induisent la lipogenese suite a leur activation
UHVSHFWLYHPHQW SDU OH (BRabixHoR étHal.H 2008% Bidsi, Gefi Le@sV X O L Q H
OYK\SHULQVXOLQpPLH HW GH GLDEgWH O9YK\JO\FpPLH DFWL
induit SREBP1c et l'action simultanée et synergique de ces 2 facteurs de transcription conduit a
l'activation transcriptionnelle des génes deipadenése (ACC, FAS)Assimacopoulogleannet

et al, 1995; Dentiret al, 2006)

4.1.2. Régulation de la stéatogenése hépatocytaire par le SEC
8QH DOLPHQWDWLRQ ULFKH HQ JUDLVVH DAétldQagid OHV C

GYH[SUHVVLRQ GHV &% 5 DLQVL TXHdoOtbveEnefeh Kacivatd®® O GH C
des CBI1R chez des souris sauvages stimule la lipogdeésavodans le foie via l'induction du

facteur de transcription lipogénique SREBPet GH VHV HQJ\PHV FLEOHV Of%$&¢&
(OseitHyiaman et al, 2005) Ces effets sont atténués par un blocage pharmacologique ou
génétique des CB1ROseiHyiamanet al, 2005) Ces résultats suggérent que les récepteurs
KpSDWLTXHV &% VRQW LPSOLTXpV GDQV OH GpYHORSSHPHQV
d'autres anomalies métaboliques induites par l'alimentatidd. PSRUWDQWY UpVXOWD
obtenus chez les sasiICB1", et contrairement & ce qui se produit chez les animaux sauvages, les
souris CBY soumises & un régime alimentaire riche en graisse ne développent pas de stéatose
(OsetHyiamanet al, 2005) Le réle spéfique du CB1R hépatigua été récemment évalué dans

un modeéle de souris avec un knockout ptes CB1R restreint au foie (LCBT) (OseiHyiaman

et al, 2008) Les souris LCBT nourries avec un régime riche emaisse 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 l'insuline et a la leptine moins importante goariessauvages

soumises au méme régime alimettdil aulfiinentation de la lipogénese hépatidaenovoet la

diminution de l'activité CPAL induites par le régimebésogenehez les souris sauvages ne sont
retrouvées ni chez les souris CBdi LCB1"" (OseiHyiamanet al, 2008)

Dansl'ensemble, ces données suggerent que l'activation des CB1R hépatiques contribue aux
PpFDQLVPHY GfLQVWDOODWLRQ GH OD VWpDWRVH LQGXLWH
résultent sur le métabolism®e plus, il a réeaament été montré que I'hypothalamus exerce
certaines influences sur le métabolisme du glucose dans le foie a travers des circuits spécifiques
(Pocaiet al, 2005) $LQVL ORUV GYLQMHFWLR Qbgerde @bl @Mlifictianss DQV C
dans la production hépatique de gluc@®eettneret al, 2006)et dans le métabolisme lipidique

du foie (Asilmaz et al, 2004) sans doute via un influx nerveux vers le fdieest donc
UDLVRQ QD E O HurGtrite3ridr vhirbbiqueXpfr lerRonabant puisse également exgrc

des effets de nature nerveuse sur le métabolisme lipidique hépatique et participer ainsi a
OfDPpOLRUDWLRQ GX VWDWXW OLSLGLTXH

Enfin, ben que leur rél@esoit pas encordien établi, les CB2R pourexit également contribuer

a la pathogenése de la $8RéSDWLWH GYRULJLQH QRQIeBb CBRRL T X H
exprimés de facon prédominante par les cellules immunitaires et par les cellules
hématopoiétiquefPacheret al, 2006) et il apparait quéeur expression hépatiquest stimulée

chez les patients présentant des maladies dyN@adezSanchezt al, 2007) Dans une autre

étude récente, Deveaux et al ont étudié le role des CB2R dans le développement de stéatose chez
la souris soumise a un régime obésog®wveauxet al, 2009) Dans ces travaux, 15 semaines

de régime obésogéne induit une stéatose sévére chez des souris sauvages. En revanche, des souris
CB2" soumises au méme traitement ne développe pas ou peuéatesst hépatique.
Conformément a ces résultats, l'administration d'un agoniste CB2 -LBB&H renforce
OYDFFXPXODWLRQ GH 7* GDQV OH IRLH GHV VRXULV VDXYDJF
pendant 6 semaines et est sans effets sur les animautri€Ctude récente montre que CB1R et

CB2R stimule de maniére dose dépendante le degré de stéatose dans des hépatocytes traité a
O DFLGH ROpLTXH 'DQV FH PRGgOH OfH[SUHVVLRQ JpQLTX
présence d'une stéatose, et le traiteraeat un agoniste des CB2R entrainent une augmentation

GH O H[SUHVVLRQ GH &% 5 'H OD PrPH IDORQl aO&&[SUHVYV

significativement surexprimée tandis que SRERP|a FAS et la LCAT ont été réprimés chez
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ces hépatocytes humains immatisés et stéatosés. Le traitement de ces cellules par des agonistes

des récepteurs cannabinoides tels que 'ACEA et AM1241 ont partiellement réverser ces effets, a
I'exception de SREBPF 'H PDQLqUH LQWpUHVVDQWH OYDJRQ@LVPH GH
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 hépéie yedtardi

et al, 2010) Pris ensemble, ces résultats indiquent que le CB2R aurait un réle de médiateur pour
l'activation GHV PpFDQLVPHY HQWUDVQDQW XQH VWpDWRVH GYRUL.

4134 —+f-"f-Sct Ti"<%ocot fZ.." Z¢" —1t
L'alcoolisme est une des causes majeures de maladies hépatiques dans le monde, et la

consommation d'alcool peut conduire a une stéatose hépatiqustéatehépatite ou a une

cirrhose et ses complicatiofReuben, 2008)Chez des patients alcooliquéss dépbts de graisse

dans le foie sont principalement liés a une augmentation de la lipogenése associée a une
oxydation insuffisante des acides g(Reuben, 2008)Jeonget al ont récemment montré que la
production de 2$* PDLV SDV FHOOH GT1%$($ HVW LQGXLWH GDQV OHYV
(également appelémellules de Ito ou cellule stellares)de VR XULYVY FRQVRPPDIgW GH Of
plus, le 2-AG stimule I'expression des géenes de la lipogenese tels que SREBAFAS, et par
conséquent favorise les dépbts graisseux dans les hépatocytes voisins en se liant aux autres CB1R
via une action paraime (Jeonget al, 2008) Plusieurs éléments sont en faveur de ce mécanisme :
Premiérementdes souris sauvages traitées améhabant ou des souris CBSont résistantes a
OfLQGXFWLRQ GH VWpDWROH GYPW KIDQ RA Q VHRP[R QP HRHQW O
SUpVHQWHQW QL VWpDWRVH QL LQGXFWLRQ GH JgQHV Ol
FRQVRPPDWLRQ GYpWKD-ARge faiDsble&ilemenKdakie leR ¢ll@ad hépatiques
étoilées et pas dambautres populations de cellules hépatigldemnget al, 2008) La mise en

évidence de cette voie de signalisation dépendastEBIER représente une grande avancée dans

la compréhension des mécanismes moléclAIrE RQGXLVDQW j OTLQGXFWLRQ GH
alcoolique GIDXWDQW SOXV TXH U p FétBIROH@bhtré ieNikcBbatdiidesD \
KpPSDWRF\WHVY DYHF GH OYDFLGH UpWLQRwWTXH RX XQ DJRQL)Y
génique et protgue du CB1R. Le-AG participe a la stimulation des CB1R par un mécanisme

OLp j OYDFLGH UpWLQRWTXH (Q HIIHW FHW HIIHW QTH[L)
GPpSRXUYXHV HQ UpWLQDOGPK\GH GpVK\GURJpQDVH O HQ]J\
rétinoique a partir de rétinaldehy{dukhopadhyayet al, 2010) Ces études montrent encore
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une fois que le CB1R est fortement impliquée dans le contrble du métabolisme des graisses

hépatiques par les E& ouvrela possibilité de nouvelles interventionsrdygeutiques.

4.2. Cannabinoides et fibrogénése hépatique
La fibrogenése hépatique correspond a processus dynamiquede cicatrisation exagérée

associant a la fois une augmentation de synthése et une faflitaécanismes de dégradation de

la matrice extracellulaireLes cellules étoilées du foie et les fibroblastes portaux jouent un réle
prépondérant dans ce double mécanisme. En effet, au cours des hépatopathies chroniques, ces
cellules acquierent un phénotp P\RILEUREODVWLTXH SUROLIqQUHQW VL
synthétisent les principaugomposants de ldibrose ainsi queles molécules bloquant sa
dégradationLotersztajnet al, 2005) Un certain nombre de facteurs, dont les hépatites virales,

'abus d'alcool, et les sttapSDWLWHV GIRULJLQH QRQ DOFRROLTXH
hépatiques chroniques ainsi que de l'inflammation, activant ainsi la fibrogenese. La persistance
chroniqguede stimuli de la fibrogenese induit une augmentation des dépéts de la matrice
extracellulaire par les myofibroblastes hépatiques qui remplacent progressivement les
hépatocytes et perturbe I'architecture hépatique normale, conduisant finalement a ase efrrh
HQVXLWH j O DSSDULWLRQ GH FRPSOLFDWLRQV OLpHV j O L«
portale(Rockey, 2006) $X FRXUV GH OD FLUUKRVH LO H[LVWH XQH VXI
LO D UpFHPPHQW pWp REVdet CBIRT XtHCBRR H§S tsdd \audnieiée,
particulierement dans les cellules fibrogéniques (myofibroblastes hépatiques) responsables de la
synthese des composants de la fibrGhdien et al, 2005; TeixeireClerc et al, 2006) Ces

résultats ont conduit & une évaluation du réle du systéme cannabinoide dans la fibrogenése, selon
une double approche expérimentale et clinique.

Des études réalisées sur des modeles animaux de maladie chroniqgue du foie ainsi que des
observatns cliniques indiquent que le SEC interagit avec des voies de signalisation complexes

qui activent les celluleibrogéniqueset contribuent a I'accumulation de la matrice extracellulaire

dans le foie(Siegmund and Schwabe, )0 'H SOXV OfYH[SUHVVLRQ GHV &%
nettement stimulée dans la cirrhose humaine et principalement dans I'endothélium vasculaire et

les myofibroblastes hépatiques situés dans les septa fifhalienet d., 2005; TeixeireClerc et

al., 2006) Des données récentes suggérent que la modulation pharmacologique du SEC serait
QRQ VHXOHPHQW HQ PHVXUH GH SU glidriet &l, 2043 Qaar® OOD WL |

52



Introduction: le systéme endocannabinoidien

Clercet al, 2006)mais pourrait également entrainer une régression de la fiborose, méme en cas de
cirrhose avancé@omenicaliet al, 2008; MunozLuqueet al, 2008)

/ITLQDFWLYDWLRQ GHV &% 6&hed Yénétitues eSdd phaBrabidolByRiGes R fourni
GILPSRUWDQWHY LQIRUPDWLRQV VeXahtiibbbgénmlies@lang/le R®@ GHV L
HQ IRQFWLRQ G H\MJdiehetQaly 00T TeikeKdBerc et al., 2006) Suite a une

induction de Iésions hépatiques par le tétrachlorure de carbong,(6Cle thioacétamide, ou

encore par ligature des canaux biliaires, les animaux Gliisi que ceux traités av&iR141716

présentent une diminution signifioa des dépdts de tissu fibreux par rapport aux animaux
contrdles(TeixeiraClerc et al, 2006) La réduction de la fibrose chez des souris CBt

associée a une diminution marquée de la production de cytgkioBsrogéniques tels que le

TGFEL (Siegmundet al, 2005)et du nombre de cellules musculaires lisgctine positives
(TeixeiraClercet al, 2006) 8QH GLPLQXWLRQ GTHQYLURQa égalggneniy VXUID
été observée chez des rats avec une cirrhose induite paeiQ€tevant du iRionabant a 10
mg/kg/jour pendant 14 jou(®omenicaliet al, 2008)

Le role des CB2R est particulierement mis en évidence dans une étude utilisant des sduris CB2
(Julienet al, 2005) Ces animaux présentent une augmentatignifgiative de la fibrose apres

une exposition au C¢€ISDU UDSSRUW DX[ VRXULY VDXYDJHV 'H SOXV
I'apoptose induipar le '9-THC dans des myofibroblastes hépatiques humains isolés semble étre
dépendant du CB2R, étant donné que ce phénomene est bloqué par le SR144528 (antagoniste des
CB2R) et reproduit par I'agoniste des CB2R J0&% (Juien et al, 2005) Des rats avec une

cirrhose induite par CEIHW VR XIITUDQW G 1 X&d¢dniltion deé higurdsicOeK V&

dans la cavité péritonéal@résentent également une diminution de la surface fibreuse apres
traitement pendant 9 josiavec l'agoniste du CB2R JWA33, (MunozLuqueet al, 2008) Cette

constatatio est associée a une diminution du nombre de cellules étoilées activées et de cellules
inflammatoires dans le foile et a une augmentation de l'apoptose dans les cellules non
parenchymateuses situées le long des ddpteux (MunozLuque et al, 2008) Des données
récentesridiquent T X H O § D J R GB2RPorn@tHl¥ réduirbétenduede I'atteinte hépatique

dansdes modeles de lésions aigués induitehémierepefusion ou SDU OYDGPLQLVWUD)
concanavalin\ (Batkai et al, 2007; Hegdeet al, 2008) TeixeiraClerc et al, ont confirmé et
démontréque O 1D F W L YOB2ZR.d&3tQm@idliedans la diminution des Iésions hépatigees
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favorisentla régénération du foiguite aune atteinte aigué, via différents mécanismes paracrines
impliqguant des myofibroblastes hépatig(€sixeiraClercet al, 2010)

Les mécanismes moléculaires associés aux activitéseprantifibrogéniques du SEC sont
encore mal définis. En plus de moduler la mort et la prolifération des cellules fibrogéniques dans
le foie, les EC porraient également influencer la réponse inflammatoire qui initie et maintient
l'activation des cellules fibrogéniques du foie via les propriétésirdl@mmatoires des
récepteurgSiegmund and Schwabe, 2008)es études réctas reéaliséef vitro ont démontré

TXH O71$($ LQGXLW OD Q pAGRoveyueVvibpostasd/ dasxcellu@dHhépatiques
étoilées activéegia une production accrue d'especes réactives a I'oxygéne. Cependant, ces effets
semblent étre indépendants Kateraction avec les CB1R et CB2fSiegmundet al, 2007;
Siegmuncket al, 2005)

Au regard de ces données, il apparait que la stimulation des CB1R et CB2R entraine des effets
opposés. En effet, l'activation du%¢ 5 IDYRULVH OD ILEURJHQgqVH DORUV T
déclenche des réponsasti-fibrogéniquedans le foie. Toutefois, le signatogfibrogeniquedu

CB1R semble I'empter sur le signal anfibrogéniquedu CB2R.

4.3. Cannabinoides et hypertension portale
8Q HIITHW K\SRWHQVHXU SRXU O7%$($ GpSHQGDQW GHV &% 5

de choc hémorragique, endotoxinémique ou cardiogénique, ainsi que dans différents modéles
GTK\SHUWHQV (Frerbtlaly paoe)HXar3 He cas du foie cirrhotique, on assiste a
OYLQVWDOODWLRQ GTXQH K\SHUWGERDMWVLIR @G BRW VEO& B H DX J/AHH(
résistance intrlaépatique liée aux remaniementsFd€ LW HFW XUDX[ DLQVL TXYj] XQH
H[FHVVLYH GHV YHLQXOHV SRUWHV HW GHV FDSLOODLUHV \
artérielle, en particulier splanchnique, consécutive a une surproduction périphérique de molécules
vasodilatatrice (Mallat, 1998) ,O D pWp VXJJIJpUp TXTXQH DFWLYDWLRQ
pouvait participer a la vasodilatation systémique provoquée par la cirBatiai et al, 2001)

De plus, les CB1R sont induits dans les cellules eq@@i. DOHYV GYI{DUWQUHV PpVHC(
FRQFHQWUDWLRQ PRQRF\WDLUH G%$($ HVW SOXV pOHYpH FKH
sains (FernandezRodriguezet al, 2004) Enfin, des données récentes indiguehXH Of$($
provogue une vasodilatation sélective des artérioles mésentériques sans modifier la vasomotricité
des artérioles périphérigu¢Bomenicaliet al, 2005) /THQVHPEOH GH FHV UpVXOW
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O93%($ DeffstQasodilatateur mésentérique marqué, dépendanCB&R, qui favorise le
GpYHORSSHPHQW GH OYfK\SHUWHQVLRQ SRUWDOH

5. Le SEC dans les autres tissus

5.1. Le pancréas
&THVW HQ T Xt dlDonE KduiF M premiere fois suggéré un réle pour les

FDQQDELQRWGHY GDQV OD PRGXO D\aydRdgkes &, B6)WeStApWLRQ
noter que cette premiere étude a été réalisée avant le clonage des CB1R, lorsque les mécanismes
GIDFWLRQ GHV FDQQDELQRWGHV QfpWDLHQW SDV HQFRUH

évidence deux conclusions principsale

/IH 6(& HVW SUpVHQW GDQV OH SDQFUpPDVY HQGRBUWLQH FKH]
Picoetal RQW GpWHFW géenyfidd¢SCBAR 8t ICBZR dans les flots de Langerhans de
souris, avedes CB1R principalement exprimgpar les cellulesDet les CB2R exprimés a la fois
par les cellulesDet E(JuanPico et al, 2006) De plus, Matiagt al, a montré en utilisant une
OLJQpH FHOOXODLUH GYLQVXOLQRPH GH UD WeredartiégvdfietWH OD
O1%(%$ HWG @gtprésente dans ce type celluldimatiaset al, 2006) En 2008, Nakata et
Yada ont démontré par PCR quantitative et par immunohistochimiteg@B1R mais pades
CB2R sontprésens dans les flots de sourfdlakata and Yada, 200&n 2007, BermudeS3ilva
etal RQW GpWHFWp OfH[SOBIN ®ICBR dans R¥Vcellueet Esés flots de
rat, avec une expression plus intense deRC&4ns les cellule(BermudezSilva et al, 2007)
En 2008, le groupe du Professeur Di Marzo a publié une étude confirmant la localisation des
récepeurs CB du pancrégStarowiczet al, 2008) En outre, les auteurs ont également préciseé la
distribution cellulaire des deux enzymes de biosynthese et de dégradation dans les filots de
Langerhans de souris. Ainsésl enzymes de synthése, NAPED et DAGL-. RQW pWeg GpWHF
dans les celluled) tandis que les enzymes de dégradation FAAH et MAGL sont limitées aux
cellules E Des CB1R ont été localisés dans une petite-popslation de cellules alors que
presque toutes les celluld3expriment ce réceptir. Le CB2R quant a lui, semble restreint aux
celluesG HW QIDSSDUDVW SDV H[B®U EBppah@&Ey hindifBerddazO X O HV
Silva et al, 2008) Cependant, le rapport de Thapal contredit les éttles précédentes car il
indigue une expression de la protéine BBdeulement dans les cellulgs mais pas dans les

cellules Det Edu rat, de la souris et de I'Homr{ieharpet al, 2008) Les auteurs n'ont trouvé
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aucune différence spécifiqgue a I'espéce et n‘ont signalé aucune expgéssipredu CB2R dans

les flotV. GH URQJHXUV RX GH O +RPPH | OTH[FHSWLRQ G{XQ!
périvasculaires et acineuxO Q \ D GRQF QL FRQVHQVXV SHUPHWWDQW G
et CB2R au niveau des cellul@&HW HQFRUH GYDIILUPHU recepte@dpdisBedR QL VW
agir sur la sécrétion insulinique. RécemmentetLal, ont montré dans la lignée cellulaire Min6

(amas hétérogéne de cellules endocrines dont les ceBubpse la diacylglycérol lipase et les

CB1R et CB2R sont exprimé dans ces de#iLet que leur activation est fortement corrélée a une

élévation de la sécrétion insulinig(la 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'ins{lliraaPico et al, 2006; Matiaset al,

2006) Ces résultats fournissent une base anatomique et physiologique pour expliquer, au moins
partiellement, les avantages métaboliques du blocageC&84R chez les patients eékes
diabétiques. Apres examen de tous ces résultats et en les plagant dans le contexte de la
physiologie des EC, le SEC du pancréas peut étre proposé comme un modulateur important de la
physiologie des ilots en contribuant a 'homéostasie énergétigservieffet 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 a maintenir une masse fonctionnelle de
cellules E en évitant la progssion vers une dépendance d'insuline comme au stade final d'un

diabete de type 2.

5.2. Le tractus gastro -intestinal
Les CB1R sont situés dans la partie inférie@eX VSKLQFWHU @ornbyfddei VR SKD J

Prouty, 2004) 1l a été montré g OHV O L-THIOQeG WIN552122 ont la capacité

G 1hib€) le relachement de ce muscle chez des furets @tidaesen activant les réceptelaax
cannabinoidesempéchant ainsi le reflux gastvesophagieracide (Lehmannet al, 2002;
Partosoedarset al, 2003) Ceci suggere que les medimants a base de cannabinoides
pourraient constituedtes traitements efficaces contre le reflux gastisphagien acide.

Les CB1R sont également présents tout le long attiusgastreintestinal(Coutts and 1zzo,
2004; Pertwee, 2001bien que leur concentrationglus forte se situe au niveau du célon et de
O T HV \(ABameFal, 2002; Caswet al, 2003) Quelquesinsdes CB1R ont été découverts

dans les mémesellules nerveuses que celles qui sécretent lesdrgs responsables de
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OYDSSpWLW HW GatoilOEs pehtides Widdatesiihaux et les neuropiges Y

(Couttset al, 2002) laissant sousntendreT XH OHV (& VIDVVRFLHP&IELHQW | F

réguler le tractus gastintestinal(Al-Massadiet al, 2010) $LQVL OfRPQLSUpVHQFH

dansODSSDUHLO GLJHVWLI lipWDRCEt @IDs Yédenteurs jdue@ RriQé@ D T X H

considérable dans de nombreuses fonctions clé delaa HVWLRQ 'HV WHVWYV RQW

évidenceOLPSDFW GX 6(& VXU ORBWPW DY MY (GtkidAMqh R /MW HQ/ OLC
LO HPSrFKH O Ndargée gastiu@RapdiGtial, QID2) de la motilité intestinale et

dutransit des aliments dans les intesfiizzo et al,, 2001; 1zzoet al, 2000; Manarat al,

2002) Desétudes complémentaires réalisées sur un re@af@nal de colitent démontré que

le SEC jouaitaussi un role protecteur du systeme gasitiestinalcontre les inflammations

(Masseet al, 2004)

Le fait que les CB2R puissent intervenir en plus du systemeriitaiie, dansOTDFWLY¥LWp JDV

LOQWHVWLQDOH QYD mtwerale GuelLtdut Geenfrier®. LSylteHa un précédent

UDSSRUW VXU OHV HIITHWV GH HUf3DY RW lavdéfétatiop OHeEF ML 1 G H V

souris (Hanuset al, 2001) une série de contre analyses niant le roleQB2R dans les

fonctions gastréntestinalegCoutts and Izzo, 2004, 1zzo, 2004; Pertwee, 2@0) le jour.

Néanmoins, la présence @B2R dD QV O 1 HAdakhReP &,F2002) et dans les intestins

(Mathisonet al, 2004)est a présent avérée.

&HUWDLQHY pWXGHV RQW ®phHies0edégradaBdn pivie! teaamselr <ie ( &

capture(Di Carlo and 1zzo, 2003; 1zzet al, 2001)dans le tractus gastmotestinal ; pasilleurs,

on y trouve une concentration en Bien plus élevée que dans le cerv@amo et al, 2001;

Pintoet al, 2002a; Pintcet al, 2002b) Ce futlaGpFRXYHUWH GH OYLQKLELWLR

chezdesVRXULV LQGXLWH SDU OT$RLVT XD WSRO ©O D IS QH® X H QI |

fonctionnement des intestirggride, 1995) 'H SOXV LO VIDYqUH TXH OD IOR

LPSDFW QRQ QpJOLJH D Eombdvixntsad fdiF&sncBroana KeréhEabilité

intestinale et I'adipogeneg®luccioli et al., 2010) Le SECapparait donc comme un élément

capital du tractus Gl gbue trés probablement un réle majeur damigaston.

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

represente jusqu'a 30% de la dépense énergétique asdteet al, 1990) Les CB1R, CB2R et
TRPV1 sont exprimés dans le musafeT X HOHWWLTXH FKH] Of+ KCRwRreétodd W FKH]
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al., 2007. Les réles respectifs de ces récepteurs dans la signalisation des effets des cannabinoides
dans le muscle squelettique restent a élucldexpression des CB1R dans le muscle squelettique

est stimulée chez les souris soumises a un régimésogenéPagottoet al, 2006) Il a également

été rapporté que les CB1R sont surexprimés avec des niveaux élevés en ES darstles de

souris insulineUpVLVWDQWHY j OD VXLWH Q@Va¥aRetlalp 2008;HPagditetKk H HQ J |
al., 2006)et réprimés dans un modéte vitro de muscle squelettique de rats insuligsistant
(Lindborget al, 2010)

. De plus,Le Rmonabant entraine une augmentation de la captation du glucose ainsi que de la
consommation d'oxygéne par des muscles soléaires isolés de soffisep®p(Liu et al, 2005)

(Q RXWUH OYLQDFWLYDWLRQ JpQpWLTXH GHV &b&coSe patH] GHV
le muscle squelettiquéAgudoet al, 2010) /T1DQWDJRQLVWH VpOHFWLIle GHV &Y%
OYH[SUHVVLRQ GHDGmh$ 8essAydiBes de muscle squelettiquesistdéatients
obesegCavuotoet al, 2007) En opposition avec les effets décris pour les bloqueurs des CB1R,

OHV FDQQDELQRWGHY VHPEOHQW QH 9JDBVYSHHMWVAHY G3THH IOH $/5/
I'AMPK dans le muscle squelettique de rats séitida et al, 2005)ou de sujets sains ou obéses
(Cavuotoet al, 2007) /D UDLVRQ GH FHWWH DSSDUHQWH DQRPDOLH
dans les myocytes cardiaques, qui dépendent de |'oxydaéisnacides gras comme source
GYpQHUJLH GDQV GHV FRQGLWLRQV EDVDOHV OHV (& VW
IRQFWLRQQHO@®@dla & Hl, 2009 A8s EC pourraient également régukecontraction

des muscles squelettiqueNewmanet al, 2007) En effet, chez des petits lézardsn¢lis

carelinensi$, les EC réduisent la contraction des muscles par un mécanismdépBidant au

niveau de la jonction neuromuscduéadu muscle ceratomandibulaiislewmanet al, 2007)
/IYTHQVHPEOH GH FHVY GRQQpPHYV VXJJqUH GRQF TXH OD VXUDFW

peut étre associée a une résistance locale a l'insuline

6. Autres fonctions du SEC
‘X IDLW GTXQH WUqV ODUJH GLVWULEKBER QteidnVdaXsODLUH G

régulation de nombreuses fonctions et dans des processus physiopathologiques trd2avariés
exemple, des agonistes du CB1R comme le Marirsal@ utilisés en cliniqupour leurs effets
antiémétigues et orexigénes chez les patients atteints de @&iBAus chimiothérapies.
L'utilisation d'agonistes des CB1R et surtout CB2R pourrait également étre intéressant dans le
traitement des maladies inflematoiresde I'intestin(lzzo, 2004; I1zzo and Coutts, 2005; 1zzo
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et al, 2001; Izzoet al, 2009)tandis que des antagonistéis récepteur CB1 pourraient

bloquer le développement de la fibrq3eixeiraClercet al, 2006) De méme, plusieurs études
VXJIJqQUHQW XQ U{OH QRQ QpJOLJHDEOH GX &% 5 GDQV FHUW
(Idris and Ralston, 2010; Idrist al, 2009;Karsaket al, 2009) O 1D W K p UNRavhFeOg),U RV H
2008; Mach and Steffens, 2008 X H Q F R U H(G@afiriinveivak, R6D8) Le récepteur CB2

serait également trés impli§ dans certaines pathologies neurodégénératives tels que la maladie
GI1$0]KHLPHU R X(Rd/Ers 2bdANHtAD,\2B1QEN fonction des pathologies, ce CB2R
posséederait des propriétés proou-dnQ IODPPDWRLUHY HW LO DSSDUDvVW TXH
GIDQWDJRQLVWHY GH FH UpFHSWHXU SRVVgGH XQ IRUW SRW
SDWLHQWYV QMR WHXREN HEWL][ GDQV OH WUDLWHPHQW &HSH
prolongée de ces molécules engendre de graves effets indégialltzs zo, 2008a)

7. Rimonabant et modulation pharmacologique du SEC

7asa f -‘T—Zf—<‘- ’Sf"-f...‘Z‘%o<“—d; T— er>e_°ef F—— et ——
niveaux
/ID UpJXODWLRQ GH OYDFWLYLWpP GX 6(& SHXWnHh&S® &EHMUQHU C

dégradation des EC. Il est possible de distinguer 6 étppasr représentées dans la figure 10

7.2. Le Rmonabant
Le Rimonabant, également consous le nom SR141716, a été déerit 1994 par Rinaldi

Carmonaet al comme étante premiercomposébloquant spécifiquement les CBIRinaldi

Carmonaet al, 1994) Apres administration, 99% du SR141716 est lié a des ipesté
plasmatiques. Il est métabolisé par le cytochrome P450 dans le foesqtie totalement expulsé

dans les féces. Il peut interagir avec d'autres médicaments métabolisés par le cytochrome P450,
en particulier ceux transformés par les isoformes CYP, 288, 2C19 et 3A4Ducobu and

Sternon, 2005)Certains inhibiteurs du CYP3A4, comme le kétoconazole, conduisent a une
augmentation des taux sanguitsH 65 WDQGLY TXIXQ LQGXFWHXU GH
diminution des concentrations plasmatiques et par conséquent une perte d'efficacité de SR141716
(Wierzbicki, 2006) SR141716 aW R XW GIDERUG pWp FRPPHWAvénbBsGadp SDU C
la marque Acomplia comme médicament aRtEpVLWp DSUqV OTREWHQWLRQ G

mise sulle marché européen en 2007.
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Figure 10: Le SEC: potentiel thérapeutique) Il existe une régulation physiologique de la synthéselac

demande> des EC a partir de phospholipides membranaires qui-beutaltérée sous certaines conditions
SDWKRORJLTXHY &HSHQGDQW LO QYH[LVWH DFWXHOOHPHQW DXFXQ DJ
cette synthese des EQ) La libération des EC serait réalisée par diffusion passive ou facilitée par un transporteur
membranaire encore inconnwcélisé sur les neurones pii postsynaptiques. La sécrétion pourrait étre modulée

SDU OH 9'0 HW Of$0 GHVY LQKLELWHXUV SRWHQWLHOV GH OD UHFDS
élucider.3) Plusieurs agents pharmacologiques ont été dévelappGDQV OH EXW GH PRGXOHU OfLQWI
les récepteurs cannabinoides CB1 et CB2 ainsi que les récepteurs, {&tPYécepteurs vanilloides dont la
FDSVDwWFLQH HVW XQ VXEVWUDW GDQV OH FDV SUpFL\¥s@ddr ®JGEER /H GpYH
(SR141716 et AM251), CB2R (SR14458 et AM630) et TRPVWDSVD]pSLQH DLQVL TXH OfLQYD!
UpFHSWHXUV RQW SHUPLV GH PLHX[ FDUDFWpPpULVHU OfLB)SDiteF-DWLRQ Gl
OfLQWHUDFWLRQHRYMF GOHHW (&p¥HBDLHQW VRXPLV j XQH UHFDSWXUH FHO
étre bloquée par différents inhibiteurs (AM404, VDM11, UCM707, OMDM2) mais les données actuelles sont
insuffisantes a la compréhension de ce phénontgnhe métabolisme&es EC constitue une étape trés importante en

FH TXL FRQFHUQH OHV SRVVLELOLWpV WKpUDSHXWLTXHYV $LQVL OTfTK\GI
DPLGRK\GURODVH GHVY DFLGHYVY JUDV RX IDWW\ DFLG DPidaague\&tdeRODVH )
OTpWKDQROBE® e duant A lui hydrolysé en acide arachidonique et en glycérol principalement par une
enzyme nommée monoacylglycérol lipase (MGL). Cependant;A& Dourrait également étre métabolisé par la

FAAH. Ainsi des inhibiteXUV GH OD )$$+ WHOV TXH Of85% DLQVL TXH GHV VRXULYV
a été invalidé ont été développés. De plus, il a été démontré que tedlamiimatoires non stéroidiens pouvaient
pJDOHPHQW LQKLEHU OH PpW D4t RéabiiseHaGlal cyolfakyderbsel? (@yxiRedanent,

GHV LQKLELWHXUYV VpOHFWLIV SRXU OD 0*/ RQW pWp GpFULWYV WHOV TXF
effets analgésiqug§&uindonet al, 2007;Hohmannet al, 2005) 6) De nouvelles évidences suggerent une profonde
reconceptualisatiolc X VA\VWgPH (& SXLVTX{IXQH pWXGH UpFHQWH D GpPRQWUp TXF
le métabolisme du-%* (Q HIIHW OfpOpYDWLRQ GKYWH Q FOHQ\W K DEMIVRIQRQ GIKBDY R/D
génétique de la FAAH pourrait moduler le taux, le métabolisme et les effets physiologiqueks*dw2. D OTDFWLYDWL
des récepteurs TRPV1 dans le striat(Maccarroneet al, 208) $LQVL OHV DXWHXUV RQW pPLV C
laquelle les CB1R et TRPV1 pouvaient interagir entre eux dans certaines régions du cerveau.
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/1% JH Qrahtaise d Sécurité SAnitaire des Produits denf® (AFSSAPS) en a fortement

limité sa prescriptionles mai 2007 suite a des effets secondaires importants, concernant le risque

de survenue de tubles dépressifs majeursa «Food And Dug(s) administratiom (FDA) a

également annoncé le 13 juin 2007 la non autorisation de la commercialisation du Bimona

aux EtatsUnis. $X QLYHDX GH OfY8QLRQ (XURSpHQQH PDOJUp OHV
notifiés, les agences du médicament ont proposé d'ajouter des-indidagions et des
UHFRPPDQGDWLRQV G XWLOLVDWLRQ VXRS5 &tdaliscQ&mah B¢V /H
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 qu'elle n'était que
préventive. En octobre 2008, 'agencE 6 RSpHQQH GIpYDOXDWLRQ GHV PpGLF
recommande auprés de la commission européenne la suspension de l'autorisation de mise sur le
PDUFKp GH OD PROpFXOH /H MRXU PrPH 6DQRIL $YHQWLYV DQ
toutes les pharneées 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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HreVVRUW GH FHWWH DQDO\WVH ELEOLRJUDSKLTXH TXH OH 6(&
impliqué dans le développement de pathologies assoaieggndrome métabolique (figurd)l

,O HVW FODLUHPHQW pWDEOL TXH O 9DHs¥ laMi2mair&k @ qgied QW U D
OYDXIJPHQWDWLRQ GX WDX[ GHV GHX[ SULQFLSDX[ HQGRFDQQ
2-AG, est associée a la prise de pof{@s Marzo et al, 2001a; Jamshidi and Taylor, 2001;

Williams and Kirkham, 1999)

Figure 1 &RQVpPTXHQFHV GH OYDFWLYDWLRQ GX &% 5 VXU OHV RUJ
OTKRPPRVWD V (DéveaQ¥i2008) W L T X H

&THVW SRXUTXRL GHV VWUDWpPJLHV SKDUPDFRORJLTXHV RQW
Le Rimaabant (SR141716) est le premier antagoniste a avoir été mis sur le marché et prescrit
comme agent antibésité en Europe. Son efficacité en terme de réduction de masse corporelle a

été mise en évidence dans une série de publications maj€urgsni and Andre, 2006; Padwal

and Majumdar, 2007) 'H SOXV OYDQWDJRQLVPH GHV &% 5 VHPEOH pJ
parametres assosie j OTREpVLWpPp GRQW OfTK\SHULQVXOLQpPLH C
O 1 K\S HUJ O ardydipidéntieWwhe? le ronge(Bary-Boboet al, 2007; Poirieret al, 2005;

Ravinet Trillouet al, 2003) HW O 1 {BPeBgdrdst al, 2005; Van Gaatt al, 2005)
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Toutefds, la métaDQDO\VH 5,2 5LPRQDEDQW ,Q 2EHVLW\ D UpYpC
Rimonabant pouvait avoir des effets psychiatriques séy€lasstenseret al, 2007)conduisant
i GHV TXHVWLRQV PDMHXUHVY FRQFHUQDQW OfLQ@RGuXLWp Gt
affichent déja un risque de dépression élevé. Finalement, le développement et la vente du
5LPRQDEDQW QTRQW MDPDLYV YX OH MRXU DX[ (WDWV 8QLV HV
DSUgqV TXH OfT$JHQFH (XU RtSatHE Hin GieK défqGrakife RaH
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 XLFLGDLUHV « SURiméhabaptVse SSbrit) ré@éiees plus fréquents et plus
puissand que le laiss@nt penser les études cliniques RI{Banofiaventis, 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 poidseceO f{DPpOLRUDWLRQ GHV SDUDPgQWUHV PpW
FKH] OfDQLPDO HW FKH] Of+RPPH L Q GsLpbixtdiennegalamenOdte/ &% 5
impliqués dans la régulation du métabolisme lipidi{Bensaidet al, 2003; Coteet al, 2007; Di
Marzo et al, 2009; Engeli and Jordan, 2006; Matetsal, 2008; Nogueiragt al, 2008;Oset
Hyiamanet al, 2008) 3DU FRQVpTXHQW OHV HIIHWV EpQpILTXHV j OF
SEC pourraientétre dus a la fois aux effets centraux sur la prise alimentaire et a des effets
périphériques concernant le tissu adipeux, le foie, le imgsgielettique et le pancré@uvivier
et al, 2009; GettyKaushiket al, 2009; Liuet al, 2005)

&THVW VXU FH FRQFHSW TXH FH WUDYDLO GH WKqgVH V{HVW
GYDERUBHOWAN GH OTDGPLQLVWUESWRIR Q desHsoWi§ PréaVelidedierd L VW H
rendues obéeses par un régime enrichi en sucres et en graisses. Dans cette iappvocheus
analyserons conjointement la variation de la masse grasse (viscérale exutsonés), les
parameéetres plasmatiques (insuline, adiponectine, AGL...) et la régulation du métabolisme
KpSDWLTXH HW DGLSRF\WDLUH /HV UpVXOWDWY VHURQW LQ
CB1R dans chacun des tissus. Les effets du blocage spécifigs CB1R hépatiques et
DGLSRF\WDLUHV VHURQW HQVXLWH pWXGLpV VXU GHV PRGqO|
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&HV WUDYDX[ VIDUWLFXOHQW GRQF DXRERXKHF®HI GH HHWRVAS
GIDSSRUWHU GH QRXYHOOBW LGH R UHPIDMM R QG/H F& PLFHIUFQV L Y D V
tissus périphériques sur le métabolisme gludipidique. De telles données permettront
GTpYDOXHU OYLQWpUrw GH GpYHORSSHU GHV DJHQWV WKp
hémateencéphalique (BHEHW FDSDEOHV GYDQWDJRQLVHU VSpFLILTXHPI
&HWWH WKqVH HVW EDVpH VXU OD UpDOLVDWLRQ GT1XQ FRQYV
SANOFFAVENTIS.
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Chapitre | : Approcheinvivo & ——t1 T3¢ 7" f—e T3 Zife—f%  ocee?
chez la souris obése.

&HV WUDYDX[ RQW IDLV OYREMHW GTXQHJdd&nerlak POMOL RQ G D «
Diabetes 59926-934

1. Parametres morphologiques et sériques

Pour cette approchia vivo, leseffets de I'antagonism#gesCBIR ont été testés sur des souris
préalablement soumises a 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
administé MXVTXYTj FH TXH OHXU PDVVH FRUSRUHOOH DLQVL TXH
GLIIpPUHQWHY GH FHO O Moo @riaRedy/urGr&ding@ clBBidie.©

Figure 12 Evolution de la masseA] et insulinémie B) des animaux soumiois a 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 criteres de sélection apsEnines de régime,

OfpYROXWLRQ GH OHXU PDVVH BtRptéSRtéeHIa® ks Higured BH2Alet L Q V X
12B. Les animaux ont ensuite été séparés en 2 lots pour étre traités soit par un placebo (HSHF)
VRLW SDU OdeBCBWRBRRIQYILY WHF+SR141716) tout en continuant a étre soumis

au régime enrichi en sucres et en graisses. Le traitement a consisté en une administration
MRXUQDOLQqUH G Ti@ndbavitR@m™xygkopeQosGHQ5 XQH VHXOH SULVH Of
SHQGDQW V H P ibh QeHa/mas§e deR @hinaux obéses en fonction du traitement met

en évidencain effet rapide et maintenu dunkfonabant sur la masse corporelle. En effet, des la
premiére semaine de traitement, les animaux perdent du poids. Les 5 semaines suivardss, le poi
GHV DQLPDX[ UHVWH VWDEOH ELHQ TXYfLOV FRQWLQXHQW |
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DSSDUHQWH GH SULVH DOLPHQWDLUH $ OYfLVVXH GX WUDLYV
prélevés pour analyses morphologiques, biochimiques et molésulaire

Les mesues, présentées dans le Tableaindiquent que les masses des TA épididymal et
inguinal qui ont été augmentées par le régime HSHF, sont diminuées par le traitement SR141716.
Parallelement, la masse du foie est la plus élevée chez les soutisdtd&Hplus faible chez les

souris HSHF + SR141716 (tabled?). & HV UpVXOWDWV UpYqQOHQW pJDOHI
O H[SpPULHQFH OD JO\FpPLH GHV VRXULV +6+) QYfHVW SDV GLI|
malgré une augmentation du taux d'insulinegaeindique que les souris HSHF présentent une
insulinoUpVLVWDQFH 'H PrPH OHV WDX[ GY1%$*/ HW GH FKROHVW
souris HSHF que chez les souris Témoins tandis que la triglycéridémie est 50% plus basse.
"fDXWUH S D WWe I®mBEYsS Dresvel éRt associée a une réduction des taux d'adiponectine
chez les souris nourries avec le régime HSHF par rapport aux Témoins. Fait intéressant,
l'insulinémie et les niveaux d'adiponectine chez les souris HSHF ne sont plus différents des
TpPRLQV DSUQV WUDLW H P HRQtableSD)Let [@ §oD @ ddidrRseriqveVeHAGL%

est partiellement normalisée. Les taux de glucose, TG et cholestérol ne different 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 Galnyh
précurseur de la synthese des AG via la dgida lipogenése et un inhibiteur puissant dé=la
oxydation, a également nettement augmenté chez les animaux HSHF. De maniére intéressante,
les accumulations de TG et de male@gA sont partiellement normalisées apres traitement avec
I'antagoniste des CB1R et les réserves de glycogene sont moindzelestsouris HSHF par
rapport aux souris témoins suggérant une stimulation de la glycogénolyse (8bleau
Le fait que le traitement puisse partiellement résorber la stéatose hépatique induite par le régime
HSHF nous a incité a vérifier si cet effet paiivétre lié a une augmentation de la capacité
RI\GDWLYH GHV KpSDWRF\WHV 3RXU FERyDativ® BUXK e th¥RQV PH
tranches de foie fraichement prélevées sur les animaux obéses traités ou non par SR141716. Les
UpVXOWDWY QTfRQW SDV SHUPLVY GH PHWWUH HQ pYLGHQFH G
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Tableau 3 (IIHWV GH O 1 DIRWUDIA RAhposMOR c&Borelle, 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.jotide I'antagoniste CBL SR141716 (HSHF + SRsoit 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 averesles lett
différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement différentes a p <0,05.

Témoins HSHF HSHF + SR141716
(n=5) (n=10) (n=14)

Masse des organes

Foie (q) 138+003 149+008 1.21+0.03

TA épididymaire (g) 067+014 204+016 0098+0.07

TA inguinal (g) 031+008 1.10+010 041+003

Sérum

Glucose (mg/mL) 279+0.16 2.72+0.21 253+0.08

Insuline (ng/mL) 040+003 059+007 0.44+003

Adiponectine (ug/mL)  63.05+3.2% 423 +7.2f 59.82+3.95
Acides gras libres (mmollL0.30 £ 0.04  0.54+0.08  0.43 +0.03
Triglycérides (mg/mL) ~ 0.74+0.08 0.36+0.03 0.31+0.03

Total cholesterol (mg/mL) 1.09 + 0.04 205z 0.09 1.87 + 0.0(%

Foie
Glycogene (rg/g) 667+81 492+43 374:30
Triglycérides (mg/g) 244+48  1187+17.6 46.4+48

Cholestéol total (mg/lg) ~ 16.07 +0.94 17.98+1.63 15.72+0.7

MalonylCoA (nmoles/g) 1.67 028 343% 0.55 2.41+0.18

Toutefois,au cours de ces mémes expériences, les explants issus des foies de souris HSHF +
65 RQW VpFUpWp QHWWHPHQW PRLQV GT1$SR% GDQV OH
GH VRXULV +6+) DORUV TXH OD VpFUHWLRQ G&sChode/ DLW L ¢
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a également été utilisé pour déterminer si le blocag€ B4R affectat le captage du HDICE.

,O VIDYqQUH TXH OYLQER &&ptud DnpbtidhQdaBstles explants de foie HSHF +
SR141716 que dans les explants de foie HSHF suggé@ftLQWpUHVVDQWHYV DC
meétaboliques pouvant influer sur le métabolisme des lipides et des lipoprotéines @nbleau

Tableau 4 Effets de l'antagonisndesCBIR sur I'oxydation des acides gras et les parametres relatifs au
métabolisme des lipoprotés dans des explants de f@e fines tranches de foie (environ 200 micrométres)
ont été obtenues a partir de souris nourries avec un régime HSHF puis traitées soit avec 10 nrig/kg.jour
G 1D QWD JRRQHSHN HSR;% = 5), soit avec un placebo (HSHE,%). 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-tarnitine (0,5 mmol / L) en présence de 0,2 mmol / L d&4C] acide palmitjue (55,5 GBq /
mol) complexé a l'albumine (FA / BSA rapport molaire de 2,5/ 1). La mesure du captage des HDL a été effectuée a
f & HQ LQFXEDQW OHV WUD Q&heHde cBdtestdrill. dosHagere Hgitatihr per@ant 3
heures. Ensuiteles tranches ont été lavées et homogénéisées dans du PBS. La radioactivité retrouvée dans
I'homogénat est représentative du cholestérol HDL capté par les cellules du foie. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM. Les valeurs avec des lettres difféseen exposant (a, b) sont statistiquement différentes a p
<0,05.

HSHF HSHF + SR14171¢
Oxydation acide palmitique (nmoles/ h.g p]Ppt 23+1,.3 22+24
Sécrétion ApoB (ug/h.g pré) 155+ 17 123 + §
Sécrétion ApoA (ug/h.g prblb 141+ 2 140+ 3

Captage HDLCE ([3H]-cholesteryl ether dpm /h. ug prdj} 430 + 118 1075 + 135

2.2. Régulation génique
Les résultats sont présentés figure.8ous avons d'abord testé l'impact du régime et du

traitement avec SR141716 sur I'expression génig CB1R comme un indicateur de l'activité

GX 6(& J/fH[SUHVVLRQ RGadt\Vforieem stmdalée chez les souris HSHF et
grandement réprimée chez les souris HSHF + SR en comparaison avec les témoins. Cela reflete
une stimulation du SEC dans ce mod#esouris obeses et une inhibition efficace de cette voie

par le traitement antagoniste B1 (QVXLWH OHV QLYHDX[ GIH[SUHVVLRQ G
carboxykinase (PEPCK) et de glucc&S KRVSKDWDVH * 3 RQW pWp PHVXUpV
de résstance a l'insuline du foie. On observe une relation inverse entre les niveaux d'insuline et
I'expression de ces deux enzymes suggeérant que l'insuline a encore la capacité de contrdler leur
WUDQVFULSWLRQ (Q UDLVRQ GTXQ SU REDEDEthbdliBngeDdaW GH
cholestérol et des lipoprotéines, nous avons mesuré l'expression de la lipase hépatique (HL) et du

scavenger receptor de classe B de type tB3Rdans le foie.
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Figure 13 Effet de l'antagonisme CB1R sur lI'expression des ARNnCH& et de différents genes
impligués dans le métabolisme des glucides et des lipides dans ledwieisultats sont exprimés en
moyenne = SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement
différertes a p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6#; glucose
phosphatase, HL, lipase hépatique; -BIR scavenger receptor de classe B de type [; -GP&arnitine
palmitoyltransferase |; ACC, acé@loA carboxylaseFAS, fatty acid synthase; SCI stéaroylCoA désaturasé.

Les niveaux d'expression de ces deux genes sont plus faibles chez les souris HSHF et ne different
SDV HQWUH OHV WpPRLQV HW OHV VRXULV +6+) 65 'H PDQLC¢
des enzymes de la lipogenese ac€gA 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
LVRIRUPHY GH O9Y%$&& HVW WRXWHIRLVHS-OSRWYuUERhEN &t BWDIY V O H
+6+) WDQGLV TXH OYDQWDJRQLVPH GHV &% 5 Q D HX DXFX(
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L'expression de la stéare@loA désaturasé (SCD1), qui convertit les AG saturés en
monoinsaturés, est stimulée chez les souris HSHF étné@&pichez les souris HSHF + SR, ce qui
VXJIJqQUH TXH O LQKLELWLRQ GX 6(& D OLPLWp OD IRUWH SUR
DOLPHQWDWLRQ ULFKH HQ VXFUHV HW HQ JUDLVVHV 'H SOXV
taux de transcritgle la carnitine palmitoyltransferase | (GBT enzyme limitante de la-3

oxydation mitochondriale.

2.3. Discussion
Les effets de I'antagoniste CB1SR141716 ont été testés sur des souris préalablement soumises

a un régime enrichi en sucres et en lipidesDQW XQH FRPSRVLWLRQ SURFI
«cafétéria». /"I DGPLQLVWUDWLRQ GH FH UpJLPH LQGXLW OYREpVLW
JUDLVVHYVY GDQV OH IRLH DLQVL TXYj XQH UpVLVWDQFH SpuU
I'élévation de I''nsuLQpPLH HW GHV W D XDaRd dg¢$ comDidapsVuneGtikitation de

la lipogenése hépatiqude novo par une action de linsuline était attendue. Cependant,

O HITSUHVVLRQ GH JgqQHV LPSOLTXpV GDQV FHWWH YRLH Pp\
alimentaire contenant des proportions élevées en acides gras saturés, nous pouvons supposer que
OD SUpVHQFH HQ TXDQWLWp LPSRUWDQWH Gf$* VDWXUpV SU
lipogénique comme l'ont déja suggéré Ogiwataal (Ogiwaraet al, 1978) L'induction de
OfH[SUHVVLRQ GX JgQH FRGDQW SRXU 6&' HW O DXJPHQWD
(données non présentées) dans le foie des souris HSHF semble également indiquer une
augmentation des appe en AG saturés vers le foieans ces conditions, il apparait donc que la
lipogeneseale novon'a pas été stimulée chez les animaux hyperinsulinémiques et présentant une
activation du SEC. Ces résultats sont en contraste avec d'autres travaux dalss!'estijuation

des CBIR par les EC est associée a une augmentation de la lipogghes¢lyiamanet al,

2005) Ces différences pourraient en partie s'expliquer par le statut métabolique particulier des
souris utiisées 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 glycogéne chez les
souris HSHF suggérent que le glucose est principalement utilisé comme sourceludzigro

G pQHUJLH DX OLHX GH VHUY LCkttp @bEenatighWs égdlemént lrfdrcedi V. J U
SDU OD OLPLWDWLRQ GH OD QpRJOXFRJHQgVH FRPPH LQGLT
PEPCK et de la G6P. L'augmentation des quantitéealenylCoA semble contradictoire avec

OD UpJXODWLRQ QpJDWLY D PRHL[GWHOD LRI )AIBWE RQ QpJD
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de FAS pourrait entrainer une réduction de la conversion du maladylen AG saturés et donc

une accumulation de ce cposé 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
KpSDWLTXH VRLW SULQFLSDOHPHQW GXH j OD GlyseldgnsWLRQ C
OH 7% IDYRULVDQW DLQVL OD OLEpUDWLRQ HW OH IOX[ GT1$*/
la lipogenesale novo & HWWH QRWLRQ HVW GYIDLOOHXUV UHQIRUFpH ¢
TA visceéral, qui est compatible avec une hyaetivation du métabolisme des lipides comme le

suggere la surexpression des genes impliqués dans le transport, la synthese, l'oxydation et la
libération des AG (section 3.2.).

Les effets bénéfiques de l'antagonistdes CB1R sur la résistance a l'insuling k& stéatose

hépatique chez la souris et 'Homme sont déja bien é@kditor and Pagano, 2009%vec ce

modele murin d'obésité, nous avons fourni une preuve supplémentaire que le blocage des CB1R
entraine de nobreux changements métaboliques périphériques ainsi que de nombreuses
régulations moléculaires permettant de résorber la stéatose hépatique.

(Q DFFRUG DYHF OYDPpOLRUDWLRQ GHV SDUDPgWUHV DVVRI
patients diabégjues @ type Il traités par le iRionabantPi-Sunyeret al, 2006; Van Gaatt al,

2005) QRV UpVXOWDWYV VRXWLHQQHQW OYfK\SRWKgVH VHORQ O
a une stimulation du catabolisme des HBans le foie.Des études antérieures ont en effet

montré que la surexpression de-BRdans le foie, tout en réduisant les niveaux de HDtdans

le plasma, réduisait I'athérosclérose chez la sdAra et al, 199; Kozarskyet al, 2000) ce

qui suggéere que la surexpression deBBRlans le foie pourrait favoriser le transport inverse du
FKROHVWpPURO / DXJPHQWDWALRMWGHcB IH[SUHYBXRY HGIS DB O
CB1R pourrait aussi étre asséeia une modification de la taille des HDL et de leur cinétique
(Nijstadet al, 2009)et ainsi expliquerdugmentation des capacités de captage desEbL

La forte augmentation de I'expression hépatigue du CB1R induite par le régime HSHF étant
SOHLQHPHQW FRQWUHFDUUpPH SDU GrHil gétrdisoiiable ideQpahsBrY HF O
gue les adaptationmétaboliques observées sont, au moins en partie, liées a une réduction de
l'activité du SEC. Ce concept est en accord avec d'autres études utilisant des soljse3B1

a-dire des animaux pour lesquels le gene du CB1R a été inval@apntrant quéa présence du

&% 5 HVW REOLIJDWRLUH SRXU O HOSHyieaRes &.H2PA8;RAVIMBII X QH V!

Trillou et al, 2004) Dans notre étude, la plupart des parameétres et genes du foie testés sont
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normalisev DSUqV OH WUDLWHPHQW SDU OH 65 2XWUH OfHIIE
KpSDWLTXHVY LO HVW pJDOHPHQW HQYLVDJHDEOH TXH GHV F
En effet, le blocage des CB1R musculaires et adipocytaires petonibuer indirectement a

OfDPpOLRUDWLRQ GHVY SDUDPgQWUHV KpSDWLTXHY HQ PRGLILI

3. Métabolisme adipocytaire
3.1. Parameétres biochimiques
Afin de déterminer si les variations des taux sériques d'adiponectine correspandest
capacités seécrétoires différentes entre les tissus adipeux viscéraux-etitanés, nous avons
PHVXUp OD TXDQWLWp GIDGLSRQHFWLQH FRQWHQXH GDQV Ot

Figure 4 : Effet de I'antagonismeéesCB1R sur la concentration d'adipectine 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/kgjjale I'antagoniste CB1 SR141716 (HSHF + SR; n = 14) ou par un
placebo (HSHF, n = 10). En paralléle, 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 letttérentes en exposant (a, b, ¢) sont statistiquement différentes a p <0,05.

Les résultats présentés en Figue RHWWHQW WRXW GYDERUG HQ pYLGHQF
adiponectine est plus élevée dans le TA sauané que dans le viscéral chez &smaux
7pPRLQV 'fDXWUH SDUW RQ FRQVWDWH TXH ODGPLQLVWUD
GHVY WDX[ GI{DGLSRQHFWLQH GDQV OHV GHX[ W-t@&h¥, 8 H 7% H\
qui est en accord avec la diminution de la concentratlaenmtique observée dans ce lot
GYDQLPDX[ ,0 HVW LPSRUWDQW GH QRWHU TXH OD QRUPDOI
LQGXLWH SDU OH WUDLWHPHQW VIDFFRPSDJQH GIXQH DXJPI
cette adipokine seulement dang’ke sousFXWDQp /fHQVHPEOH GH FHV UpVXO\
OTK\SRWKgVH VHORQ ODTXHOOH OYfDXJPHQWDWLRQ GH OD FR

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

Figure 15 Effet de I'antagonisméesCBIR VXU OTDFWLYLWp /3/ GX 7% pSLGLG\PDO %
les souris HSHF et HSHF + SR141716s souris ont été nourries avec un régime HSHF et traitées soit avec 10
mg/kg.jour G YD QW EBERQHSHW-HSR; 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

S+ PO GT('7$ PO GH GpR[\FKRO DMW.H. e# Sdérnaged® dbtekysSdprds
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 homogénats de tissus correspondent aux
quartités de fH]acide oléique libéré de la trioléine radioactive ajoutée de la maniére suivante: 100 uL de surnageant
ont été ajoutés a des mélanges contenant 0,3;1 ou 2 mM trioléine émulsionnée avec du tri (9°H)[oléoyl
glycérol (Perkin Elmer, L# Sciences Inc, Boston, MA, USA) (0,22 pCi / 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 NaCl (voir ci
dessous), dans un volume final de 200 pl. L'incubatiétéaffectuée a 37°C pendant 1 h et la quantité-jelpate
OLEpUp SDU DFWLRQ GH OD /3/ D pWp PHVXUpH SDU FRPSWDJH j VFLQWLC
OMDFWLYLWp OLSRO\WLTXH QRQ VSpFLILTXHcH ILDRW Xjp B 1GF YV YOV P LODLLSRXC
UpDOLVpH GDQV OH PLOLHX FRQWHQDQW 0 GH 1D&O /TDFWLYLWp /3/ H\
protéines. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. Les valeurs avec des lettres dififéespiesant (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 role dans le
manWLHQ GH OYfKRPpRVWDVLH pQHUJpWLTXH LO pWDLW MXGL
adipeux des souris HSHF et HSHF + SR14171E&résultats présentés en figurg rhontrent

TXH OH EORFDJH GHV &% 5 QTfHQWUDVQHe SO Vscér§lhplisgua V vV XU
OYRQ REVHUYH DXFXQH GLIIpUHQFH HQWUH OHV VRXULV +6
concernant le TA sou&s XWDQp LO DSSDUDVW TXIXQ WUDLWHPHQW S
EDLVVH GIDFWLYLWp /3/

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

O TH[ S UdeyOCBUR&Ia fois dans le TA épididymal et inguinal. Chez les souris obeses, le
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WUDLWHPHQW SDUWR & §tb €ffivade) enQéduivant |'@&pressitas CBIR dans les

deux tissus. L'expression du TNE une cytokine inflammatoire associée a une résistance a
l'insuline a été stimulée dans les deux TA des souris HSHF par rapport aux souris Tmstins.
LQWpUHVVDQW GH QRW H DesI Kddudadplu3 GndditanteRIgnsGeHr A7viseéral

gue dans la graisse seastanée (respectivement-f3is et 4,8 fois)Aprés le traitement par le
5LPRQDEDQW OH QLYHD XDesf totaeéh/notnkR@é @ans falgraisse -sous

cutanée et réprimé de moip@r rapport aux souris HSHF dans la graisse viscéralgaitement

SDU OTDQWRIRQ@PUVOHPEHRW SHUPLV OD QRUPDO-LNda®WERQ GH
TA viscéral, laquelle avait été multipliée par 4 par le régime HSHF. Dans le TAcstars,
OfH[SUHVVLRMGW BRIHIBEQQDPPHQW VWLPXOpH FKH] OHV VRXUI
difféere pas entrdes deux autres groupes (Fig.B)6 De facon concomitante, I'expression de

genes liés au captage (FAT/CD36, LPL), a la lipolyse (LHS), aday8ation (CPTl) et a la

lipogenése (FAS et ACC1) est fortement stimulée dans le TA viscéral des souris HSHF par
rappat aux souris Témoins (Figure Ap Inversement, dans le TA inguinal des souris HSHF,
I'expression de ces génes a été soit réprimée (LP5, éAACC1) soit inchangée (FAT/CD36,

HSL et CPT), suggérant ainsi des différences de sensibilité et de fonction des adipocytes du TA
souscutané et viscéral dans des conditions dgsténce a l'insuline (figure B§. De fagon
intéressante, tous les génesurexprimés dans le TA viscéral des souris HSHF sont
VLIQLILFDWLYHPHQW UpSULPpV DSU®RiWre CAAWHPHQW DYHF O

3.3. Discussion
Récemment, de nombreuses études ont montré que I'obésité est associée-adtinatsur du

SEC dange TA viscéral(Bensaidet al, 2003; Coteet al, 2007; Di Marzeet al, 2009; Matiaset

al, 2008) 3OXVLHXUV LQIRUPDWLRQV DSSRUWpPpHV SDU FHWWH p
suggérant que le blocagles CB1R entraine des effets spécifiques sur le métabolisme du TA
viscéral pouvant étre liés a la réduction de la teneur en TG hépatiques. Ainsi, la stimulation de
OfH[SUHVVLRQ GH JgQHV DJLVVDQW j GLIIpUHQWYondeYHDX][ C
PPAR J suggere 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 B: Effet du traitement de I'antagonismes CB1R sur l'expression des ARNm de CB1 et de
différents genes ipliqués dans le métabolisme adipocytaire au niveau viscéral (A) etstzug (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 <@B3%, récepteur cannabinoide 1, TNIF Tumor

Necrosis FacterD) PPAR 2, peroxisome proliferatesctivated receptod?; FAT/CD36, fatty acid translocase; LPL,

lipoprotéine lipase; HSL, lipase hormoesensible, FAS, fatty acid synthase; ACC , ac&gA caboxylase; CPTI,

carnitine palmitoyltransferase I.

/I TK\SHUWURSKLH DGLSRF\WDLUH REVHUYpH GDQV OH FDGUH

GTXQ GplLFLW HNadlerétlag RODB) @ ¥ftdt, dans ce cas, les adipocytes atteignent

leur limites & stockage conduisant a depodt ectopique de lipides dans le foie et le muscle
VTXHOHWWLTXH DYHF SRXU FRQVpPpTXHQFH XQH GLPLQXWLR!
(Heilbronnet al, 2004)

'‘DQV QRWUH pWXGH OD UpGXFWLRQ GH OTH[SUHVVLRQ GHV J
VIDFFRPSIDLINHPFODEOHPHQW GTXQH GLPLQXWLRQ GH OfDFFX
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 l'antagoBiR est a
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VRXOLJQHU FDU LO HVW DGPLV TXYXQH OLSRO\VH H[FHVVLYH
la circulation, avec pour conséquence des effets déléteres sur la sensibilité a I'(Asakne

2002) Concernant la LPL, il est connu qtectivation des CB1R augmente l'activité lipoprotéine

lipase dans les adipocytes primaires de sq@ugaet al, 2003) ce qui permettrait d'accroitre le

flux des AGL vers les adipocytes pour la synthese desL&Go6le des EC et des CB1R dans
l'accumulation de lipides neutres dans les cellules adipeuses a été confirmé par Matias et al, qui
ont montré ge le traitement de cellules 3F3l42A avec le HU210, un puissant agoniste de

CBI1R augmente l'accumulation intracellulaire de gouttelettes lipididizdias et al, 2006)

'‘DQV QRWUH pWXGH OH EIMWVRHAQDMWMUGMEY p& &6 IOV SDUWLFXOL
7% YLVFpUDO GHV VRXULV +6+) 65 PDOJUp XQH UpGXFWL
de cette enzyme et une amélioration du profil insulinique des animMEB&XUWDQW OfLQV
augmente thedt TXHPHQW OYDFWLYLWp GH OD /3/ DGLSRF\WDLUH DL
posttranscriptionnel§Eckel and Yost, 1987; Picaet al, 1999; Semenkovickt al, 1989) En

revanche, au niveau seustané,le blocage des CB1R entraine une baisse impressionnante de
OYDFWLYLWp /3/ PDOJUp XQH H[SUHVVLRQ JpQLTXH VLPLOD
SR141716. Ces données démontrent encore une fois les différences de régulation entre le TA
viscéral et le sousutané.

De récentes études suggerent que l'inflammation du TA induite par une obésité pourrait activer
directement le SECKempf et al, 2007)et d'apres nos travaux, il apparait que l'activation du

SEC chez les amaux HSHF est associée a une augmentation de- DBns les 2 dépbts

adipeux. Cette interaction entre inflammation et SEC doit encore étre explorée afin de déterminer

VL O LQIODPPDWLRQ SURYRTXH OYDFWLYDWLRQ GlXecte(& RX Yl
HQWUH O1DXJP HQ@We Vdipdsité @tHa vétistance a l'insuline est maintenant bien
établie (Hotamisligil et al, 1995) La stimulation de la lipolyse de maniére concentration
dépendante a TN 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(Ruan and Lodih, 2003) Par conséquent, il est raisonnable de

penser que la normalisation du métabolisme adipocytaire et certains effejacemis induits

SDU OH WUDLWHPHQW SBQ VO FIR@WPBRYLYWH@RDDOUPGXFWLRQ C
Ddans le TA és souris HSHF+SR.

77



Résultats chapitre |

Cette étude met également en évidence des différences métaboliques entre le tissu adipeux sous
cutané et viscéral. En effet, ces tissus répondent difféeremment au régime HSHF et au traitement
SDU OH 65 'DQ \eOrgstVV FEERIHO HQW OD SUHXYH RROpFXOI
régime HSHF provoque des effets déléteres dans le TA viscéral qui n‘ont pas été observés dans le
TA sousFXWDQp HW GI{DXWUH SDUW TXH OH EORFDJH GHV &% ¢
dans le TA viscélatout en exercant des effets spécifiques sur le TA -satané. Ainsi,
I'expression de génes impliqgués dans le transport, la synthese, I'oxydation et la libération des
DFLGHV JUDV QYD SDV pWp PRGLILpH RX DRy deéspBiEILPpH G
HSHF+SR alors que ces genes ont été surexprimés dans le TA viscéral. Ces résultats pourraient
FRUUHVSRQGUH j GHV GLIIpUHQWY GHJUpV GYDFWLYDWLRQ
PWXGHV UpFHQWHY GpPRQWUDQW GHTA gstérat Brxspustitahép UH Q W Vv
(D'Eonet al, 2008; Izzcet al, 2009; Matiaset al, 2006; Starowicet al, 2008) Ces différences

de régulation génique entre TA viscéral et soutgné en réponse a un régime richgeaisses et

a un traitement par un antagonisdesCBI1R, également montrées par Poussin €Palssinet

al, 2008) SRXUUDLHQW rWUH OLpH DX IDLW TXBp® le @meFWLRQ
HSHF est baucoup moins importante dans le TA soutané que dans TA viscéral. En effet, le
WUDLWHPHQW GHV VRXULV REprdvEdue DReth&rmalfaionVednplRt® d&/ WH &
OfH[SUHVYV LBJansGeHr A7sbirsutané tandis que l'inflammation reste éedans le TA

viscéral EHVY GRQQpHYVY UHODWLYHYV j OTpWDW LQIODPPDWRLUH G>
SURGXFWLRQ GIDGLSRQHFWLQH (Q HIIHW OD-QUBisAAOLVDWI
souscutané est associée a une augmentation de la teneur en adiponectine dans ce tissu. Une
relation inverse entre les concentrations sériques d'adiponectine et lDBMANt déja été
évoquée(Lau et al, 2005) suggee que l'inflammation des tissus adipeux pourrait modifier la
SURGXFWLRQ GHE aff§ GlughehatiQrHde I'expresside PPARJ induite par
antagonisme des CB1R dans TA sau$ané pourrait correspondre a une activation de la
différenciation adipocytairéSchoonjanst al, 1996)avec pour conséquence une stimulation de

la sécrétion d'adiponectirf&ustafsoretal., 2003) La teneur en adiponectine restant faible dans

le TA viscéral apres l'inhibition du CB1R,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 sousitanés.
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4. Conclusion
En conclusion, cette étudie vivo, indique que I'administration d'un antagoniste REinéliore

les parametres plasmatiques et résorbe la stéatose hépatique chez la souris obése. L'amélioration
du métabolisme @ 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 dusicitané
VXLWH j XQH REpVLWp LQGDL Wite ded travauf 3O lideaisgi PMsL R Q
particulierement sur les effets directs de I'antagond@s€B1R sur le foie et les différents TA a

travers une approche vitro afin de préciser les impltions respectives du SEC et des produits

sécrétés par le TA dans la régulation du métabolisme lipidique.
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Chapitre Il : Approche in vitro : Etude des effets du blocage du SEC sur le

meétabolisme des lipides et des glucides dans le foie.
(RésultawWV IDLVDQW OTJREMHW GTXQH SXEOLFDWLRQ HQ SUpSDUI

Dans le foie, une suUDFWLYDWLRQ GX 6(& GpSHQGDQWH GH OYDFW
VLIQDOLVDWLRQ FHOOXODLUH TXL HQ GpFRXOH VWLPXOH
stéatos€OsetHyiamanet al, 2005; OsetHyiamanet al, 2008) Ceci suggere que la stimulation
de ce systéme biologique particulier contribue a la pathogénie de la stéatohépatite non alcoolique
(NASH), une caractéristique commune deiguais en surpoids ou obeses avec diabéte de type 2,
IRUWHPHQW DVVRFLpH | QUDyddpet al\v2000;QMedinget @l 32004y MagréQ H
OHV QRPEUHXVHV pWXGHV PRQWUD QRYR 3t tsdiéeodasDeif®@Q LV PH
antt I LEURWLTXHYV FKH] O DMMI& Etlal, Y007 W eiefraCiere Bthhl, 2008)et a
une réduction la stéatose hépatique chez le rat obése ZuckeiGarfeBobo et al, 2007) il
QYH[LVWH DFWXHOOHPHQW DXFXQH pWXGH D\DQW UpHOOHPI
CB1R périphériquesSRXUWDQW ORUV GT1XQ WUDLRY the bcfiow digeBtd) X Q D C
sur les orgagneSpULSKpULTXHV QH SHXW SDV rWUH H[FOXH &THVW
GITHI[DPLQHU OYLPSDFW GH OYfLQKLELWLRQ GX 6(& YLD OYDQ
FHQWUDO GX PpWDEROLVPH OLSLGLTXH HQ XWLfd, RADW XQ |
DYRQV GRQF GpYHORSSp XQ PRGgOH GTH[SODQWYV GH IRLH
VWUXFWXUH GHV FHOOXOHV LQWDFWHY HW OfYRUJDQLVDWLF
CB1R peut exercer des effets directs sur le métabolismeidgilipidique du foie,
indépendamment de facteurs nerveux ou circulant (comme ceux produits par les adipocytes ou
OLpV j OTLQVXOLQH /IHV FRXSHV GH IRLH UpDOLVpPpHV |j OfI
GYDERUG pWp VRXPLVH \ntjpednhis de déte@niviéf |88 ebditidns TX réRaration,
GH FXOWXUH HW GH WUDLWHPHQW WHPSV GTLQFXEDWLRQ
tissus... voir Matériel et Méthodes).
Au final, trois approches expérimentales ont été retenues : 1) @gwe< de foies issus
GYDQLPDX[ VDLQV RQW pWp LQFXEpHV K GDQV XQ PLOLHX
Q0 DILQ GYLQDFWLYHU OHV &% 5 'DQV FHUWDLQV FDV
—0 GDQV OH PLOLHX GDQV O du)XSBC ét13) QaBsxXuritres&i®@H DFWL
GYH[SPULHQFH QRXV DYRQV XWLOLVp GX IRLH GH VRXULV UH
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SEC esthypeDFWLYp /D PHVXUH GH OYfH[SUHVVLRQ GX &% 5 HVW
GH FDUDFW p U lvatidriduCsER whdanctiGrdes-différents traitements (figdke &).

'DQV OH PRGQOH GYH[SODQWV GH IRLH VDLQ OfYHIILFDFLWpP
PYLGHQFH SDU OD IRUWH GLPLQXWLRQ GH OfYH[SUHVVLRQ C
LQGLTXH pJDOHPHQW TXH OH 65 HVW FDSDEOH GH UpJXC
GRQW OH 6(& QTHVW SDV DFWLYp IRLH VDLQ HQ DEVHQFH
DJRQLVWH LQYHUVH GX FRPSRVp $ OTL@YIRQVBH OBHESTLIRY
CB1R. Lorsque les deux m@pFXOHV VRQW Ddire/éhFeampéttionFdnHoBssrve un
QLYHDX GYfH[SUHVVLRQ OpJqUHPHQW VXSpULHXUH j FHOXL GH
O71%(%$ OTHPSRUWH S UR & bdac2htratidrpiis ngortdhteWEGddanalusion, il est
UDLVRQQDEOH GH SHQVHU TXH OHV PRGLILFDWLRQV GYH[SUH
LQGXLWHY SDU OHV WUDLWHPHQWY FRUUHVSRQGHQW j GHV Y

Figure I7: Expressio du CB1R suite a un traitement SR14171@0nM)sur A) des explants de foie sain,

% GHV H[SODQWV GH IRLH VDLGuUW EtT) ddpexplRnts d@Rof@ d& BdurisGHEHB 13 ($
WUDLWpPV RX QRQ SDU GH Of3%($ ' &RPSOBIR daMRIQfoe Xaiet ¥eHoizX G TH]:
HSHF. Les traitements ont eu lieu pendant 21h a 37°c sous 5% deL&Orésultats sont exprimés en

moyenne + SEM (n = 8 par groupégs valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement
différentes a p <0,0%.B1, récepteur cannabinoide 1.
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'DQV OH PRGQOH +6+) O7%$($ LQG XdsGBIRADG LI te¢ Gaen@ntppd UH V V L
65 QYD GDQV FH FDV DXFXQ HIIHW &H UpVXOWDW SOXW
concentrdbn en SR141716 trop faible par rapport a la densité des CB1R présents a en juger par
OHXU QLYHDX GTH[SUHVVLRQ GDQV OH IRLH GHV VRXULV REG®
souris témoins (figure?ds, /RUVTXH OH 65 HW O 1 $iadémMenransleM R X W p
PLOLHX GH FXOWXUH OfH[SUHVVLRQ GX &% 5 HVW VWLPXC
traitement AEA seul, suggérant un effet compétition entre les deux composés.

SA fUfe "% "tZ2f—<"e o Zi'S>tf—c's The f..cTie %"fed

Les résultats obtesun vivo et présentés précédemment ayant mis en évidence un effet bénéfique

GX WUDLWHPHQW S RQurQd] dpéatug® ERafidu¥, Wdds &dGs sommes intéressés a
GIpYHQWXHOV HIIHWV GLUHFWV GX 65 VXUtiCulerBWWDEROL
certains parametres liés a I'oxydation des AG.

sdsa ’"*...St sad ""f—e ti—e —"fc—Fete— "f” svsysx e—" tie 3 Zf-
Lafigure 7 UpYqOH TXTXQ WUDLWHP R@revogb theGfidonentdtivg BepDd W H & ¢

GH OYR[\GDWDRRRQGHEHSDOPLWIamXdt fadteares QHipMre ARS.a méme
PHVXUH UpDOLVpH VXU XQ KRPRIJpQDW REWHQX j SDUWLU GH\)
de franchissement de la membrane plasmique) donn@ésldsats similaires (Figure8B) ce qui
SHUPHW GH VXJJpUHU TXH OYPRPDIEGHAWLIW LRTHWVGW S D FGMH L
FDSWDJH GHV $* SDU OHV FHOOXOHV ‘CoAXiMtratellulSieleésy OD T
diminuée dans les explants de foie traités (Fig@€)1$LQVL OIDXIJPHQWIENLRQ Gt
oxydative pourrait corresf@ GUH j OD OHYpH GH OLQKLELWLRQ H[HUFpH
laCPT FDWDO\WVDQW OfpWDSH GYHQWUpPH GHV $*/& GDQV OD P
laCPT, QD SDV pWp LQGXLWH SDU OH WUDLWHPH&dNt@GIDQV FH'
de 'AMPK dans la régulation du métabolisme glucidique et lipidique nous avons examiné si le
EORFDJH GHV &% 5 DYDLW GHV FRQVpTXHQFHV VXU OYDFWL
données cinétiges présentées dans la figueeiddiquent queO 1$03. HVW SKRVSKRU\OpH
DFWLYpH ORUV GTXQ WUDLWHPHQW GHYV H[SODQWYV GH IRLH S
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Figure B: Effet du traitement de l'antagonismesCB1R sur A) les capacités oxydatives des explants de
IRLHVY % OHV FDSDFLWPRJIRROWW GYHYSGODQWK WUDLWpPV HW & OH

CoA intracellulaireapres 21h de traitement par SR141716 (100hkH résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM (n = 8 par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant)(api, statistiguement

différentes a p <0,05.

Figure D : A) Effet du traitement par I'antagonisrdesCB1R (SR141716 100nMjur I'expression des

ARNm de la CPTL aprés 21h de traitemenB) Effet du traitement de l'antagonisndes CB1R
(SR141716 100nMYy XU OD SKRVSKRU\Qdé Wdulkt sdatldxf0rfiéd @Bmoyenne + SEM (n = 8

par groupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement différentes a p <0,05.
CPT-I, carnitine palmitoyltransferase |.
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1.2. App”*...St td "“"t—e ti—e —"fc«—tet6-sut fles explasissde foie sain
_"f(_io‘_ o‘e f~:t 'l':|: Z]Ifofo'l'fO(T:ta
Afin se rapprocher des conditions physiopathologiques rencontrées dans le foie de sujets obeses,

QRXV DYRQV GpFLGp GH U pCBlpwWwmH@WO § H MWW bl L HHRQLAH XHQQH WP U L H
O71%(% GDQV OH-akiMeNle GER.\ Sddis) avons ensuite mesuré l'activitéydative
(figure 200 HW OYH[SUHVVHRfQuUr& M ODH & UDLWHPHQW SIRU OfDQV
provoque a nouveau une augQ& DWLRQ GH OTR[\GDWLRQ GH OYDFLGH S
O 1D JR Q IREMtrHIN& he baisse30%) de l'activité foxydative. Les explants doaités par
Of%($ HW SDU 65 SUpVHQWHQ Wcetl&dds BRMaB® WLRQ pTXLYDO

Figure 20: Effets de I'antagonismdes CB1R sur l'oxydation des acides graBe fines tranches de foie

(environ 200 um) ont été obtenues a partir de souris nourries avec un régime standard. Les coupes ont ensuite été
PLVHV HQ FXOWXUH GDQV XQ PLOtB X HWHRXSGE DL GRY(BRIRETTS/(B6LME: %
SHQGDQW K Q SRXU FKDTXH ORW $ OYLVVXH GHV K OHV WUDQFKH
milieu William's Medium E oxygéné, complété par de tadrnitine (0,5 mmol / L) en présende 0,2 mmol / L de

[1-*C] acide palmitique (55,5 GBq /mol) complexés a I'albumine (FA / BSA rapport molaire de 2,5/ 1).

'DQV FHWWH VpULH GH UpVXOWDWY TXL FRQILUPH TXH OfL
VWLPXODWLR Qoxydative JMOSREYHWYR®RYV FHWWH IRLV XQH LQGXFV
la CPTI dans les explants traités par SR141716 (Fiete Ce phénoméne semble bien

GpSHQGUH GHV &% 5 SXLVTXH OD SUpVHQHH GH OY$($ UpSULP
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sdu ’"'...St ua “"f-e ti—eaAFA-ett 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

R[\GDWLYHV GJH[SODQWY GH IRLH VDLQ pWDLHQW UHSURGXL
UHQGXHV REQVHV SDU XQ UpJLPH +6+) ,0 VIDYQUH TXH GDC
O71$($ LQGXLW j QRXYHDX XQH GLPLQXWLRQ GH OfR[\GDWL!
WUDLWHPHQW SDU 65 QTD DXFXQ HIIHW

Figure 21 (I1THW GTXQ & apbnisw et RmagMiste aBsur I'expression des ARNm de la GPT
1. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 8 par grdups)explants ont été mis en présence

GI3$($ —0 HW RX GH 65 Q0 SHQGDQW L& vERYDQW HI[V
avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiguement différentes a @P¥0,08arnitine
palmitoyltransferase 1.

/IRUVTXH OHV GHX[ FRPSRVpV VRQW PLV HQ FRPSpWLWLRQ R
capacités oxydativedquivalente a celle retrouvé® R X U CsBdd $Figure 2). Ces résultats
sont a rapprocher de ceux concern@®ffH[SUHVVLRQ GHYV) ¢gbsérlentLqle la H
guantité de transcrits CBRlest plus de 120 fois supérieure dans le foie des souris ghases
UDSSRUW DX[ VRXULV WpPRLQV 1RXV SRXYRQV GRQF UDLVF
PDUTXDQW GH 65 V Hds CBIRHESE dud Vav urie Qquantité insuffisante
GIDQWDJRQLVWH DX UHJDUG GX QRPEUH GH UpFHSWHXUV j V

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

nombreuses étudg€ota et al, 2003) /HV WUDYDX[ SO XMyidihairéd @Vt G2VHL
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partiellement mis en évidence qQ@ I DFWLYDWLRQ GHV &% 5 DIIHFWH OH P
stimulant la synthése des AG dans le foie. Les auteurs ont également démontré que ces effets
PWDLHQW DQQXOpV VXLWH | XQ R(O2iHjahame0al 2608)WDads D Q W D J
notre modele, il apparait que le blocage des CB1R entraine une augmentation des capacités
GYR[\GDWLRQ GH OYDFLGH SDOPLWLTXH SDU OH IRLH DORI
diminution importante des capacités oxydativies explantsCette augmentation peut étre
DVVRFLpH j OfDFWLHEDEHELQDPSGH OIRPOB.XQ U{OH LPSRUWDQW C
métabolisme gluciddipidi TXH HQ SKRVSKRU\ODQW HW LQDFWhAattDQW OT$
GH O OdApém \r@dlonylCoA ce qui, dans le foie constitue la premiere réaction de la

biosynthése des acides gras.

Figure 22: Effets de I'antagonismées CB1R sur l'oxydation des acides grd3e fines tranches de foie

(environ 200 micrométres) ont été obtenues a p&tHH VRXULVY QRXUULY DYHF XQ UpJLPH +6+) H
—0 HW RX DYHF — 0 RY{TRQA/ME)RsQitlaved th @atebo (n=5 pour chaque lot). Les tranches

ont été incubées a 37 ° C dans du milieu William's Medium E oxygéné, compléi [paecarnitine (0,5 mmol / L)

en présence de 0,2 mmol / L deJ4C] acide palmitique (55,5 GBq / mol) complexés a l'albumine (FA / BSA

rapport molaire de 2,5/ 1).

(Q LODFWLYDQW Of7%$&& O9f%$03. HVW GRQF UHVSRQ@WEBEOH G
JUDV GDQV FH WLVVX 'H SOXV O0O¢fY%$03. SRVVqQGH pJDOHPHQW
transcription des génes de la lipogen@smetzet al, 2005) HQ LQKLEDQW OfH[SUHVVL
des factars de transcription SREBP{sterol regulatory element binding protein X€oretzet
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al., 2005; Zhowet al, 2001)et ChREBRcarbohydrate response element binding protétoretz

et al, 2005; Kawaguchet al, 2002) En outre, le malonyk R$ SURGXLW SDU Of$&& M|
GIpOpPHQW UpJXODWHXU L-O qui QefrheE e trarfspoit \dels didaspgresHiuO D &
cytosol vers la mitochondrigkashfi et al, 1994; Murthy and Pande, 198Th diminution de la
concentration cytosolique en malofybA facilite ainsi la pénétration des acides gras dans la
mitochondrie et leur oxydatioftQ UpVXPp HQ DFWLYDQWSDN$@BIDOWDNBDL
CB1R pourrait conduire a la fois a une normalisation de la lipogenese et a une amélioration de
l'oxydation des acides gra& HV UpVXOWDWYVY VRQW HQ DFFRUG DYHF FHX]
'antagoniste CBR VW LP XOH O fDdang leYdiede s&uB8F soumises a un régime standard
(OsetHyiamanet al, 2008)et avec ceux de Watanabeal GDQV OHVTXHOV ROIDQWD.
entraine une phosphorylation de 'AMPK chez des souris Adigob muvant conduire & une
LOQDFWLYDWLRQ GH O9%&& HW XQH GCeA(yatandbetal.2609) TXD QWL
'H SOXV LO HVW GpPRQWUp TXH OT1$($ HOQWUDVQH XQH VWL
lipogeneVH HW TXH OfDGPLQLVWUDWLRQ GTXQ DIJRQLWWdr GHV Ur
la souris stimule la lipogenése dans un foie sain par un meécanismie @Rkndant. Les
PpFDQLVPHY DORUV LPSOLTXpV GDQV FHMCc,ldé IHDE & GIMO & H QA\D
FAS (Shimomuraet al, 1998) En conclusion, cette étude et plusieurs autres démontrent que la
UpGXFWLRQ GH OD OLSRJH QEoxydatibkVcoDsEEukve® dH@edDniikutien@leG H OLC
O 1D F WLSEC ¥opt des événements favorables a la réduction de la stéatose h@patigue

Bobo et al, 2007 88; Lotersztajet al, 2007; Luyckxet al, 2000) /f{DQWDJRQLVPH GHYV
hépatiques apparait donc comme une@H WUqV LQWpUHVVDQWH SRXU VWLP)

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

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

distribution des lipoprotéines avec une diminution de la fraction des LDL petites et defiSes (

%), une augmentation du pourcentage des grosses particules de LDL (+ 6,3 %) et des effets trés
favorablessur le HDL cholestérol (+ 9,3 % vs placel§B}-Sunyeret al, 2006; Van Gaatt al,

2008a; Van Gaaét al, 2008b) LYpWXGH 6WUDGLYDULXV D pJDOHPHQW PI
favorables du Rimonabant sur l&aux GTKpPRJORELQH -IJP\T)XGHHE' et @S
triglycérides(Nissenet al, 2008) & fHVW SRXUTXRL QRXV DYRQV XWLOLVp ¢
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etudier les effets du blocage des CB1R sur la régulation de la vde lg®genése et de la
synthése du cholestérol ainsi que sur le captage duEBL

tds "' St s8 "Tf-e ti—e —"fc—Fete— "f" svsysx o—" tie 1§ Zfe-
1RXV DYRQV WRXW GIDERUG FKHUFKp j VDYRLU VL OTDQWI
capacités de captage du HQIE dans notre modélPour cela, les explants sont cultivés 21h en
présence ou non de SR141716 puis incubés 2h avec des HDL mamaé&ase( et méthodes
section 6). Les résultats mettent en évidence une augmentation dyeapiaHDL-CE dans les
explants de foie SR141716rpapport aux témoins (Figure R (Q SDUDOOgqOH LO VIDY
incubation avec l'antagoniste CBJrovoque une augmentation significative du cholestérol et
des triglycérides intracellulaires en compsoa aux valeurs contréles (figureS8B et 2X). Ces
GRQQpHV ODLVVHQW VXSSRVHU TXH OYDXJPHQWDWLRQ GH C
induite par le blocage des CB1R hépatiques est, au moins en partie, associée a la prise en charge

du cholesgtrol porté par les HDL.

Figure B: Effet de I'antagonisméesCB1R(SR141716 100nM3ur A) les capacités des explants de foies

a capter les HDICE, B) la concentration en cholestérol intracellulaire et C) la concentration en
triglycérides intracellulaires.es 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.

SXLVTXTIXQH DXJPHQWDWLRQ GH OD WHQHXU HQ@présKIROHVWp
WUDLWHPHQW SD LR, Qdub &yPdDrids@é Nexpredssibodes génes impliqués dans le
métabolisme du cholestérol. Le blocage des CB1R hépatiques entraine une augmentation de
OTH[SUHVYVLR @n&@htylghthrdOBAIRduUctase (HMEC0A) suggérant un impact sur la

97



Résultats chapitre Il

UpJXODWLRQ GH OD SURGXFWLRQ GH FKROHVWpPURO HQGRJ(qC
pour des protéines impliqguées dans le captage du cholestéfBll 8RHL a été réprimée par le
traitement. Les données indiquégalement que le traitement ne modifie ni I'expression des 2
LVRIRUPHYVY GH O71%$&& QL FHOOH GH OD )$6 DOR1Id\SOoNEXH OHV
DXJPHQWpPV GH ODOJUp OYDEVHQFH GYHIIHWYV DSSDUHQW
lipogenésede rovo, la stimulation du facteur de transcription SREB® suggére que le

traitement par SR141716 affecteétabolisme lipidique (Figured?

Figure 24 Effet du traitement de l'antagonisndes CBI1R (SR141716 100nM)sur l'expression de
différents genefmpliqués dans le métabolisme lipidique du faies 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, gk€oA carboxylase; HMGCoA, hydroxgethylglutary}CoA
réductase, SIB1, Scavenger Receptor B1, HL, Hepatic lipase, SREBPSterol regulatory element binding
proteinlc, LRP lipoprotein receptorelated proteirl.

Afin de déterminer si la voie de sygv H GH QRYR GX FKROHVWpPURO SDUWL
FKROHVWpPpURO LQWUDFHOOXODLUH QRXV DYRQV WUDLWpPV C
—0 DILQ GTILQCbA ductade;+ nzyme responsable de la premiere étape de la
synthése (Fige 5). 'DQV FHWWH QRXYHOOH H[SPULHQFH QRXV UHW
FKROHVWpPURO GDQV OHV H[SODQWNWR ard QueWeptraitementSparu O T D (
OIDWRUYDVWDWLQH WHQG j OH GLPLQXHU xdhants traités,@daHV W L C
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IRLY SDU O9YD@RMVMDWRQILVWRIUEF®BVWDWLQH QH SUpVHQWHQW SI
intracellulaire ce qui démontre que la synthése de novo est bien stimulée par le traitement

65 3DUDOOQOHPHQW O3FH SQUFE@X0edocidd¢ Sppar&itvcbiré@ a la
concentration intracellulaire de cholestérol (figuB. ZEn ce qui concerne la lipase hépatique et

SR-B1, tous deux impliqués dans le captage du HIH, la diminution de leur expression
JpQLTXH FR Q apagohishheYdds CELR est bien reproduite, mais dans cette expérience, il
HVW HQ SOXV GpRPRRQWUWHPHIOXW BRHF OYDWRUYDVWDWLQH
SR141716.

Figure . (II1HW GX WUDLWHPHQW SDU OYDWR UBLR SRYADTVEG (@IEnNM)su®0 HW SELC
$ OD FRQFHQWUDWLRQ HQ FKROHVWpPURO LQWUDBJoAN E@tBELUH %
C)OYH[SUHVVLRQ GH O1$51P GH Of+/ HW '-1.Qd5ep@BtatdbdnVexries@iH O 1$5 1
moyenne + SEM (n = 5 pgroupe). Les valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement
différentes a p <0,05.

tata " .. St td "Tf—e ti—e —"fc—tete— 'f” svsysx e—" tie $3'Zf
—Vfc—te ‘— ote fTF . tF Zifefetfectta
Dans cette appBKH H[SpULPHQWDOH QRXV DYRQV DMRXWp GHV Vp

ON$($ 65 SXLV QRXV DYRQV PHVXUp OTH[SUHVVLRQ GHV
WUDLWHPHQW 65 QIH[HUFH j QRXYHDX DXFXQ HIdAHW VXU
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)$6 7RXWHIRLY LO DSSDUDVW TXH OH 65 HVW FDSDEOH (

lorsque ces deux composeés sont en compétition (Figre 2

Figure 2% (IITHW GI1XQ WUDLWHPHQW S DRJsUD UeRppekssiow de diffénesD gg2néd JR QL V V

impligués dans le métabolisme lipidique du fodEA (5uM), SR141716(100nM)Les résultats sont exprimés

en moyenne + SEM (n = 8 par groupées valeurs avec des lettres différentes en exposant (a, b, c) sont
statistiquement différentes a p €8, ACC, acétylCoA carboxylase; FAS, fatty acid synthase; HMGCOoA, hydroxy
methylglutarydCoA réductase, HL, Hepatic lipase; B8R, Scavenger Recept&1.

Concernant la syntheske novoGX FKROHVWpPpURO OfDFWLYDWLRQ GHV &%
SigQLILFDWLI VXU O fH[SdAH&diaRQal@Hque fet+ildcage de ces récepteurs
HQWUDVQH FHWWH IRLY HQFRUH XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfF
QTH[LVWH SDV ORUVTXH TXH OTDQWDJRIDLWNOHO HOMPHQ W RBPS$E
de génes codant pour des protéines impliquées dans le captage du cholestiobt R a été
PRGLILpH SDU Of%$($ HW 65 $YHF OH VRUMD rétfddveHIQO W S DU
profil similaire a celui précéedemment®HUYp j VDYRLU XQH GLPLQXWLRQ GH
SURWpPLQHV /1%$($ HQWUDVQH XQ EDLVVH Wl éQltehdabcVd YH GH
GLPLQXHU OfH[SUHVVLRQ GH Of+/ (QILQ OD SUpVHQFH FRQ

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

biosynthese, de son captage et de sa sécrétion. Dans cette appnottbe nous avons montré

gue le blocage des CB1R entraine angmentation de la teneur en cholestérol dans les explants

de foie. Dans notre modele, l'augmentation du taux de cholestérol intracellulaire est associée a
XQH LQGXFWLRQ GH OfRSULINGXRQY DGHH OQHBGQ]\PH UHVSRQVI
taux de botransformation de la-Bydroxy-3-methytglutaryFCoA en mévalonate, précurseur des

stérols et en particulier du cholestérol. Cela suggére que le blocage des CB1R par SR141716
induit une augmentation de la synthése du cholestérol. Pour vérifier cettbdsgatous avons
DVVRFLp OH WUDLWHPHQW 65 DYHF XQ WUDLWHPHQW SDL
GH Ot&®$ UHGXFWDVH 'DQV FHV FRQGLWLRQV FYHVW | GL
FRPSpWLWLRQ OH WUDLWKILIPEH @& DIt W a85W R U Y|DQ BV DRV YA XLLC
O 1 + 6CoA reductase et sur la concentration en cholestérol. Ainsi, il est raisonnable de penser
TXH OYDXJPHQWDWLRQ GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQ FKROHV!'
des CBIR estOD FRQVpPTXHQFH GYXQH DXJPHQWDWLRQ GH OD V\Q
captage du HDICE étant stimulées par le traitement SR141716, une participation du cholestérol
HIRJGQH QYHVW SDV H[FOXH GIDXWDQW BX dorDavdtalileR ® QpHV L
FHWWH pYHQWXDOLWpP 3OXVLHXUV GRQQpHYV H[SpPULPHQWDOF
OD GHPDQGH HQ FKROHVWpPURO GH PrPH TXH OHV GLIIpUHQV
GHV VWpPpUROV /T+/ HVW L P SOduTémbblimé deés pipbpraiéves\capaled S H
possede a la fois des activités de lipase de triglycérides et de phosph@ipaget al, 1981,

Kuusietal, 1980) $LQVL Of+/ SHXW FDWD O \Vipites@eKMBL(GROOteY H GHV
al., 1981; Kuusiet al, 1980)et donner lieu a un remodelage des HDL favorable & une meilleure
absorption du cholestérol par les hépatocyiemseret al, 1980; Kadowakiet al, 1992) En

SOXV GH VRQ DFWLYLWp OLSRO\WLTXH Of+/ SHFBBHW GH L
IDFLOLWDQW DLQVL O L QUaRbgERAdl D99, RidaRui) etrak RIOH Edep U R O

et al, 1999; Marque¥/idal et al, 1994) L'hypothese du réle synergique est également soutenue

SDU OD UpJXODWLRQ FRPPXQH H-BI ddnsHe fSigJReiTetat alG20D) 1+/ HW
'‘DQV QRWUH pWXGH QRXV REVHUYRQV TXR c@éduitVal WiieL WHP HC
UpGXFWLRQ FRRUGRQQpPHYGHHWIEHS WHVUXLRQHGWHWHEPEOH SDV F
augmentation de la prise en charge du cholestérol par les hépatocResWHIRLY LO QYH)
H[FOX TXH OD GLPLQXWLR® GHNOGH [SUWRVWR@QHGHHE6BHW GH O
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rétrocontréle consécutif a une augmentation des quantités de cholestérol intracellulaire, en accord
avec d'autres travaux effectuésea des cellules d’hépatome en culture démontrant une relation
LQYHUVH HQWUH OD WHQHXU HQ FKROHVWpURRRr&d &, FHOOXO
2002) Il est également possible que le récepté /53 GRQW OfJH[SUHVVLRQ HVW
traitement SR141716 participe a augmenter le captage des HDL via un mécanisme similaire a
celui décrit pas Vassilioet aldans des adipocytes huma(iassiliou and McPérson, 2004)

SREBRI1c appartient a une famille de facteurs de transcription décrite initialement comme
contrblant des genes impliqués dans le métabolgouedo-lipidique. Son expression est sous le
FRQWU{OH GH OYfHQYLURQQHP Hs&vh deCSRERRE LtieX Hdiblg @anslld HW O §
IRLH GIXQ UDW j MHXQ HVW DXJPHQW pH-nttd gveclihUWélitde® HQ W C
riche en glucideg¢Foretzet al, 1999b) Des résultats identiques ont été obtepar le groupe de

Bruce Spiegelman dans le tissu adipeux bl#um et al, 1998)et par Brown et Goldstein dans

OH IRLH GH UDWYV GLDEpW LShirdiviusa/étUad, L1A0p)VDahd des @UtLr@sy XOL Q'+
SULPDLUHV GYfKpSDWRF\WHV G H -1¢ BaVcorRiférablenizql ¥tRulEsSparL RQ G
OfLQVXOLQH PDLV LQKLEpH SDU OH JOXFDJRQ RX VRQ PpG
transcription du géne SREBR palU OfLQVXOLQH TXL LPSOLHnMEE, OD YR
VIDFFRPSDJQH GYXQH DXJPHQWDWLRQ GHV IRUPHM PHPEU
(AzzoutMarnicheet al, 2000) SREBR1c est donc capable de mimer les effetsQI§ LQV XOLQH V.
les génes contrblés par cette hormone et le glucose comme les géenes codant pour la GLCK, la
*3 OD 3(3&. PDLV pJDOHPHQW OD )$6 HW Of%$&& pODUJLVVD
dans la régulation a long terme du métabolisme gldigiddique hépatique(Foretz et al,

1999b) $LQVL GDQV QRWUH pWXGH OfDXJPHQWDB\WdeRQ@N&HY WD
stimulation de la lipogenese. En eff el QH pWXGH D PRQWUp TXIXQH VWLPX
contribue a lI'augmentation de la synthdsenovod'AG, dans des conditions normales et dans les
hépatocytes présentant une accumulation de graisse en stifl@dpression des genes codant

pour des enzymes lipogéniques dont ACC et HA&tonet al, 2002; Shimano, 2001; Kohjima
etal,2008) OrPH VL OfH[SUHVVLRQ G%$&& HW )$6 QTHVW-18DV DXJF
DVVRFLpH j OTDXJPHQWDWLRQ GH OD VI\QWKqVH G &8 KROHVW
FKROHVWpPpURO VXJJqUH XQH DFWLYDWLRQ GH OD OLSRJHQqV
CB1R.
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3. Parametres relatifs au contréle du métabolisme glucidique.
(Q SOXV GH FHV GLIIpUHQWYV HIITHWV VXU OH PIRMONEWROLVPH

pJDOHPHQW j XQH DPpOLRUDWLRQ GHV SDUDP ¢Shgéh\andO X FL G L
Paquot, 2008) 'DQV FH FDV DXVVL LO H\WOWIeS RBNRLIIES k¢ foIXpUisSelI LQD F'
DYRLU XQ LPSDFW VXU OYKRPpRVWDVLH JOXFLGLTXH HQ PRGI
GX JOXFRVH &HW DVSHFW HVW pWXGLp HQ PHVXUDQW OHV H
GTHQ]\PHV FOp G judidieanR ek ¥xplEnts de foie sain.

uds "7*...SF s8 "Tt-e Ti—e —"fc—tete— "f" svsysx e—" tie 13 Zfe-

FigureZ (IITHW G{1XQ WQ@Mdgwidte EBR (BRI TL6 100nM3ur I'expression de différents

génes impliqués das métabolisme glucidique du foiees 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.
GLCK, Glucokinase, G6P, glucose 6 phophat&ePCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase.

/IfDQDO\WH GHV SURILOV GYH[SUHVVLRQ GH OD *OXFRNLQDVE
augmentation significative des transcrits de la GLCK et de la G6P dans les explants de foie traités

K SDU OTD@WDJIR@EDMWHDSSRUW DX[ WpPRLQV DORUV TXH O
effet sur les ARNm de la PEPCK (figuré)2

3.2. Discussion
'DQV OH IRLH OD WUDQVFULSWLRQ GH (IghBdjian & .alH1980; VW L P X C

Magnusoret al, 1989) /D */&. H[HUFH XQH JUDQGH LQIOXHQFH VXU O
synthése du glycogeéne. Il a été montré, en utilisant des modeéles de souris transgéniques, que
PrPH GHV FKDQJHPHQWYV PLQL P BywheGfkoghehties/dif&Omeutabiés W W H

sur la concentration plasmatique de glugdssreet al, 1996; Hariharaet al., 1997; Niswender

103



Résultats chapitre Il

et al, 1997) '{DXWUHV pWXGHV PHQpHV VXU GHWnKégalenweiR F\WHYV
SHUPLV GH PRQWUHU TXTXQH VXUH[SUHVVLRQ GH OD */&. LQ
fois & une augmentation de la glycolyse et de la synthese de glyc@jstom et al, 1999;
Seoaneet al, 1996) (Q DFFRUG DYHF FHVY GRQQpHV OfDXJPHQWDWL
dans les explants traités par le SR141716 suggere un effetlic-like » de la molécule qui
SRXUUDLW VH WUDGXLUH SDU XQH VWLPXO bs/¢xpRads &oentO X W L (
sujets & un épuisement rapide de leur stock de glycogene (matériel et méthodes section 2.3.)
LQGLTXH TXH OH JOXFRVH V{HQJDJH SUplpUHQWLHOOHPHQW
voie de synthese du glycogene. La GLCK, eXp QW XQ U{OH VXU OfXWLOLVDWI
LQGLUHFWHPHQW OfYH[SUHVVLRQ GH JgQHV UpSRQGDQW DX
lipogenésgGirard et al, 1997) Ceci semble étre le cas dans notre modéle en particulier en ce

qui concerne la G6P. En effet, la G6P est une enzyme coeénla voie de la néoglucogénése et

j OD JO\FRJpQRO\VH /IYDQWDJRQLVPH GHV &% 5 SURYRTXH >
FHWWH HQ]J\PH FH TXL SHXW SDUDvWUH SDUDGR[DO DYHF OF
Toutefois ce phénomene inexpliqué@pMj pWp REVHUYp GDQV GIDXWUHV pW
utilisation accrue du glucose est associée a une surexpression de la G6P, méme en absence
GYLQMUMadillQrtet al, 1996) 'H SOXV OYH[SUHVVLRQ GH OD * 3 HVW 1
FAO surexprimant la GLCK et ceci est corrélé a une forte production de |6&tgtudet al,

1997) $LQVL FHV GRQQpPHV VXJJqQUHQW TXH OfDXJPHQWDWLRC
traitement SR141716 correspondkdQ H VWLPXODWLRQ GH OfXWLOLVDWLRQ C
(QILQ OYDXJPHQWDWLRQ GHV WD(Kgures3pheBt EHe/assdri€e &I 65 (%
stimulation de la glycolyse induite par le traitement SR141716. En &€¥4tl V RSREBR1¢

est impliqué dansD UpJXODWLRQ GH OYH[SUHVVLRQ GH OD JOXFRNL
GHV WUDYDX[ PHQpV VXU GHV FXOWXUHYV GTKpSDWRF\WHV H
SREBR F HQGRJgQH TXL LQGLTXHQW TXH GDQV FHV BRRQGLWL
JOXFRNLQDVH SDU (Fptefzé&t 4I0190PH) BavisNe 10iE BREBRIC est également
FDSDEOH GH UpJXOHU OD QpRJOXFRJHQqVH HQ LQKLEDQW Of
O LQ\NCtadhe@tal, 1983) $LQVL LO D pWp PRQWUp TXH OD VXUH[SL
de SREBP1c dans des hépatocytes en culture primaireeBthi FRPSOqQWHPHQW O9fYH[SU]I
PEPCK par un mécanisme transcription(@hakravartyet al, 2001) Dans notre modéle, le
WUDLWHPHQW SDU 65 QYD FXULHXVHPHQW DXFXQ HIIHW
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peutrWUH G€ j OfDEVHQFH G1LQV Kelchpi¢ht Hd3 Jeqnéhc&SUdgiHaRidesl XU G
répondant a cette hormon@®icGraneet al, 1992)

VA <ot fo 7ctte .k TiflTf —f—c oo otxygraphie: —fe 'f”
'fDSUQV OHV UpVXOWDWYV SUpFpGHPPHQW GLVFXWpV OfDQW

moléculaires et enzymatiques dans les explants de foie pouvant correspondre a une adaptation du
métabolisme énergétique des hépatocytes. Afin de ndigier si le blocage des CB1R peut
IDYRULVHU OfXWLOLVDWLRQ SUplpUHQWLHOOH GH JOXFRVH
G % 2les explants par oxygraphie. Cette approche est basée sur le fait que le catabolisme du
JOXFRVH XWLQ guedeltidet G/ Gh3nRe substrat utilisé est plus ou moins riche en

O, SDU FRQVpTXHQW OD TXDQWLWp GTR[\JgQH QpFHVVDLUH
GIDXWDQW SOXV LPSRUWDQWH TXH OH VXEVWUDW HVW SDXY
GI$* RHVVLWH, $OXVOBI2pJUDGDWLRQ GIXQH PROpFXOH GH JC
DX[ $* OHV JOXFLGHV DSSRUWHQW OfR[\JgQH VXIILVDQW SR
GRQF j IRXUQLU OTYR[\JqQH QpFHVVDLUH j \W DO YRI[X O ARHP\EW VD
retrouvé sous forme de GCDe ce fait, il existe un rapport entre les volumes de @fetés et

FHX[ GQfiidés (RQ, respiratory quotient of Pfliger €0y). La valeur de ce rapport est
JpQpPUDOHPHQW LQIpUL HXIle Marje @UivADIe Woe de substrai3 impliqués dans

le métabolisme. Dans tous les cas ou les glucides sont préférentiellement utilisés, on assiste a une
GLPLQXWLRQ GH OD FRQVRPPDWLRQ GYR[\JgQH DYHF SRXU
respiratoie (Malmejac, 1962)

/D FRQVRPPD\WsL R€suréd] gendant quelques minutes dans un milieu de base sans
substrat aprés que les explants aient été conditionnés soit dans un milieu cksEsidaes un
PLOLHX IDYRULVDQW OfXWLOLVDWLRQ GX JOXFRVH VRLW GD¢
PDWpULHO HW PpWKRGHV VHFWLRQ /IHV UpVXOWDR/V PRQW
entraine une diminution marquée de la consdWiLRQ GTR[\JgQH S DibcuteslV H[SO
dansun milieu classique (figure 28lonnes noires). Ce phénomeéne suggere que le métabolisme
GHV KpSDWRF\WHV WUDLWpV SDU OH 65 VIRULHQWH SU
glucose. Cette hypothésst renforcée par les résultats obtenus avec des explants Témoins et
SR141716 preLQFXEpV GDQV XQ PLOLHX IDYRUDEOH j OfXWLOLVDYV
LQGLTXHQW GHV YDOHXU\éqwelerrd? @ ¢ellésPobteviler @veG B2 explants
WUDLWpV SDU (Rdar@ W Dilldr Qassigudd & %
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Figure 28 Mesure de la consommation en oxygene des explants de foie traités ou non par SR141716
(100nM) en fonction des substrats par oxygraphies explants ont été incubés 21ha 37°C puis la

cR QV R P P D WdeRIaqGTeXplant a été mesurée dans 1 mL de PBS pendant 5 minutes. En noir, les explants ont
PWp LQFXEpV GDQV XQ PLOLHX :0( 69) DQWLELRWLTXHV SHQGDQW
a été effectuée dans du WME co@® QW —J P/ GTLQVXOLQH&RS DILQOGGHHIPDRRIQXBU O 1 X
GX JOXFRVH (Q URXJH OD GHUQLqQUH KHXUH GITLQFXEDWLRQ D pWp HIIH
VXFUH HW VXSSOpPHQWpP DYHF GH O YD RyuMHt SuDgméagol PODXglles redultaBH O 71$,& $
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.

Inversement, lorsque le catabolisme des AG est fav@cislonnes rouges) la consommation des
H[SODQWYV 7pPRLQV HW WURIQWN BV \8 8DV M1LQ YIDILKQ MWMW H PRHE W
des explants Témoins pleQFXEpV GDQV XQ PLOLHX FODVVLTXH /THQVH
TXH OTDQWDIRKRW. \FWWBHDEWH GIDLIXLOOHU OH PpWDEROLVPH ¢
PDMRULWDLUHPHQW OHV $* FRPPH VXEVWUDWY YHUV OTXWLC
GH QRWHU TXH ORUVTXH OfXWLOLVDWLRQ GX tdr@ahEcR&VH HV W
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
OH FKRL[] GH OfXWLOLVDWLRQ GX JOXFRVH RX GHV $* FRPPF
hépatocr \WHYVY 'DQV QRWUH PRGgOH LO DSSDUDVW TXH OYDQWD
préférentielle de glucose lorsque les explants sont incubés dans un milieu classique. Ce résultat
est a rapprocher des données moléculaires suggérant une activateomlgeolyse dans les
HISODQWYV WUDLWpV SDU OH 65 'I{DXWUH SDUW ORUVT
HISpPULPHQWDOHPHQW RULHQWpP YHUV OfXWLOLVDWLRQ GHYV
SDU O9DQW DR Rembl¥ Atirhul& %e catabisme. Ce résultat est en accord avec
OTDXJPHQWDW L R -@Qxy@atiws déntdmrieds\Vdany d#s conditions similaires. Au final,
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XQH DXIJPHQWDWLRQ GH OTXWLOLVDWLRQ GHVY JUDLVVHV HVYV
la résorption de la stéme observée in vi@ary-Boboet al, 2007; Jourdaet al, 2010)

5. Conclusion

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

En conclusion, ces résultats BRQWUHQW TXH OIDQWDJRQLVPH GHV &¢
65 HVW FDSDEOH GYLQGXLUH GYLPSRUWDQWHYV UpJXODW
IRLH (Q HIIHW OYDFWLRQ DQWDJRQLVWH DJRQLVWH LQYHUV
entrainer ne stimulation de la prise en charge et du catabolisme des AG pouvant se révéler
IDYRUDEOH j OD UpVRUSWLRQ GH OD VWpDWRVH &HSHQGDQ\
PROpFXOH SXLVVH VWLPXOHU OYDXJPHQWD W4a &QheSeXdeF D W D E |
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 dessdfenéfiques (augmentation de
OfR[\GDWLRQ GHV $* HW GHV HIIHWV QpIDVWHYV VWLPXOD\
TXYH[HUFH OHhh Wa DIXVRHPHQWO HQ VRLW OfYHQVHPEOH GH F
DUJXPHQW VXSSOpPHQ WbDthdgHartiancam ¥ue XelSEE Hberpfidlique pourrait
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PRGLILHU OYpTXLOLEUH pQHUJpWLTXH HW @ldrddéi@dt dl, XQH Ypl

2008; De Petrocellis and Di Marzo, 2009; Despres, 2007; Di Marzd/aids, 2005; Ducobu,
2005; Engeli and Jordan, 2006; Herligal, 2008; Pagottet al, 2006)
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Chapitre lll & 7' ...S%t <o “"<="" & o' f...— tT% Zifo—f%'ecoet T5o
meétabolisme des lipides et des glucides dans des explants de TA viscéral

et sous-cutané.
5pVXOWDWY QYD\DQW SDV IDLV OTREMHW GTXQH SXEOLFDWL

'‘DQV O 9 p W A/io, el gvBins démontré que le blocage des CB1R pouvait contrecarrer

les altérations géniques induites par un régime HSHF dans le TA viscéral et exercer des effets
spédfiques sur le TA sousutané. Ces résultats ont permis de suggérer que les effets bénéfiques
exercés par le SR141716 sur le TA viscéral de la souris obése pourraient étre en partie
responsables de la normalisation des parametres plasmatiques et deslanréle la stéatose
hépatique. Toutefois, dans cette étude, la part des effets associés a la diminution de la prise
DOLPHQWDLUH LQGXLWH SDU OfLQDFWLYDWLRQ GX 6(& FHQ!'
DYRQV HQWUHSULYV GIp@XAOIHWOBYRHILNRWN GHVYHPYWY VXU XC(
GH 7$ SHUPHWWDQW GH V{DIIUDQFKLU GHV HIIHWV FHQWUD X
XWLOLVp GX 7% SUpOHYp VXU GHV DQLPDX[ REqVHV K\SHULQ
hyperactivationdu SEC dans le TA. Puisque le TA viscéral et le TA sauiané ont répondu
GLIIpUHPPHQW DX UpJLPH +6+) HW | @NL\VQXOG M@K Q HG X 6
avons pris soin de faire la distinction entre ces deux tissus. A partir de ce modéettydmrsns

OHV SDUDPgWUHY FRQFHUQDQW OD OLSRO\WH OH FDSWDJH
HW OD SURGXFWLRQ GTDGLSRNLQdttenéG BARy/ ndddH intékssédoivsF p U D C
pJDOHPHQW j GIpYHQWXHOOHWHWYpS R O DON IDRQAWD J RQILV>PHHV GLHQ\G &

1. Mise au point du modele
/ID SUHPLqUH SDUWLH GH FHWWH pWXGH D FRQVLVWp j PHW\

FXOWXUH SHUPHWWDQW GH FRQVHUYHU OTRUJDQLVDWLRQ \
technique et les méthodes utilisées sont développées dans la section 3 de lanpaidieek et

méthodes>. Afin de vérifier si les explants de TA restent viables apres 21h de culture, nous
avons réalisé des tests de viabilité a base de MTT. Ce test gst¥Wa6U OJDFWLYLWp GH C
GHVK\GURJpQDVH FRPSOH[H ,, GH OD FKDVQH UHVSLUDWRLU
mitochondriale assimiable & une mesure de la vitalité cellulaire. Le réactif utilisé est un sel de
tétrazolium MTT (bromure @ 3(4,5dimethylthiazoi2-y)-25GLSKHQ\O WHWUD]JROLXP
GH WpWUD]JROLXP TXYLO FRQWLHQW HVW UpGXLW SDU OD
cellules vivantes, en cristaux insolubles de formazan de couleu-bMéu@ ODFpH /TLQWHQV
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cette coloration est non seulement proportionnelle au nombre de cellules vivantes présentes lors
GX WHVW PDLV pJDOHPHQW j OHXU DFWLYLWp PpWDEROLTXH
conditions de cultures les plus favorables consistaienhemgubation de 21h en plagues 6 puits
contenant environ 300 mg de tissu pour 5 mL de milieu DMEMM/F12 supplémenté en BSA

DFLGH DVFRUELTXH —0 HW -adtfongiduesN(4d). LED e@ef,D QWL E
dans ces conditions, lestestsréahd GRQQHQW XQH VXUYLH FHOOU@D®LUH G
GILQFXEDWDRQ ILJXUH

Figure30: Mesure de la viabilité cellulaire des explants de

TA via un test MTT.Apreés incubation, les explants sont rincés

avec du PBS puis incubés d&@duL de MTT & 2mg/mL pendant

2h a 37°c. Les explants sont ensuite rincés et incubés 20 minutes a
température ambiante sous agitation. Ensuite, les explants sont
ULQFpV HW VRXPLV j XQH H[WUDFWLRQ GT$'1
dilué au 1/1Qpuis sa densit@ptique est mesurée a 570nm. Les
YDOHXUV VRQW HQVXLWH UDPHQpHY DX —J GT:

Pour la suite de cette étude, nous avons donc choisi de travailler dans 2 conditions différentes.

x Condition 1: juste apres prélevement, des mesures de lipolyse ont été talisdes
H[SODQWYV DILQ GH GpWHUPLQHU OYH[LVWHQFH RX QR
régulation génique entre les voies de signalisation de la lipolyse et celles du SEC.

x Conditon2 DSUqV K GITLQFXEDWLRQ HQ SUpVHQEH GT1$($
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 premiere a consisté a mesurer le
glycérol libéré dans le méu de culture dans des conditions de lipolyse basale et la deuxieme a

consisté en une mesure du glycérol libéré suite a une stimulation de la lipolyse avec de
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OfLVRSURWPUpPQRO DJRQLVW Ha@Gé¢he@iguesp R Ickaque fasHI®s TApFHS W
prélevés chez des souris saines ont été comparés a ceux prélevés chez des souris rendues obeses
par un régime HSHF en sachant que les animaux présentent un jeine de 6 heures lors du

sacrifice.

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

OYDFWLYDWLRQ GH OD OLSRO\WH GDQV ODGLSRF\WH &HW\
FRQWU{OH GH OYKRPpRVWDVLH pQHUJp\htanxdie tredinvpBriakt GH O
dans le contréle de la lipolyse. En effet, les caractéristiques structurales de la LHS, enzyme
limitante du processus lipolytique, les partenaires protéiques intervenant dans le complexe
OLSRO\WLTXH HW OHV P®HDDIMHWPNFHGYROW LFDMWILVRIEBYD QW ELH
/I YDFWLYDWLRQ GH OD /+6 HVW HVVHQWLHOOHPHQW VRXV C
SKRVSKRU\OH FHWWH HQ]J\PH 6RQ DFWLYDWLRQ FRQGXLW |
OTDGLSRF\Wst teffhiKale de’ @onoglycérides est assurée par une lipase spécifique,
HQ]J\PH DERQGDQWH HW QRQ UpJXOpH SDU OHV KRUPRQHV G
OTDGLSRF\WH GY$*/ HW GH JO\FpURO

Les données de la littérature et nos résultatsivo LOQOGLTXHQW TXTHQ VLWXDWLF
GTREpVLWQP OD VXUDFWLYDWLRQ GX 6(& HVW DVVRFLpH
insulinorésistance. Au contraire, le blocage des CB1R avec SR141716 entraine une augmentation
GHV WDX[ FLUFXODQWQHGHPRLQERQHWWRQH-HWD VHQVLELOLW
DGLSHX[ LO HVW HQYLVDJHIDekdarckluil efet SorldwvQisvde SighQlisatiov He & %
OfLQVXOLQH SHUPHWWDQW j FHWWH KRUPRQH GHetbidFRXYUH
LO QfHVW SDV H[FOX TXH OHV Y Rbadipdcytalie plisdepDirfetagiDatec R Q G X
OHV YRLHV FRQWU{ODQW OD OLSRO\WVH WHOV TXH OYLQKLELV
PKB lorsqueles CB1R sontcouplé a une protéinesL. RX HQFRUH OD VWLPXODWLR
cyclase lorsquées CB1R sontcouplés a une protéine Gs. Le tout aboutissant respectivement a

XQH LQKLELWLRQ RX XQH VWLPXODWLRQ GH OD SKRVSKRU
lipolytique. Au regard de cedifférentes voies et interactions possibles, il nous est apparu

indispensable de rechercher un éventuel effet du SEC sur la lipolyse.
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Figure31 &RQWU{OH GH OD OLSRO\VH G DSeMecOhDa PR AediétepteXtiBDLQ G
Eet RA-DGUpPQHUJLTXHVY 5% VRQW FRXSOpV SRVLWLYHPHQW RX QpJDWLYH
GY$03F SDU GHV SURWPLQHYV * KpWpURWULPpULTHRR\bU EPA-Ai&hergiquesD VW LP X
DFWLYH OHV SURWpPLQHV *V RX *L UHVSHFWLYHPHQW /Y$03F SURGXLW S
qui stimule la phosphorylation des périlipines et de la LHS. La PKA phosphoryle également diverses autres
protéinescibles de I DGLSRF\WH QRQ UHSUpVHQWPpPHV GDQV OH VFKARMPI3 /HV pOpP
NLQDVH HW 3.% $NW LPSOLTXpV GDQV OD WUDQVGXFWLRQ GX VLIJQDO L
WASH % TXL K\GURO\VH @§ $etdvoiy &t dedt8atspivolduCateurs puissants sur la lipolyse
DGUpQHUJLTXH /HV SHSWLGHV QDWULXUpWLTXHV VWLRX& hépildeO IDFWLY
QDWULXUpPWLTXHV LQGXLVHQW XQH DXJRHQWOQUHL B Q RGAHM. QWD XH) GBIVHD 3F 3
SXLV OD SKRVSKRU\ODWLRQ HW ODFWLYDWLRQ GH OD Splet®@tSLQH HW
GLJO\FpULGHYVY /HV PRQRJO\FpULGHYVY VRQW K\GURO\VpV SDUy@H OLSDVH
GH OYDGLSRF\WH KXPDLQ HVW VRXV O HlipplRiques UEaIHENeSditueB, Dp@ptid@®y GHV Y
natriurétiques) et antilipolytiques (insulin&-adrénergiques, adénosine, prostaglandines, neuropeptide Y et peptide

YY). Le systeme nerveu sympathique contréle également (positivement ou négativement) la production de
SURWPLQHYVY VpFUpWpHV SDU OYDGLSRF\WH WX GO @ KIGEL IX BDW SYWIL\Q H X U
plasminogéene). ALBFAG représente la protéine de lia®@ GHYV $* TXL LQIOXHQFH OYH[SRUWDWLR
compartiment extracellulaire. Les fleches de couleur bleue indiquent les effets apparaisGadt@y GH OYDFWLYDYV
des kinases. + : stimulation ; inhibition.

Nous avons mesuré la lipolyse baséddleV OD OLSRO\VH VWLPXOpH DYHF GH Of
GH OTDIJRRISVSVHWERX GH OITDQWDJIJRQLVWH 65 DILQ GH VYV
GH PLPHU XQH VLWXDWLRQ WKpUDSHXWLTXH HQ PHWWDQW |
&% 5 @r§ part.

Les résultats de la premiére approche sont présentés figurBa&hs nos conditions, il apparait

gue dans le TA viscéral, la lipolyse basale est plus forte chez les animaux témoins que chez les

animaux HSHF quel que soit le traitement appliqu& explants. En revanche, en ce qui
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FRQFHUQH OH WLVVX DGLSHX[ VRXV FXWDQp DXFXQH GLIIpU
OfRQ DMRXWH GH OfLVRSURWpPUpPQRO GDQV OH PLOLHX RQ (
lipolyse pour les explds 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
QHWWHPHQW SOXV LPSRUWDQWY TXH ORUV GH @®IlaPHVXUH
stimulation de la lipolyse dans les explants de TA viscéral est significativement moins importante
ORUVTXH O7$($ HW 65 VRQWVBQGIRP FEWRMAOREH GLIIpUHQ

entre les deux traitements pour le TA sous cutané.

Figure2 OHVXUH GH OYDFWLYLWp OLSRO\WLTXH EDVDOH HW VWLPXOj|

et sos-cutané aprés prélevement (n=XVVLW{W DSUqV SUpOgYHPHQW OHV H[SODQWYV
—0 RX GTXQ PpODQJH $(H1uM)-Da lipdyse basale est alors estimée a travers la quadgité

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 traitera@ans un milieu contenantti OfLVRSURWPpPUpPQRO —0 DILQ

lipolyse.

Le fait que la lipolyse basale soit plus faible pour les explants provenant de souris obéses parait

VXUSUHQDQW 7RXWHIRLY LO HVW D GpMj pWp PRQWUpP GDQV
XQH GLPLQXWLRQ GHV TXD Qagansy alv1909) ¥ LIDF HI@ FWOWDWHR Q GF
G couplées a des récepteurs autres peeCBIR  ,0 QTfHVW GRQF SDV H[FOX TX
exercer un effet similaiik GDQV G{DXWUHV W\SHV FHOOXODLUHV FRPPH
XQH EDLVVH GH OTDFWLYLWp /+6 (Q UHRdDQHiKdyseGhMUESNLRQ G
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SDU OfLVRSURWpPUpPQRO DSSDUDVW FRPPH XQedl ppphicabw DW PD
invivoj OD JUDLVVH YLVFpUDOH GH OYRUJDQLVPH HQWLHU S
VLIQLILFDWLYH GH OD SURGXFWLRQ GT1$*/ SDU OHV DGLSRF\

concentrations plasmatiques observée chez lessdoaitées par le SR141716.

3. Effets de la stimulation ou du blocage des CB1R adipocytaires sur
Zit8 "feec'e Yotec" —14a
Les résultats sont présentés figB8 et34 'DQV GHV FRQGLWLRQV GTK\SHUDFW

prélevé sur des souris obéses pMHQFH GT1$($ OHV H[SODQWYV GH 7% YL
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
similairesdans les explants de TA seastané 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
DYHF OTK\SRWKgqgVH VHORQ ODTXHOOH QRWikHonPde GEOH GYH]
pJDOHPHQW IDYRULVpH SDU OD SUpVHQFH GH OYDJRQLVWH $
XQH GLPLQXWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GHV &% 5 VHPEOH OLPL
FRQVWDW HVW IDLW HQ FH TXLDgUR&QEbtinQIde OehsllES ekplantsldR Q G H
7 YLVFpUDO HW IRUWHPHQW UpSULPpHRSDOROYDFWLRRQFX&
PRGLILFDWLRQ QTHVW FRQVWDWpH SRXU OHV H[SODQWV GH
REWHQXHV GRi@4uO MWIBHDLHQW GpMj XQH UHODWLRQ pWURIL
HW OfpWDW LQIODPPDWRLUH GHV DGLSRF\WHV &H PRGQgOH S
GLUHFW GH OfBQ@WD JRTH[\BW H VRVeRfarad Bgalelnent que ces effeiat

peu significatifs dans le TA sowsitané.

&RPSWH WHQX GHV UpVXOWDWY LQWpUHVVDQWY REWHQXV O
VRPPHY SDUWLFXOLqQUHPHQW LQWpUHVVpPpV | OfH[SUHVVLRQ G
LHS sont nettment 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 @a@ané
OHTXHO OD OLSRO\WH EDVDOH QYfpWDLW SDV DOWpUpH SDU O
SOXV PRGLILpH GDQV OHV FRQGLWLRQV GTK\SHUDFWLYDWLRC

114



Résultats chapitre IllI

Figure 3: (IIHWV GT1XQ WUDLWABAHIRMW e8dd dntBgdRseLOBINEBR141716, 1uM)

sur I'expression des ARNm de CB1 et de différents genes impliqués dans le métabolisme adipocytaire au
niveau viscérallLes résultats sont exprimés en moyenne = SEM (n = 5 par groupe). Les valeurs avec des lettres
différentes en exposant (a,d), sont statistiquement différentes & p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide-I) TNF
Tumor Necrosis Factef) CPT-I, carnitine palmitoyltransferase I; LPL, lipoprotéine lipase; ACC , agébA
carboxylase; FAS, fatty acid synthgddSL, lipase hormongensible

(Q UHYDQFKH TXHO TXH VRLW OH 7% OfH[SUHVVLRQ GH OD
suite du traitement SR141716 ne sont pas corrélées. En effet, dans les explants de TA viscéral,
OYH[SUHVVLRQ /+6 QYHVW SDVOPRWRHK: IHYpH UpGRUW H XHNODOJLS]
LHS sont fortement réduits dans le TA saugsané sans modification de la lipolyse. Ceci suggere

TXH OHV UpJXODWLRQV LQGXLWHYV SDU OfYfDQWDJRQLVPH GHYV
agissant par exempl VXU OD SURGXFWLRQ G{$03F SOXW{W TXH GH
JpQLTXH $X FRXUV GH FHWWH H[SpULHQFH QRXV DYRQV pJD
directement impliqués dans les voies de la lipolyse. Ainsi, concernant ld G®0s observes

TXH OTK\SHUDFWLYDWLRQ GX 6(& QH FRQGXLW j DXFXQH PF
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H[SODQWYV GH 7% YLVFpUDX[ SHQGDQW TXIYXQH WHQGDQFH j C
et SR141716 sont en compétition.

Figure 3: (IIHWYV G X Q p&y bigonistd AHAHZDM) et/ou antagoniste CB1RESR141716, 1uM)
sur I'expression des ARNm de CB1 et de différents genes impliqués dans le métabolisme adipocytaire au
niveausouscutané Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 5 par groupeyaleess avec des
lettres différentes en exposant (a, b, c) sont statistiquement différentes a p <0,05. CB1, récepteur cannabinoide 1,

TNF- D Tumor Necrosis Factef) CPT-1, carnitine palmitoyltransferase I; LPL, lipoprotéine lipase; ACC , acétyl
CoA carloxylase; FAS, fatty acid synthaselSL, lipase hormongensible

'DQV OHV H[SODQWYVY GH 7% VRXV HXeél DéQrimée DI§ HojSpaHNE VLR Q
traitement AEA et AEA+SR141716@&n étudiant les génes de la lipogenése, on observe une
diminution dH OYH[SUHVVLRQ Gf3$&& $&& HW )$6 SRXU OHV GHX
VRXULY REqgQVHV VRQW WUDLWpPV SDU OY%$($ SDU UDSSRUW D’
HITHW H[FHSWp SRXU O71%$&& GRQW OYH[SUHVVLRQ &VW DXJF
Enfin, il apparait que les deux TA réagissent de maniere opposée quant a la régulation de la LPL
SXLVTXH TXH ORBBARIQHUVUNeHiRifbtion du taux de transcrits LPL dans le TA
YLVFpUDO WDQGLV TXJLO HQWU D v @iigen®dtddanXpbBrHaQ RLDRIEME RQ G+
OH 7% VRXV FXWDQp &HV HIIHWV QH VRQW SDV PRG@GtoLpV SDL
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UHODWLYHV j OfH[SUHVVLRQ JpQLTXH VRQW wbodulfditldesHY j UD
conditions expérimentalesS DUWLFXOLqUHV FRQoXHV SRXU PHWWUH HQ ¢
SR141716 sur des explants présentant une hyperactivation du SEC (souris obéses + AEA). Quoi
TXYLO HQ VRLW GDQV FHV FRQGLWLRQV HQ SOoXviadéti GpPRQ
sur le TA, les résultats confirment que le TA viscéral et le sous cutané présentent des sensibilités
GLIIpUHQWHY | OfDFWLYDWLRQ HW DX EORFDJH GHV &% 5

4. Perspectives
/I TLPSRUWDQFH HW OfRULJLQDOLWpP GH FH Satc&gdeibléd desppVLGH

&% 5 GDQV OH 7% QYfRQW SDV HQFRUH pWp FDUDFWpULVpV 1
VXU GHV VRXULV UHQGXHV REqVHV SDU XQ UpJLPH +6+) HV
OYLPSDFW GH OYDQWDJRQLVPH Gpetivhe&itente WexXdisti@ikeY leDIAL SR F\\
viscéral du sousutané. Ces résultats préliminaires sont encourageants, cependant il y a encore
EHDXFRXS GH WUDYDLO j HITHFWXHU DYDQW GH SRXYRLU Ypl
niveau adipeux.

Pour cela, il nosi semble nécessaire de continuer les expériences de lipolyse avec une mesure
OTH[SUHVVLRQ JpQLTXH HW SURWPpPLTXH GCBLQDL+BXHEWQEHP A D
GH OfpYHQWXHGB HV [AMPEMEEE éyflement indispensable dELQW p UHV V H L
DX[ FDSDFLWpV GH FDSWDJH GHV OLSLGHV YLD OD PHVXUFL
FRQFHUQDQW OH FDSWDJH RX OD OLEpUDWLRQ GT$* VRQW G
puissent conduire a des modifications de la taille desR&EpWHYVY 3 XLVTXJLO H[LVWH
HQWUH OD WDLOOH GHVY DGLSRF\WHV HW OHXU FDSDFLWp j V!
OD OHSWLQH QRXV HQYLVDJHRQV GH PHVXUHU OD WDLOOH
Enfin, il apparatSULPRUGLDO GfpWXGLHU OD SURGXFWLRQ GTDGLSR
7% HQ SUpVHQFH GIROQWBJRHQNLVWHQI@DPPDWLRQ pWDQW LQG
VRXULVY REqVH HW MRXDQW XQ U{OH PDMHXU Gon@ant OTLQVYV
GfpYDOXHU OHV HIIHWYV GX WUDLWHPHQW VXU OH GHJUp G
marqueur TNFD Les données obtenues, si elles confirment nos hypotheses proposées lors de la
précédente étude mengevivo GHYUDLHQW HQFRXUDJHU OH GpYHORSSHF
GH FLEOHU H[FOXVLYHPHQW OHV &% 5 SpUL SIKdabéte xtldas SR XU
SDWKRORJLHVY DVVRFLpHV &HWWH VWUDWPpPJLH pYLWHUDLW
neuropsychiatriques dépendants des CB1R centraux.
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Chapitre IV : Conclusion générale, quel avenir pour les EC?
Chez I'homme, plusieurs essainjues de phase |, Il, et certains en phase Ill ont été réalisés

DYHF GHV DQWDJRQLVWHY &% 5 'DQV OXQH GHV SOXV LPS
thématiques ont été divisés en quatre groupes: "Rimonabant in Obesity (RIOLipRIO

(Despreset al, 2005) RIO-North America(Pi-Sunyeret al, 2006) RIO-Europe(Van Gaalet

al., 2005) et RIODiabetegScheeret al, 2006) L'objectif était d'évaluer le réle du Rimonabant

GbQvVY OH WUDLWHPHQW GH O REpVLWp OH PDLQWLHQ GH OC
SRLGY DSUqV OD SHUWH LQLWLDOH HW O DPpOLRUDWLRQ GF
et les ¢slipidémies. Ces quatre études ont évalué les effets du médicament sur les facteurs de
risque cardePpWDEROLTXH FKH] GHV SDWLHQWYV HQ VXUSRLGV RX
PDUTXDQWH D pWp TXH OH WUDLWHPHQ Wirsimutibnede la prisep WD LW
DOLPHQWDLUH WUDQVLWRLUH DLQJbloéatdlH20% rQuhy&d¢ &l WH GH S
2006; Ravinet Trillouet al, 2003; Van Gaakt al, 2005) Il est intéressant de noteuece
SKpQRPgQH HVW pJDOHPHQW UHWURXYp FKH] GHV VRXULV RI
une diminution de la prise alimentaire que durant la premiere semaine de traitement. Cependant,

la perte de poids se prolonge pendant les 5 semaines resteatggé une normalisation de la

prise alimentairéJbilo et al, 2005; Ravinet Trillowet al, 2003) Cette hypophagie transitoire ne

peut expliquer complétement la perte de poids prolongée induite par la m¢Matiks and Di

Marzo, 2007; Pagottet al, 2006) ce qui suggéreue le SEC est associé a des régulations
métaboliques indépendantes de la prise alimentaire. Ces effets métaboliques peuvent donc étre la
conséquenced OYDQWDJRQLVPH GHV UpFH&hgelidnd\Jodah] 206)Sp UL SKp |
Dans ce sens,dV WUDYDX[ GH WKqVH PHWWHQW HQ pYLGHQFH OfLF
modulation du métabolisme glucidipidique. lls apportent entre autres, des informations
QRXYHOOHV VXU OHV PpFDQLVPHYV LPSOLTXpV GDQV OD UpY
traitement par un antagoniste @Bffigure 3). Dansle modeéle de souris HSHF utilisél cours

de cette étudela stéatose hépatique est principalement due a la résistance du tissu adipeux
YLVFpUDO j OLQVXOLQH IDYRULVDQW DLQVL OD OLEpUDWLR
traitement par l'antagoniste CB1 SR141716, semble exercer des effets béné&icue le
PPWDEROLVPH DGLSRF\WDLUH FRQGXLVDQW |j XQH GLPLQXW
VWLPXODWLRQ GH OD V\QWKqV Hcutah® & uriemQiddisatio tesSab) OH

plasmatiques de cette hormone.
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Figure &: Schéma récapitulatif deaméliorations métaboliques pouvant expliquer la réversion de la
VWpDWRVH ORUV GTXQ WUDLWHPHQW SRDMU716 Semble exdrdetdes @ffdtsV R X U L
bénéfiques sur le métabolisnmépatique etdipocytaire conduisant & la réversion de tatose (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 moindrg8) Dans des conditions ou les AG sont la source majeBrfpQHUJLH
OfDQWDJRQLVPH GHV &% 5 KpSDWLTXHV HQWUDVQH XQ HeokydfalithH QW DW LR
mitochondriale. /H WUDLWHPHQW SDU 65 HVW DVVRFLp j XQH DXJPHQWDW
FRQVpFXWLYH j XQH DPpOLRUDWLRQ GH OfpWDW LQICOtamD@eRLUH FRQ
D XJPHQW D W L Rainégpdurealf BgalénseRtQuair des effets favorables sur le foie en favoridaoxyaation

des AG.(5)(QILQ OD GLPLQXWLRQ GH OfpWDW LQIODPPDWRLUH GX 73 LQGXLW
a une baisse de la sécrétion de TREt ainsiOLPLWHU VHV HIIHWYV-résistdhdeWépatigv®ols @I LQV X O L C
SKpQRPqgQHV SHUPHWWHQW HQ SDUWLH GTH[SOLTXHU FRPPHQW XQ WUDL\
induite pour un régime obésogélm jaune, les effets périphériqudsservés grace aux approcliewitro, en blanc,

les effets remarquables obseriésivo.

$X ILQDO FHV HIIHWV TXL SDUDLVVHQW FRUUpOpV j OfpW
QRUPDOLVDWLRQ GH OfLQVXOLQpPLH HW G%iX.Qeébs tthRauQ GUH D
réalisésin vitro SHUPHWWHQW HQ SOXV GH VXJJpUHU OYH[LVWHQFH
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foie et le tissu adipeux impliqués dans les processus de résorption de la stéatose. Ainsi,
OYDQWDJRQLVPH GHV &% 5 KmSdlidN tek)XA8 ¥ trebeysRibeLstimulatondd G p J
la Eoxydation. De plus, des résultats préliminaires réalisés sur des explants de TA viscéral et
sousFXWDQp WUDLWpPV SDU 65 VXJIJqQUHQW TXH OTDQWDJIRQ
SDUWLHOOH GH OD OLSRO\VH GDQ Vlihtigu8 pyurrdiFgxpliguér e HW W H
SDUWLH OD GLPLQXWLRQ GHV WDX[ SODVPDWLTXHV GT1$*/ HW
GRQF UDLVRQQEDEOH GH SHQVHU TXH OYDQWDJRQLVPH GHYV
négligeable dans la réversion deV\aV pDWRVH REVHUYpH ORUV GTXQ WUDLWt
VRXULVY REqQVHV 'H SOXV XQ LPSDFW GLUHFW GH OYDGLSRC
métabolisme hépatique peut également étre envisagé. Les effets hsemlsioilisateurs et
stimulaeus GH OJR[\GDWLRQ GHV JUDLVVHV VRQW ELHQ GpPRQW
OfDPpOLRUDWLRQVEHWIQEN XOSDQRFRQWUH OHYV HIITHWV GLUHF
sont pas encore clairement définis et doivent étre exploreés.

En coclusion, ces travaux de thése démontrent que les CB1R périphériques peuvent constituer
XQH FLEOH WKpUDSHXWLTXH WUgqV SURPHWWHXVH SRXU OH W
&HV GRQQpPHV GHYUDLHQW HQFRXUDJHU @btes Gl YcHIE&rRSSHP +
HIFOXVLYHPHQW OHV &% 5 SpULSKpULTXHV SHUPHWWDQW
QHXURSV\FKLDWULTXHYVY GpSHQGDQWYV GHV &% 5 FHQWUDX][
pris en compte par la communauté scientifique puisque ptesemposés candidats a cette

IR Q FW L R QetRiganétépNiiBti€s \(figure BB8Cependant, la prudence est de rigueur a en juger

par les premiéres données rapportées. En effet, en fonction du produit pharmacologique utilisé,

les résultats apparaissentcenrageants ou totalement décevants. Une chose est certaine, toutes

ces molécules sont structurellement tres proches du Rimonabant (f@udee3d H-21 est un

dérivé triazole et un antagoniste des récepteurs cannabinoides avec un faible taux de pénétratio
GDQV OH 61& /RUVTXTLO HVW DGPLQLVWUp j GHVY UDWYV =XF
DOLPHQWDLUH PDLV LO HVW VDQV HIIHWV VXU OfTK\SHUWULJ
sur la masse grasse et le degré de stéfasmnet al, 2006; Pavoret al, 2008) Les résultats

obtenus avec ce composeé suggerent donc que l'agonisme inverse et/ou l'antagonisme des CB1R
centraux est nécessaire aux améliorations métaboliques observés lors du bloc&fERd&sn€

DXWUH PROpFXO0O Hamiadlg4 éhlorobernzyh2-méthyts-phényl2 1H-pyrrol-3-yl]

(phényl) méthanone) est le premier agent pharmacologique décrit présentant a la fois une activité
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CBI1R antagoniste et CBRagoniste. Il conduit a une diminutiale la prise alimentaire et de la
PDVVH FRUSRUHOOH FKH] OD VRXULV VDQV Rfent&kdU GYDF
/185 % SRXUUDLW GHYHQLU XQ RXWLO SKDUPDFRORJLTXH X'
du systeme endocannabinoidien,petrrait servir de point de départ pour un développement
YLDEOH VXU OH SODQ FOLR dépdiivus §'BffetsV Beddn@alras Wehiraux: %
(LoVermeet al, 2009) La molécule ««ompaind-1 » également dérivée de SR141716 présente,

quant & 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 plasmiques du «ompoundl » soient cing fois plus élevés que celle de
SR141716, son efficacité est 10 fois plus faible que celle de SR141716 puisque la dose efficace
pour l'activité antiobésité de ce composé asipérieurea 30 mg/kg/jour méme si une dose de
10mg/kg/jour suffit a normaliser la surexpression de SREBBDQV OH IRLH )LQDOHPH
de ce composé suggere que les modulations du systéme endocannabinoidien périphérique ne sont
pas les principaux mécanismes des effets@résité des antagotes des CBR (Sonet al,

2010)

Figure &: Structures chimiques des différents antagonistesRCBXction périphériqued) SR141716
(Rinaldi-Carmoneet al, 1994) B) LH-21(Pavonet al, 2006; Pavort al, 2008),C) URB447LoVermeet al, 2009)
, D) Compounel (Sonet al, 2010) E) AM6445(Tamet al, 2010).

(QILQ OYXQ GHV FDQGLGDWYV OHV SOXV VpULHX[ HRW 01%0
n'affectant pas les réponses comportementales induites par les effets centraux du systéme
endocannabinoidien. En revanche, un traitement par AM6445 ekesodris obéses entraine des

ameliorations 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 desRGRihs les tissus
périphériques, y compris le foie. Cette no&/® H PROpFXOH UHQIRUFH ORLGpH TX
périphérique posséde un potentiel thérapeutique important pour la réduction des risques cardio
meétaboliques associés a I'obégftamet al, 2010) Les entreprises pharmacguies ne sont pas

HQ UHVWH SXLVTXTHQ OfHQWUHSULVH 70 3KDUPD DQQF
GTXQ QRXYHDX FDQGLGDW 70 (FTOIR @/, 20 )ELMEVERr G HV & %
2010, un communiqué de presse de cette méme entreprise annongait la réussite des études
clinigues de phase | avec cet antagoniste de deuxieme géndratMRharma. 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 CB1BRe premiére génération. En ciblant les récepteurs périphériques, le
composé a montré un effet puissant sur la perte de poids dans divers modéles animaux d'obésité
FKURQLTXH 6XUWRXW LO D HQWUDvVQp WUQV SHX GYHIIHW
antagonistes CBR connus.

(Q FH TXL QRXV FRQFHUQH QRWUH pTXLSH D GpPMidi&lp XQH F
Robert (Service de Pharmacochimie, UPRES EA 1155, Faculté de Pharmacie, Nantes, France)
afin de développer une série de composés omgimeuvant déboucher sur la mise au point de
QRXYHDX[ RXWLOV SKDUPDFRORJLTXHV GILQYHVWLJDWLRQ C
OfKHXUH DFWXHOOH SOXVLHXUV FRPSRVpV VRQuéfosWXGLpV
OfHIWUDSRODMWLRPQHRNVHWHVGRQQPHY | Of+deAdtHlesfditbsy gUH FR
GLIIpUHQFHYV JpQpWLTXHV HW SKpQRW\SLTXHV HQWUH OHV
SRXYRLU YpULWDEOHPHWIa pertmentéiG H QO OXWDR OR @Q/pVPH GH
périphériques, ikera nécessaire de réaliser des tests sur des modeles beaucoup plus proche de
Of+RPPH FRPPH GHV WLVVXV LVVXV GH ELRSVLH RX HQFRUH
&HSHQGDQW WRXW FHOD UHVWH FRPG OXOX$RileBEy@Ududd HQ ° X
GIXQ SRLQ@GWiq@Ht 9XWIDYgJUH GRQF QpFHVVDLUH GH FRQWLQX
FODLUHPHQW GpPRQWUHU OYH[LVWHQFH GYHIIHWV SpULSKpL
franchissant pas la barriere hémataeéphaliqueavD QW TXH OHV JUDQGV JURXSH)
pharmaceutique acceptede revenir sur ce terrain rendu trés glissant suitemésaventures du
5LPRQDEDQW GYDXWDQW SOXV TXH OYfpPHUJHQFH GH QRXYHL

révéler plus tentaat
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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
expflULPHQWDO D pWp DSSURXYp SDU OH FRPLWp GIpWKLTXH O
(n°BX0622). Nous avons utilisé des souris méales de souche C57BL/6 agées de 4 semaines.
Durant leur acclimatation a leur nouvel environnement, les animaux sontigégarcages
individuelles et ont libre accés a un régime standard sous forme de bouchons (AO4; UAR,
EpinaysurOrge, France) contenant 6% de lipides (compositioncséine 18%, amidon de
mais 46%, saccharose 22%, cellulose 2%, sels minéraux 5%, vsabditnehuile de tournesol

KXLOH GH OLQ DLQVL TXfTj OfHDX GH ERLVVRQ $SUqV
souris sont constitués, un lot Témoin (n=5) maintenu sous régime standard et un autre lot (n=40)
est soumis a un régime alimentaire Higjicrose High Fat a 22,5% de lipides et 40% de glucides
(HSHF; ref. 235HF SAFE; Augy, France) (compositionaséine 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%, Vitmine 200 SAFE 1%). Aprés 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 recoivent oralemenpendant
semaines, soit 10 mg/kg/joddose la plus efficace compte tenu de la %2 vie du produit et du
métabolisme rapide des souri©§H O 1D Q W DR Bp@difiyuf BRE4% 16 (Rimonabant, série
HSHF+SR141716; n=14) soit un placebo (série HSHF; n=10). Le SR141é1® fourni par
SanoftAventis (Paris, France). Tout au long de la période de traitement, les animaux ont eu libre
DFFqV DX[ DOLPHQWY UHQRXYHOpV TXRWLGLHQQHPHQW DLQ
SULYpHYVY GH QRXUULW X gsiées K laDkEtangne/(1G §/LW xi/tdzibe@ BIN)W &
VDQJ D WRXW GYDERUG pWp UHFXHLOOL SDU SRQFWLRQ GDQ"
extraits.
La fiche technique du régime HSHF indique que les matieres grasses représenterde®2,5%
apports caloriques tandis que les glucides représentent 40% de ces apports (kcal/kg). Nous avons
analysé et validé la composition lipidigue en AG du régime par chromptogran phase

gazeusdfigure 33.
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Figure 37: Protocole schématique du traitent des animaux.

Figure 38 Composition en AG contenus dans le saindoux et le régime HSHEsultat montre que la
FRPSRVLWLRQ HW OD TXDQWLWp WRWDOH GT$* HVW ELHQ FRQIRUPH j FHO

2. Explants de foie

$ILQ G TpWeff@d diibbloCalge/des CB1R sur le métabolisme hépatique, nous avons choisi

XQ PRGQqOH G YpWesGekplartt) dd lfdeDen culture. Cette technique développée
notamment dans les domaines de la pharmacologie et de la toxicologie pour étudier le
métaboilsme hépatique des médicaments prése§ RUJDQLVDWLRQ WLVVXODLUH
cellulematrice et celluleellule. $LQVL OfH[SORUDWLRQ GH OfHQYLURQQ

intact isolé permaine compréhension plus juste des effets métaboliquago.
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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 (Grauletet al, 1998) Dans un

premier temps, différents tests préliminaires ont éte réalis€s &fpWDEOLU OHV FRQGLW
a la survie des tissus en culture. Dans ce cadre, plusieurs parameétres tels que le matériel, le
SUpOgqYHPHQW GX IRLH OH WDPSRQ GH ULQoDJH OH PLOLHX
HW OH V\VWgPH ERMWOHWXEDWERQWXUH WXEHV GXUpH GYLQF
OfLVVXH GH FKDTXH HVVDL XQ WHVW GH YLDELOLWp GHV
FRQVRPPDWLRQ HQ R[\JgQH YLD XQ R[\JUDSKH /fLQWPpPJULWpP

devalider le protocole expérimental final.

XAWAW te—"1 t1 Zice—2%"<—% tie .
$SuUqV K GILQFXEDWLRQ OHV $51 WRWDX[ VRQW -H[WUDLYV

Reagent (Euromedex, Souffelweyersheim, France) adaptée de la procédure décrite par
Chomczynski(Chomczynski and Mackey, 1999)es ARNSs sont alors quantifiés a 260 nm puis
dénaturés (solution dénaturante500 pl MOPS 10X 500 ul formamide 50% 60 pl

IRUPDOGpPK\GH i f & SHQGDQW PLQXWHYV 0pODQJpV DY
SXLV GLOXpV DX GDQV GX EOHX GH EURPRSKpQRO -
GIDJDURVH | G D (ke deQMBPBE XX |t roise Rous tension (120 volts) pendant 45

min. Le gel est révélé par une exposition aux UV (réf : GEL DOC 2000, Bibfade série
75500344).

Figure® OHVXUH GH OJLQWpJULWp GHV $51 SDU pOHFWURSKRUQVH H

La figure39 PRQWUH DSUQqV K GILQFXEDWLRQ XQH SHUWH GH VL
mort cellulaire FHSHQGDQW LO HVW LPSRUWDQW GH UHPDUTXHU T
encore bien visibles sans stries de dégradation. Le fait que les ARNenepas 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 mesuarédilisant une électreda

oxygene de type ClarkHansatech instrument, Eurosep instrument) et un milieu de base sans
substratdu PBS.La mesure est effectuée dans une chambre de 1 ml sous agitation magnétique,
reliée a un systeme de circulation d'eau pour maintenir une tekvpeldH VWDEOH GH

I fpOHFWURGH HVW UHOLpH j XQ RUGLQDWHXU YLD XQH LQW
analysés avec le logiciel&xygraph Plus V1.01 (Hansatgch /D FRQVRPPDWLRQ GTR[\J
PHVXUpH SHQGDQW HQY L6 ReQpiratoitd. €st 8ofrhalisée par uw tosage des
protéines. /D TXDQWLAPHQGRPPpH UHQG FRPSWH GH OYDFWLYLW

extrapolation de la vitalité cellulaire.

Figure 40: Mesure de la consommation en oxygéne des explants de
foie paU R[\JUDSKLH DSUqV SUpOgYHPHQW RX DS
37°C.

,O VIDYqUH TXTDSUQqV K GILQFXEDWLRQ OD FRQVRPPDWLR
20% ce qui pourrait traduire une perte de viabilité restant acceptable dans un modéle de culture
GIfH[SODQWYV

2.2.Préparation des explants de foie et description du dispositif expérimental
Le foie des souris est perfusésitu, VRXV DQHVWKpVLH DYHF GX PLOLHX GH
R[\JgQH HW PDLQWHQX j f& DILQ G {eugahePavanhtpelédmevtDidnd FR QW
fois prélevé, le foie est tranché en utilisant un slicer Brendel/Vitron (Tucson, AZ, USA) dans le

méme milieu.
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Figure 4. : différentes étapes de préparations des explants deAfaiger Brendel/vitron B perfusion
intracardiaque afin de laver les organes du sang résiduekplants de foie aprés la greubation de 30 minutes
D incubation des explants 21h a 37°C sous 5% CO2H[SODQWV GH IRLH DSUqV K GTLQFXEDWL

Les coupes de foie (environ 200 um) sontugiesrincées puis priacubées 30 min a 37 ° C dans

GX PLOLHX +%6 FHWWH pWDSH SHUPHW DX[ H[SODQWV GH IR

en recréant un équilibre osmotique et en ajustant leur métabolisme énergétique). Les explants

sont ensuite idtribués au hasard dans des tubes type Falcon de 1%pentés sur le dessus afin

de permettre les échanges gazét®v FRQWHQDQW PO GH PLOLHX GH :LOO

HW VXSSOpPHQWpP HQ VpUXP GH YHDX I1°WDO Gmu¥obgguet Y p
DXTXHO RQ DMRXWH VR SRI14136D@Q0V DMVR €oit Vv tplaceiie.

/1D QW D JR QLegt\Véjduté @ans le milieu aprés homogénéisation dans du Dpageéx

GLOXWLRQ GDQV GX :0( 'DQV FHUWDLQH\soimt [igipgdd paQdeHYV GH

OYDQDQGDPLGH $($dansie® mémegpdditignd es tubes sont ensuite installés

horizontalement sur un agitateur a bascule et incubés pendant 21 h a 37°c dans une atmosphere a

5% de CQ sous agitation Iégére. A la fin de periode 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-(@aéntirrFallavier, France).

2.3. Caractérisation T+ Zit—f— o——"<—<‘eef7 tte t&§ Zfoe—e f— ...'—"e¢ tie ts
La figure 42montre que les réserves de glycogéne restent stables au cours de la premiére heure

GILQFXEDWLRQ SXLV VRQW UDSLGHPHQW GpJUDGpHN HQWUH
QTRQW SOXV GH UpVHUYHV GH JO\FRJgGQH HW WLUHQW GRQF

milieu de culture.

128



Matériel et méthodes

Figue £ &LQpPpWLTXH GH GpJUDGDWLRQ GX JO\FRJqQH GHV H[SODOWYV GH IF

quantité de glycogéna été déterminée de la maniere décrite en point 9.

3. Explants de TA

Figure 8 : Différentes étapes de la préparation des explants da @iécoupe du TA au scalpel sur glade
ringage et séchage des explants sur pafieepartitionsdes explantslans les plaques 6 puits avant incubation.

Des le prélevement, le TA viscéral et le TA soutané sont rapidement découpés sur glace au
VFDOSHO HQ SHWLW YV -Prnd. Eesxpla@sdard phécub@IBO minutes & 37°C

en milieu de culture IMEM-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 duteur de 1% en cocktail d'antibiotiques antifongiques et contenant soit
OYDQWDJRQLVWH 65 —0 VRLW R ébt SjQuia F&hs R milieD QWD JF
aprées homogéneéisation dans du DMSO et dilué dans du DNMaNE certaines expériences, des
SpULHV GIH[SODQWYV VDM DMUETOPRPLEHY $OBU GHO SUpSDUp G
conditions Les plaques sont incubées 21h a 37°c sous atmosphére saturée en oxygeneet95% O

5% CQ) puis les explants sont répartis pour les différentes expérienaéesigar la suite.
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4. Dosages colorimétiques

4.1 Dosages plasmatiques
Les parametres sériques ont été déterminés en utilisant des kits commegtiaose 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 elinzyede
LPPXQRVRUEHQW DVVD\ NLWV GH $E&\V Zbipdhedtine 6tDd®O FH SR
OfLQVXOLQH /HVY SURWPLQHVY WRWDOHV TXDQW j HOOHV RQV
(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 €&adt{Folchet al, 1957)en présence

GIXQ PpODQJH GH FKORURIRdY hpitleP miaux BXxQdOsont dilbésYans un

volume précis de chloroforme et un aliquot est mélangé pour moitié avec du T+100 X 1%

GDQV GX FKORURIRUPH SXLV pYDSRUp j VHF VRXV D]JRWH HW
connu. Les TG et leholestérol 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 PBgres centrifugation (10 min & 12000g, 4 ° C}, le
surnageants sont soigneusement collectés a travers la couche de graisse puis dilués au 1/40 000
DYHF GX 3%6 SXLV Of{DGLSRQHFWLQH HVW GRVpH j OfDLGH G.

5. Oxydation des acides gras
- Sur explants de foieles explants de foie frais sont rin@sec du milieu WME puis et incubés

a 37°C dans un milieu DMEM dépourvu de glucose (D5030) et supplémentéanitine (0,5

mM), en présencde 0,2 MMGIXQ $* UDGLRDFWLI PDUTXp DX FHUERQH
acide palmitique] (55,5 GBq / mol, PanElmer) complexé a l'aloumine (AG: BSA rapport

molaire 2.5/, 0,2 mM). Apres 2 h d'incubation, les explants sont récupérés apres rincage avec

du PBS froid pour doser les protéines totales et permettre ainsi la normalisation des résultats. Les
réactions @ ]\PDWLTXHV VRQW DUUrWpHV SDU DGGLWLRQ GH P/
provoque la libération dd*CO, GLVVRXV TXL HVW SLpJp SDU P/ GYTK\C

(PerkinElmer) placée dans une louche en verre suspendue au centre du nmuadeures
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plus tard, & quantité d¢“CO2 formé est estimée par scintigraphie Jarb 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 flFR QWHQDQW OHV SURGXLW\
oxydation (acétylCoA, acétyicarnitine, intermédiaires du cycle de Krebs et corps cétoniques)
SHUPHW GYHVWLPHU OD TXDQWLW p-déaHduPRa@ep &CEDAAVLaG 1$* Gp.
TXDQWLWp GT1%$* xdaibrvgsttoSddéterminBe par la mesure de leurs produits de
GpJUDGDWLRQ FYfHVW j GLUH OD VRPPH, ®#ré@DedJdpoBUitR D FW LY
acidosolubles.

- Sur homogénats de foid es explants de foie frais sambicéspuis séchés sypapier absorbant.

Aprés pesée, ils sont dilués aut¥dans du STEsaccharos®,25M, EGTA 2 mM et Tris/HCI

pH7,4 10 MM)SXLV KRPRJpQHLVpV | O T-er& Hoxydaxd csIRisitsotale Y H U U H
(oxydation mitochondriale et péroxysomale) €effie dans inl de milieu composé d€CL 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, Lmalate 0.5 mM, cyichrome ¢ 25 uM, tcarnitine0.4mM, AG 120 uM

([1-**C acide palmitique] 55,5 GBq / mol, PerkinElmg le tout & pH 7,4. L'AG est lié a

l'albumine dans un rapport AG/albumine4d&. Une préincubation, correspondant a l'addition de

200 ul d'homogénat dans le milieu de base, est nécessaire ; la réaction ne commence réellement
TXYDSUqgqV O D Gradiowdrdu® Ebdk'déffediie pendant 30 min a 37°C et est arrétée par
PO G +&02 | /ID TXDQWLW p-aayfidtionxes! déderrivipdd cBRmeU O D

décrit précédemment pour les explants.

6. Uptake des HDL
Les explants de foie, préparés comimdiqué cidessus, ont également été utilisés afin de

mesurer le captage du HBdholestérol.

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

flottation selon la méthode décrit par Fgysl et al. (Persegol et al.,, 2006)Aprés une
centrifugation de 24 heures a 184000g dans un rotor 70.THO0XIBeckman, Palo Alto, CA,

USA), le surnageant contenant lgsoprotéines de densité <1,063g/mL, a été éliminé. Enfin, les
HDL sont isolées a partir du seoageant avec une densité ajustée 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 dedkdthers de cholestérol formés & partir de

OLSRVRPHV FRPSRVpV GYpWKHU GH -aphesghatiiRaddinéeVep tdesO Kp G
butylhydroxytoluéne (5001 :6 ratio molaire). Les HDY*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, aprés une nuit d'incubation a 37 ° @gtai®n légeére. 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 (densité 1,21). Enfin,
les HDL-[*H] CE sont aliquotées ebngelés a80 ° C jusqu'a leur utilisation.

xaua FTe—"F tF Zi—'—fef tio
Des explants de foie sont incubés & 37°C dans 1 mL de WME contenant 40 pg de lipoprotéines
(0,3 mCi de HDL[3H] CE) sous agitation légere. Aprés 3 h, les explants sont retingslidu,
lavés trois fois, et homogénéisés dans 400 pL de PBS avec urbentfibeater (Produits
BIOSPEC, Bartlesville, OK). La radioactivité retrouvée dans I'homogénat est estimée,

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

7. Malony|-CoA
Le dosage de malonyloA est réalisé par chromatographie liquide haute performance

(HPLC). Un échantillon de 20PJ GH IRLH FRQJHOp j OfDJRWH OLTXLGH
SUpPOQYHPHQW HVW KRPRJpQpLVp j OTDLGH G §pe@prte@de EUR\H
GY P/ GIXQH VROXWLRQ JODFpH GIDFLGH SHUFKORULTXH j

/ITKRPRJpQDW HVW FHQWULIXJp j J SHQGDQW PLQ | f&
est immédiatement injecté dans une colonne en phasesevC18 (Merck, LIChroCART,
supersphere PP GH GLDPgWUH LQWHUQH HW PP GH ORQJ

DSSDUHLOODJH +3/& GH W\SH 9DULDQ pTXLSp GTXQH SRPSH j
détecteur UV O= 254 nm) Prostar (modeéle 31Qa phase mobile permettant la séparation est
FRPSRVpH GT1XQ PpODQJH WDA 2R&npdn B (0,05 UMNaPO4 + 20%
acétonitrile) dont la proportion varie selon le gradient défini dans la figdjravéc un débit de

0,6 mL/min. La quantité de nalyl-CoA présent est estimée par étalonnage externe.
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Figure 44: Gradient de la phase mobile lors du dosage du matoo par HPLC.

zA4 tTe—"% tf Zf . teeteef_cte Ti'E>% et 'f" tie FE Zfe—e ti
SR141716
Les explants ont préalablement étéubés 20h a 37°C dans les conditions normales de culture

SXLV XQH GHUQLqUH KHXUH GDQV XQ QRXYHDX PLOLHX SHUPI
des hépatocytes avant la mesure. Ainsi, 3 conditions ont été retdnudes conditions normales
préeDODEOHPHQW GpFULWHV PLOLHX GH FXOWXUH FODVVLTXH
JOXFRVH HQ LQFXEDQW OHV H[SODQWVYV GDQV XQ PLOLHX :0(
100pM de malonyl& R$ HW GHV FRQGLWLRQ Vs giases) envrz @it ©sf X W L O
HISODQWY GDQV XQ PLOLHX '0(0 GpSRXUYX HQ &ae&EUH HW
SDOPLWLTXH —0 G71%,&%$5 HW QJ/ GH JOXFDJRQ

La respiration a partir des substrats intracellulaires est mesuarédilisant une électrode a

oxygene de type ClarkHansatech instrument, Eurosep instrument) et un milieu de base sans
substrat, le PBS.a mesure est effectuée dans une chambre de 1 ml sous agitation magnétique,
reliée a un systéme de circulation d'eau pour maintenir une tempgéraiWDEOH GH ..
/IfpPOHFWURGH HVW UHOLpPH j XQ RUGLQDWHXU YLD XQH LQW
analysés avec le logiciel@xygraph Plus V1.01 (Hansatgch /D FRQVRPPDWLRQ GTRI[\J
PHVXUpH SHQGDQW HQYLURSpiratoPd. €3t Boxnhalisé® Har riVdoydgeV ges

protéines.

9. Glycogene
La mesure du glycogene est réalisée aprés hydrolyse enzymatique selon Beegrakyer

(Bergmeyeret al, 1974) Un homogénat de foie dilué dans 7 volumes de HQE® M) est

centrifugé a 13000 g pendant 5 miin volume connu de surnageant est neutralisé avec du
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K,COs 0 SXLV PDLQWHQX PLQ j f& 8QH SDUWLH HVW
VROXWLRQ GYDP\ORJOXFRVLGDVH | PJ P/ H® 438) &lukeX DFpW
autre partie est mélangée4 volumes de tampon acétate (0,3pH 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
JO\FRJgQH FRUUHVSRQG j OD GLIIpPUHQFH HQWUH OD TXD
«amyloglucosilase? HW OfJHVVDL WpPRLQTDHApWRPR@QWHRDB QMR JLXP /TF
protocole opératoire est également appliqué a des solutions de concentrations connues en

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

10. Déte”ecef—<c‘e T3 Zif..—<"c—%
250 mg de TA fraichement prélevé sont homogénéisés dans un tampon sucrose (saccharose

réfrigéré 0,25 M, Tris/HCL (pH7,4) 10 mM, EDTA 1 mM, désoxycholate 12 mM et de
OTKpSDULQH 8, P/ 8QH SDUWLH GRXWRPRIpQBWEFIXQH-PL
émulsionnée contenant Q,0,5 ou 1 mM de glycéreti[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'activitépbprotéine lipase des homogénats est déterminée en
PHVXUDQW OD TXDQWLWp GYDFLGH ROpL TMJiioldiDeGAPRRBED UT Xp O
K GILQFXEDWLRQ j f& OfYDFLGH ROpPLTXH OLEpUp SDU OfDF
par ajat de 3,15 mL de chloroforme/méthanol/heptane (1/1,25/0\88/v) et 1,05 mL de

tampon borate (N8,0; 15mM, K,CO; 1M, pH 10,5). Le mélange est centrifugé 15 minutes a

2000g puis la radioactivité de la phase supérieure (contenant les AGL) est mesxgdrégnge

GH —/ GH FHWWH SKDVH DYHF GH OY8OWLPD *ROG ;5 / DFW
de l'activité non spécifique (déterminée dans les conditions a 5M de NaCl) de Il'activité lipasique
totale (déterminée dans les conditions & 0,5M INaCest exprimée en nmol #{Joléate libéré

par heure par mg de protéines.

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

SHWLWV PRUFH BXnGded explants@préincubés 30 minutes a 37°c en milieu

de culture (DMEMHAM 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 pMit FRQWHQDQW OH PLOLHX GH FXOWXUH VXS
—0 VRLW DYHF GH O1$($ —0 SOXV 65 —0 VRLW XQ
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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
DYHF GH OJLVRSURWpPUpPQRO — Oprds FIHY/ G H P\L\GEBtOw]I G O D OL
le milieu est prélevé pour dosage du glycérol afin de rendre cople OfDFWLY LM OLSRO
explants sont ensuite broyés dans du PBS afin de doser les protéines pour normaliser les données
obtenues.

12. Western blo tting
/IHV pFKDQWLOORQV GH IRLH VRQW KRPRJpQpLVpV GDQV GX =

protéases et de phosphatases (Roche diagnostics) et dilués dans un tamponi2&l (126

mM, pH 6,8, glycérol 20%, SDS 4%, DTT, 5 mM, Emercaptoéthanol 5%). 25ug de protéines

sont déposés puis séparés par électrophorése sur gel de polyacrylamide 8% contenant 0,1% de
SDS et transférés sur des membranes de nitrocellulose Ht@indAmersham Biosciences).

Les membranes sont ensuite blogugendant 1 h a température ambiante avec 5% de BSA dans

un tampon salin (TBST), THEICl 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, 0,1% Twe&0. Les
membranes sont incubées soit pendant une nuit a 4°C avec un anticofpsosptieAMP

kinase a (PAMPK;Thrl72) (diluton 1:1000; Signalisation cellulaire) soit 1 h a température
ambiante avec un anticorps ardactine (dilution 1:10000; Sigma). Les blots sont lavés avec du
TBST pendant 1 h et incubés avec l'anticorps secondaire, utg@ntié a une peroxydase
(dilution 1:10,000) pendant 1 h. Les blots sont ensuite lavés avec TBST et révélés sur film
photogralK LTXH j OTDLGH GX UpDFWLI (&/ $PHUVKDP %LRVFLHQFF

13. Expression génique
/ITH[SUHVVLRQ GHV JqQHCRMHHWT XPRWXWDBDY K HQ WHPSV UpH

ARN messagers (ARNm) totaux est réalisée par la technique dRed@igent (Euromedex
Souffelweyersheim, France) consistant en une extraction, une précipitation, puis-une re
VROXELOLVDWLRQ GHV $51P WRWDX[ HQ HDX SXUH (QVXLWI

$'1F HVW UpDOLVpH ¢GShUwLY G ,VFULS\Wad: Maneda-W % LR
Coquette, France).

Tableau 5 séquences des différentes amorces utilisées.
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/IHV FRXSOHV GY{DPRUFHV RQW pWp GpWHUPLQpPY DYHF O+BioethAGFLHO 3ULI
(Ebersberg, Aemagne). ACC, acetyCoA carboxylase; CB1, cannabinoid receptor QPT-l, carnitine
palmitoyltransferase |; FAS, fatty acid synthase; FAT/CD36, fatty ta@iglocase; G6P, gluceégphosphatase; Glck,

glucokinase; HL, Hepatic lipase; HMGoA, 3-hydroxy-3-methytglutarytCoA reductase; HSL, hormoisensitive lipase;

LPL, lipoprotéine lipase; LRR,DL receptor related protei,EPCK, phosphoenolpyruvatarboxykinasePPAR 2,

peroxisome proliferateactivated receptor2; SCD-1, stearoyyCoA desaturasé; SRBI, scavenger receptor class B

type |, SREBPLc, Sterol Regulatory Element Binding Protefits TNF- D tumor necrosis facte) TBP, TATA

box binding protein.
LesPCR&€® WHPSVY UpHO VRQW UpDOLVpHYVY VXU GHYV SODTXHV GH

un volume final de 25L composé de 12,5L de Mix PCR contenant du Sylreen (BieRad

S.A., France) et 300 mM de chaque amorce (sens esarg). Les amorces utiles® ont été
GpWHUPLQpPHV | O Y DRrifets» K syoteddéed. pa® M@/Biotech (Ebersberg,
$OOHPDJQH /HV GRQQpHV VRQW D qadet\de Migrogofd BXdl.Gdd G X O
VHPL TXDQWLILFDWLRQ GX QRPEUH dtiHddé ¢&rhdd Sta®@frds pobkVW FD
FKDTXH JgQH GILQWpUrwW pWDEOLHV j OfYDLGH GH GLOXWL
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SRVLWLI /HV UpVXOWDWY VRQW VWDQGDUGLVpYV DYHF XQH
rapporteurs. 18S et TATAbox binding protgiour 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

statistigue non paramétrique de KrusWéllis. Les différences sont considéréesmme

significatives a P<0,05.
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