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L’hyperactivité

de la lipogenese
peut-elle conduire
a la stéatose
hépatique ?
Implication du facteur

de transcription ChREBP
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> obésité, la résistance a I'insuline et le diabete
de type 2 s’accompagnent fréquemment d’une
accumulation excessive de lipides (stéatose)
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dans des tissus qui, normalement, n’en stockent
pas a long terme. C'est en particulier le cas du
foie qui joue un role central dans le maintien de

G,

I’homéostasie énergétique. Ainsi, la prévalence

de la stéatose hépatique est en augmentation
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Bien que son importance chez I’homme reste a
démontrer, ChREBP pourrait constituer une cible
thérapeutique importante. < ) ) - o

adaptative qui fragilise les cellules, les rendant ainsi

plus sensibles aux agressions telles que le stress oxy-

IS 1 Emmm L datif, la peroxydation lipidique et certaines cytokines

La prévalence de la stéatose hépatique non alcoolique  conduisant a I'inflammation et a la fibrose. Ainsi, bien
est en augmentation constante dans les pays indus- que chez certains individus, la stéatose demeure béni-
trialisés. Cette pathologie, qui se caractérise par une gne, elle évolue en stéato-hépatite chez 10 a 20 % des
accumulation excessive de lipides dans le foie, est for-  patients obéses et résistants a I'insuline [3].
tement associée au syndrome métabolique, défini par Lors du développement de la stéatose hépatique, les
I’existence de troubles tels qu’une obésité abdominale, lipides qui s’accumulent dans le foie sont majoritaire-
une résistance a I'insuline avec ou sans hyperglycémie, ment des triglycérides, issus de I’estérification de trois
une dyslipidémie et une hypertension [1]. La stéatose acides gras avec un glycérol-3-phosphate. Les acides
hépatique fait partie d’un large spectre d’atteintes gras utilisés pour la synthése des triglycérides provien-
hépatiques regroupées sous le terme de NAFLD (non nent non seulement du pool plasmatique d’acides gras
alcoholic fatty liver disease) ou stéato-hépatopathies non estérifiés (issus de la lipolyse du tissu adipeux),
non alcooliques. Parmi les NAFLD, on distingue ainsi mais également des acides gras néosynthétisés a par-
la simple stéatose et les NASH (non alcoholic steato- tir du glucose par la voie de la lipogeneése hépatique
hepatitis), caractérisées par une stéatose associée (Figure 1). Les triglycérides hépatiques sont ensuite
a la présence de lésions inflammatoires évolutives stockés dans des gouttelettes lipidiques ou sécrétés
responsables de I'apparition d’une fibrose et d’une dans le sang sous forme de lipoprotéines de trés fai-
véritable cirrhose pouvant se compliquer de carcinome  ble densité (VLDL, very low density lipoproteins). Les
hépatocellulaire. Il a été proposé en 1998 un modele triglycérides peuvent également étre hydrolysés dans
permettant d’expliquer la pathogénie des NAFLD. Selon  I’hépatocyte et les acides gras qui en résultent servent
ce «modele des?2 attaques» [2], Iaccumulation de substrats pour la B-oxydation ou sont réestérifiés et
de lipides dans le foie constitue une premiére phase engagés dans la voie de sécrétion des VLDL (Figure 1).
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Une altération de chacune de ces étapes métaboliques (excés de cap-
tage par le foie, augmentation de la synthése de novo d’acides gras
et/ou défaut d’export et de [B-oxydation) peut contribuer au déve-
loppement de la stéatose hépatique (Figure 1). Des données récentes
obtenues chez "'Homme suggerent que la lipogenése jouerait un rdle
important dans le développement de la stéatose hépatique [4, 5] et
contribuerait pour environ 30 % au stockage de triglycérides dans le
foie des patients atteints de la maladie [6].

La syntheése de novo d’acides gras
dans le foie par la voie de la lipogenése

La lipogenese est la voie métabolique qui permet de synthétiser
des acides gras a partir du glucose. €lle nécessite le métabolisme
du glucose en pyruvate par la voie de la glycolyse permettant ainsi
de fournir les carbones nécessaires a la synthése des acides gras
(Figure 2). U'activité des voies de la glycolyse et de la lipogenése
est étroitement contrdlée par les conditions nutritionnelles. Ainsi,
un repas riche en hydrates de carbone stimule la synthese de lipides
alors que le jeline ou un repas riche en lipides 'inhibe. Les enzy-
mes impliquées dans ces voies incluent la glucokinase (GK) et la
pyruvate kinase (L-PK) pour la glycolyse, I’acétyl-CoA carboxylase
(ACC) et la fatty acid synthase (FAS) pour la lipogenése (Figure 2).
La majorité de ces enzymes est contrdlée a court terme par des
mécanismes post-traductionnels et allostériques, mais la princi-
pale régulation s’effectue a long terme au niveau transcriptionnel
(pour revue, voir [71).

Contréle de la lipogenése par ’insuline :
implication du facteur
de transcription SREBP-1c

€n réponse a une ingestion d’hydrates de carbone, I'aug-
mentation de la glycémie stimule la sécrétion d’insuline
par les cellules B du pancréas endocrine. Au niveau du
foie, I'insuline active I'expression des genes nécessaires
a la synthese de lipides. Une équipe francaise a claire-
ment démontré que les effets géniques de I'insuline sur
les génes de la glycolyse (en particulier la GK) et de la
lipogenese sont relayés par le facteur de transcription
SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein) [8]
(Figure 2). Le role clé de SREBP-1c dans la lipogenese a
été établi chez des souris surexprimant la forme active de
ce facteur dans le foie. Ces souris développent une stéa-
tose massive due a I’activation de I'expression des génes
lipogéniques [9, 10]. Cependant, dans le foie des souris
invalidées pour SREBP-1c, bien que I’expression des
geénes de la lipogenése soit diminuée de 50% [11], une
activité lipogénique indépendante de SREBP-1c persiste
en réponse a la réalimentation, suggérant 'existence
d’un second niveau de controle. De plus, la L-PK, une
enzyme clé de la glycolyse, est contrdlée exclusivement
par le glucose [12], indépendamment de SREBP-1c [13],
indiquant que le glucose per se agit comme une molécule
signal (Figure 2).
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Figure 1. Etapes métaboliques conduisant au
développement de la stéatose hépatique. Lors
du développement de la stéatose hépatique,
les lipides qui s’accumulent dans le foie sont
majoritairement des triglycérides (TG). €n rai-
son de I’état de résistance a I'insuline carac-
téristique du patient obése pré-diabétique,
la lipolyse au niveau du tissu adipeux n’est
plus efficacement inhibée par I'insuline et des
concentrations importantes d’acides gras non
estérifiés (AGNE) sont libérées dans la cir-
culation sanguine. Ces acides gras (AG) sont
captés par le foie. €n paralléle, et de maniére
paradoxale, la synthese de novo d’acides
gras par la voie de la lipogenese est stimulée
par I’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie. La
combinaison de I’augmentation de la voie de
la lipogeneése et de la diminution de la voie
de B-oxydation des acides gras conduit au

développement de la stéatose hépatique. Les

TG hépatiques sont stockés dans des gouttelettes lipidiques ou sécrétés dans le sang sous forme de lipoprotéines de tres faible densité (VLDL).

'accumulation excessive des concentrations de TG hépatiques exacerbe le phénotype de résistance a I'insuline dans le foie, conduisant a "aug-

mentation de la production hépatique de glucose. Au niveau du muscle squelettique, les concentrations élevées d’AGNE conduisent a une résis-

tance a I'insuline et a une diminution de "utilisation de glucose dans ce tissu.
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I’expression des genes de la glycolyse et de
la lipogeneése, nécessaires a la synthese de
lipides. L'effet transcriptionnel de I'insuline
est transmis par le facteur de transcription
SREBP-1c qui stimule la glucokinase (GK),
® les enzymes de la lipogenése [I’acétyl-CoA

TG

carboxylase (ACC), la fatty acid synthase
(FAS)1, ainsi que la stéaroyl-CoA désaturase 1
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(SCD-1) qui catalyse la synthése d’acides
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gras mono-insaturés et la glycéraldéhyde
3-phosphate acyltransférase (GPAT) qui per-
met la synthése de triglycérides (TG). l'action

du glucose est quant a elle relayée par le

facteur de transcription ChREBP, qui, induit par le xylulose 5-phosphate (Xu5P), un intermédiaire métabolique de la voie des pentoses, stimule

I’expression de la L-pyruvate kinase (L-PK) et agit en synergie avec SREBP-1c pour induire les génes de la lipogenése. G6P : glucose 6-phosphate ;

PEP : phosphoénolpyruvate.

Identification du facteur
de transcription ChREBP
comme médiateur de I’action du glucose

Jusqu’a récemment, la voie de signalisation initiée
par le glucose pour activer la transcription des genes
cibles n’était pas connue. LUidentification d’éléments
de réponse aux hydrates de carbone (ChoRE) dans le
promoteur des genes sensibles au glucose suggérait
I’existence d’un facteur de transcription relayant ces
effets. La découverte du facteur de transcription
ChREBP (carbohydrate responsive element binding pro-
tein) par le groupe de Uyeda en 2001 a permis de confir-
mer cette hypothese. ChREBP a été caractérisé a partir
d’extraits nucléaires de foies de rats nourris avec un
régime riche en hydrates de carbone pour sa capacité a
interagir avec le ChoRE de la L-PK [14]. ChREBP est une
protéine de 94,6 kDa dont la structure est trés conser-
vée entre les espéces, avec une homologie de séquence
de 82 % entre ’homme, le rat et la souris [15]. Ce
facteur de transcription contient plusieurs domaines
fonctionnels dont un signal de localisation nucléaire
(NLS), un domaine de liaison & I’ADN de type bHLH-LZ
(basic domain, helix-loop-helix, leucine zipper) et des
domaines riches en proline qui interviennent dans les
interactions protéine-protéine.

Afin de confirmer le rle de ChREBP en tant que média-
teur majeur de "action transcriptionnelle du glu-
cose, notre équipe a développé une technique d’ARN
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interférent (ARNi) permettant d’inhiber sélectivement I"expression de
ChREBP. Dans des hépatocytes isolés de souris transfectés avec I’ARNi
ChREBP, une forte concentration de glucose (25 mM) n’est plus capable
de stimuler I’expression des génes glycolytiques (L-PK) et lipogéni-
ques (ACC, FAS) [16]. De plus, 'accumulation de lipides est fortement
diminuée en I’absence de ChREBP dans ces cellules. Ces résultats
indiquent que ChREBP est un déterminant essentiel de la synthese de
lipides in vitro. Par la suite, une analyse par immunoprécipitation de
la chromatine a permis de montrer que ChREBP agit de facon directe
en interagissant avec les promoteurs de ces génes [17], en formant un
hétérotétramere avec son partenaire protéique, le facteur de trans-
cription Max-like protein X (Mlx) [18].

Régulation de ’activité de ChREBP

Le mécanisme par lequel ChREBP est activé par le glucose n’est pas
totalement élucidé. Le groupe de Uyeda a montré, en construisant
une protéine de fusion ChREBP-GFP (green fluorescent protein) que
ChREBP est rapidement relocalisé du cytoplasme vers le noyau en
réponse a de fortes concentrations de glucose [19]. Notre équipe a
confirmé ces résultats in vivo sur la protéine ChREBP endogéne, dans
le foie de souris soumises a un régime riche en hydrates de carbone,
grdce a une technique de séparation des protéines cytoplasmi-
ques et nucléaires [20]. Le modeéle actuellement proposé pour
I’activation de ChREBP est le suivant: lorsque les concentrations
de glucose sont faibles, ChREBP est localisé dans le cytoplasme
et phosphorylé sur la sérine 196 (Sér196), adjacente au domaine
NLS, et sur la thréonine 666 (Thr666) localisée dans le motif bHLH-
LZ. Ces deux résidus sont des sites potentiels de phosphorylation
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par la protéine kinase A (PKA) [21]. Lorsque les concentrations
de glucose augmentent, le flux de glucose entraine la formation
de xylulose 5-phosphate (Xu5P), un intermédiaire de la voie des
pentoses-phosphate. Le Xu5P est capable d’activer la protéine
phosphatase 2A (PP2A) qui déphosphoryle ChREBP sur la Sér196 et
entrafne sa translocation dans le noyau. La PP2A déphosphoryle
ensuite ChREBP sur la Thré666 pour lui permettre d’interagir avec les
séquences ChoRE de ses génes cibles et d’induire leur transcription
[21] (Figure 3). Le développement récent au laboratoire d’un anti-
corps spécifique reconnaissant la forme phosphorylée de ChREBP
sur la Sér196 nous a permis de déterminer I’état de phosphorylation
de ChREBP endogene. Nous avons ainsi pu montrer qu’une injection
de glucagon (qui active la PKA) dans le foie de souris réalimentées
avec un régime hyperglucidique, ot ChREBP est nucléaire, entrai-
nait sa phosphorylation sur la Sér196 ainsi que sa relocalisation au
cytosol. Ces résultats revelent pour la premiére fois I'importance de
cette phosphorylation in vivo [22].

Implication de ChREBP dans le développement
de la résistance a I’insuline et de la stéatose hépatique

Peu d’études se sont intéressées a la fonction de ChREBP in vivo.
€n 2004, le groupe de Uyeda a généré des souris invalidées pour le
géne ChREBP [23]. Dans le foie de ces souris, I"expression des geénes
de la glycolyse (L-PK) et de la lipogeneése (ACC, FAS) est diminuée.
Par conséquent, le foie de ces souris contient moins de triglycérides,
ce qui confirme I'importance de ChREBP dans le contréle de la syn-
thése hépatique de lipides in vivo. Ces travaux ont également permis
de montrer pour la premiere fois I’implication de ChREBP dans le
contrdle de "homéostasie glucidique. En effet, les souris déficientes
en protéine ChREBP développent une intolérance au glucose et une
résistance a I'insuline.

Glucose
0"

Glucose

(G- » XubP

Serl96 Thré666
+

(P) Serl96
2 ChREBP '
Thré66
(P
(P
ChREBP

Genes de la lipogenese

ChREBP
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ChREBP et stéatose hépatique :

le modéle des souris ob/ob

Bien qu’elle soit fortement exprimée dans le foie,
ChREBP est également exprimée dans d’autres tissus
impliqués dans I’homéostasie glucidique tels que le
tissu adipeux, le muscle, le pancréas ou encore le
cerveau. De ce fait, I'interprétation de I’invalidation
globale de ChREBP chez la souris s’avere complexe.
Afin d’étudier les conséquences de invalidation de
ChREBP spécifiquement dans le foie, notre groupe
a développé une approche d’ARNi véhiculé par un
adénovirus dans un contexte physiopathologique
de stéatose hépatique, celui des souris ob/ob. Ces
souris sont déficientes pour le gene codant la lep-
tine, une hormone synthétisée par le tissu adipeux
qui agit au niveau central pour inhiber la prise ali-
mentaire et augmenter la dépense énergétique [24].
Les souris ob/ob sont hyperphagiques, inactives et
deviennent obeses. Elles sont également résistantes
a insuline et développent une stéatose hépatique
due en partie a une glycolyse et une lipogeneése exa-
cerbées [25].

Afin d’établir un lien entre le facteur de transcription
ChREBP et la stéatose hépatique des souris ob/ob,
nous avons tout d’abord montré que I"expression géni-
que de ChREBP est fortement augmentée dans le foie
de ces souris [26]. De fagon intéressante, au cours
du jeline, la forme nucléaire de ChREBP est présente
chez les souris ob/ob, alors qu’elle est indétectable
chez les souris contrdles, ce qui suggere que ChREBP
pourrait étre responsable des taux importants de lipo-
genése mesurés au cours du jeline chez ces animaux
[26]. Dans le but de déterminer si la diminution de
I’expression de ChREBP pourrait avoir des effets béné-
fiques sur le phénotype des souris ob/ob, un adénovi-
rus exprimant un ARNi de ChREBP a été injecté a ces
animaux. Deux jours aprés I'injection de I’adénovirus,
la diminution de Iexpression hépatique de ChREBP

Figure 3. Régulation de I’activité transativatrice de ChREBP. La
régulation de Iactivité transactivatrice de ChREBP nécessite
la mise en place d’un mécanisme de phosphorylation/déphos-
phorylation contrélant sa localisation cellulaire ainsi que son
activité de liaison a PADN. Ainsi, selon le modeéle actuellement
proposé, en présence de faibles concentrations de glucose,
ChREBP serait présent inactif dans le cytosol sous forme phos-
phorylée sur la Sér196 et la Thr666. La translocation de ChREBP
dans le noyau et sa capacité de fixation sur ’ADN en réponse
a des fortes concentrations de glucose semblent étre contro-
|ées par un mécanisme de déphosphorylation transmise par la
phosphatase 2A (PP2A), activée spécifiquement par le xylulose
5-phosphate (Xu5P). G6P : glucose 6-phosphate.



est de 60 % et persiste apres 7 jours. L'atténuation de
I’expression de ChREBP s’accompagne d’une diminu-
tion des taux de lipogeneése et de la quantité de lipides
dans le foie. Comme attendu, I’expression des genes
de la L-PK, de ’ACC et de la FAS est diminuée. De fagon
intéressante, I’inhibition de ChREBP affecte également
I’expression de la stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD-1),
I’enzyme qui catalyse la biosynthése des acides gras
mono-insaturés, et celle de la glycéraldéhyde 3-phos-
phate acyltransférase (GPAT), I’enzyme qui contrdle
la premiere étape de la synthese des triglycérides
(Figure 1). Or, des travaux antérieurs ont mis en évi-
dence un lien entre ces enzymes et la stéatose hépati-
que. €n effet, IYinvalidation de SCD-1 [27] ou de GPAT
[28] chez les souris ob/ob diminue I’accumulation
hépatique de lipides et améliore le phénotype des
animaux. L'ensemble de ces résultats montrent que
ChREBP, en contrdlant de fagon coordonnée I’expres-
sion des genes de la glycolyse, de la lipogeneése et de
la synthese des triglycérides, est un régulateur central
des quantités d’acides gras dans le foie.

Résistance a I’insuline et stéatose hépatique

Bien que de nombreux travaux, aussi bien chez
I’lhomme que chez ’animal, aient établi une asso-
ciation entre résistance a I’insuline et stéatose
hépatique, les mécanismes permettant d’expliquer
ce lien ne sont pas clairement établis. Une étude
récente de I’équipe de Shulman suggere que la stéa-
tose hépatique induite par la surexpression de la
GPAT1 dans le foie serait suffisante pour conduire au
développement d’une résistance a I’insuline [29]. €n
accord avec ce concept, la diminution de la stéatose
consécutive a 'inhibition de I’expression de ChREBP
chez les souris ob/ob s’accompagne d’une restaura-
tion de la sensibilité hépatique a I’insuline. €n effet,
alors que la phosphorylation par I'insuline de la
protéine kinase B (Akt/PKB) et des kinases ERKI et
ERK2 (extracellular signal-regulated kinases 1 et 2),
acteurs moléculaires majeurs de la voie de signali-
sation insulinique [30], est diminuée chez les souris
ob/ob, I'inhibition de ChREBP permet de restaurer
cette phosphorylation, témoin d’une amélioration
de la sensibilité a I'insuline dans le foie des souris
ob/ob traitées [26].

Dans un contexte physiologique, I'une des principales
actions de I"insuline dans le foie est d’inhiber I’ex-
pression des enzymes de la néoglucogenése responsa-
bles de la production hépatique de glucose en période
de jeline. Dans des conditions de résistance a I’insu-
line, ce frein est levé et la production hépatique de
glucose participe a installation de I’hyperglycémie.
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Chez les souris ob/ob traitées avec I’adénovirus portant ARNi de
ChREBP, "amélioration de la voie de signalisation de Iinsuline dans
le foie s’accompagne d’une diminution de I’expression des enzymes
clés de la néoglugogenese et contribue ainsi a diminuer la glycémie
des souris [26].

De fagon intéressante, la sensibilité a I'insuline est restaurée non
seulement dans le foie mais également dans le muscle squelet-
tique et le tissu adipeux, dans lesquels la phosphorylation d’Akt
en réponse a linsuline est significativement augmentée. Puisque
I’atténuation de I'expression de ChREBP touche le foie de fagon
spécifique, les conséquences métaboliques observées dans le muscle
et le tissu adipeux sont indirectes et s’expliquent probablement par
une amélioration de la lipidémie, de la glycémie et de Iinsulinémie
chez ces souris.

Bien que la lipogenese de novo participe a "accumulation de trigly-
cérides dans le foie des patients NAFLD, "implication de ChREBP n’a
pas été démontrée chez I’Homme. Il est cependant intéressant de
noter que le gene codant ChREBP a été identifié comme appartenant
a la région chromosomique délétée dans le syndrome de Williams-
Beuren, une maladie neurodéveloppementale (WBSCR14) [14, 31]
dont environ 75 % des patients présentent une altération de leur
tolérance au glucose ou un diabéte silencieux qui pourrait s’expli-
quer par I’absence de ChREBP [32].

Conclusion

La découverte récente du facteur de transcription ChREBP a permis
une avancée importante dans la compréhension du contrdle du
métabolisme du glucose. ChREBP apparait comme un régulateur cen-
tral de la conversion du glucose alimentaire en lipides dans le foie.
L’atténuation de son expression améliore le phénotype des souris
ob/ob, ce qui suggére qu’une approche thérapeutique pour diminuer
I’activité de ChREBP pourrait avoir des effets bénéfiques dans le
traitement des maladies métaboliques associées a la résistance a
I’insuline et la stéatose hépatique. ¢

SUMMARY

Can the hyperactivity of lipogenesis

cause hepatic steatosis? A role for ChREBP

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common chronic
liver disease associated with insulin resistance, obesity and type 2
diabetes. Excessive accumulation of triglycerides (TG) is a hallmark
of NAFLD and therefore, a better understanding of the steps invol-
ved in regulating hepatic TG synthesis might yield novel information
regarding the prevention and treatment of NAFLD. In the recent years,
the transcription factor ChREBP has emerged as a major mediator of
glucose action on lipogenic genes and as a key determinant of lipid
synthesis in vitro. More importantly, this factor has been described
to play a central role in hepatic steatosis and insulin resistance
physiopathology. Although its implication in human disease has not
yet been demonstrated, ChREBP could be an interesting therapeutic
target against metabolic syndrome components. ¢
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