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Sommaire

La lipase hormono-sensible (LHS) est une enzyme-clé du métabolisme énergétique. Elle
catalyse 1'hydrolyse des triglycérides dans les adipocytes. Elle pourrait aussi étre impliquée
dans plusieurs autres voies métaboliques puisqu'elle hydrolyse les esters du cholestérol
dans les cellules stéroidogéniques et on la retrouve dans les macrophages. A cause de son
role central dans les adipocytes et & cause de ses actions potentielles dans le métabolisme
du cholestérol, la LHS pourrait étre impliquée dans plusieurs pathologies telles 1'obésité,

l'athérosclérose, I'hypertriglycéridémie et la résistance a l'insuline.

L'activité de la LHS est régulée finement par des phosphorylations. Celles-ci originent de
stimulations hormonales mettant surtout en jeu les hormones adrénergiques qui stimulent la
lipolyse et l'insuline qui inhibe la lipolyse. Deux résidus sont considérés comme majeurs
dans le contrdle post-traductionnel de la LHS, les sérine 552 et 554 (chez I'numain). On
croit que la phosphorylation de la premiére active I'enzyme tandis que la seconde empéche
la phosphorylation de la sérine 552 et donc l'activation de I'enzyme. D'autres résidus, tels

les sérine 649 et 650, pourraient aussi jouer un role important.

La régulation transcriptionnelle de la LHS a été peu étudiée jusqu'a maintenant. Dans
plusieurs situations physiologiques et méme dans plusieurs pathologies, des variations du
niveau de lipolyse adipocytaire, de l'activité de la LHS ou plus spécifiquement, de I'ARNm
de la LHS ont été observés. Le développement, la grossesse, l'hibernation, le cancer,

I'hypertriglycéridémie, la différenciation adipocytaire comptent parmi celles-ci.

Dans la premiére partie des présentes études, nous avons pu montré par analyse de
Northern et RACE-PCR l'existence d'une certaine hétérogénéité concernant I'ARNm de la
LHS de souris. Nos résultats suggérent qu'il existe plusieurs isoformes possédant des
extrémités 5' différentes codées par des exons 5' exclusifs, non-décrits jusqu'a maintenant,
que nous avons désignés A, B, C et D, en plus de l'exon 1 déja décrit. L'exon le plus
fréquemment employé pour l'initiation de la transcription est l'exon C, compris dans 50 %
des clone RACE et présent dans 65-70 % de ' ARNm de la LHS par protection aux RNases.
L'exon 1 ne compte que pour 30 % des clones RACE et 8-20 % de I'ARNm de la LHS. Un
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seul clone sur les 50 analysés correspond a la séquence de ' ARNm ayant ét¢ décrit pour la
LHS de souris. Les exons A (6/50), B (1/50) et D (3/50) sont présents dans un nombre plus
restreint de clones RACE. La séquence de tous ces exons a été retrouvée dans la séquence
génomique codant pour la LHS. L'exon A se trouve & une distance considérable du site
d'initiation de la traduction (ATG) aux nucléotides -7043 a -6869, les autres exons se
trouvent concentrés dans une petite région juste en amont de l'exon 1, C -1484 a -1432 et D,
nt -1307 & -1074. Les régions promotrices des exon A et C ont été analysées et plusicurs

sites de liaison potentiels ont été observés dans celles-ci.

Pour la seconde partie de ces études, deux types de souris transgéniques ont été étudiés. Le
premier expriment la LHS humaine de type sauvage tandis que le deuxiéme exprime la
LHS humaine avec une mutation changeant le résidus sérine 554 pour un alanine, en vue de
contourner le contréle négatif suggéré. La caractérisation primaire par protection aux
RNAses des lignées murines obtenues a montré que chaque lignée exprime des niveaux
différents de transgeéne. La lignée A (transgéne de type sauvage) montre une augmentation
du niveau d'ARNm de la LHS de 34 % par rapport & des souris témoins non-transgéniques.
Les lignées B, C et E (lignées mutantes S554A) expriment les plus haut niveaux d ARNm
transgéniques, correspondant & des augmentation de 94, 42 et 121 %. Ceci se répercute
dans la mesure de l'activit¢ enzymatique de la LHS contre les esters de cholestérol ot les
lignées B et C montrent une activité augmenté de 4 fois et la lignée A de 2 fois. La lipolyse
basale ne varie pas chez les souris transgéniques comparativement a des témoins, tandis que
la lipolyse stimulée par un B agoniste est augmenté jusqu'a 6 fois, mais seulement chez les
souris avec le transgéne de type sauvage. Les acides gras et les triglycérides sanguins sont
légérement plus élevés chez les souris transgéniques, tandis que la leptine tend a diminuer.
Les souris avec le fransgéne de type sauvage sont celles qui posseédent la plus petite masse
corporelle, les souris avec le transgéne mutant ont une taille intermédiaire entre celles-ci et
les souris témoins. En résumé, la surexpression de la LHS humaine génére des effets
relativement discrets, et de facon inattendue, plus importants pour le transgene de type
sauvage que pour le transgéne mutant. Ceci remet en cause le modéle de régulation par
phosphorylation des sérines 552 et 554 et tend a suggérer qu’il ne s'agisse pas de 1'élément

de régulation majeur.
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Chapitre 1-Introduction

L’entreposage et 1'utilisation de I’énergie en provenance de nutriments constituent un
systéme homéostatique essentiel a la vie. Le tissu adipeux est un joueur important dans le
maintien de cet équilibre énergétique. Les acides gras emmagasinés sous forme de
triglycérides dans le tissu adipeux constituent la plus importante réserve d’énergie chez les
mammiféres et permettent de survivre durant les périodes de jeline. Toutefois, la présence
d’un excés de tissu adipeux peut devenir nuisible et un systéme complexe régule la balance

énergétique a un niveau maximal.

La lipase hormono-sensible (LHS) joue un réle crucial dans la mobilisation des acides gras
en contrdlant la vitesse de la lipolyse dans les adipocytes et en fournissant des substrats
oxydables a I’organisme par I’hydrolyse des triglycérides (Fredrikson ef al,, 1981). La LHS
catalyse aussi I’hydrolyse des esters du cholestérol dans les cellules stéroidogéniques. Pour
accomplir ces différentes fonctions de fagon optimale, la LHS est sous un contrdle

hormonal et neuronal trés précis.

Jusqu'd maintenant, la régulation de la LHS a été surtout étudiée au niveau post-
traductionnel. C'est pourquoi nous avons débuté des études relatives a la transcription de la
LHS dans les adipocytes et nous avons aussi favorisé une approche transgénique pour aider
a la compréhension du réle joué par la LHS dans I’homéostasie énergétique et pour fournir

les contextes physiologiques ou elle entre en scéne.

1.1 LHS dans le métabolisme énergétique

Le glucose est le métabolite de choix pour les muscles et le cerveau. Les réserves en
carbohydrates de I’organisme étant trés limitées (durant moins de 24 heures lors d’un jefine
complet), ce sont les réserves de triglycérides du tissu adipeux qui assurent en grande partie
I’apport énergétique de I’organisme lors des périodes de privation nutritionnelle. Les acides

gras sont des substrats oxydatifs privilégiés pour les muscles squelettiques, le foie, les reins
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et le myocarde. Le cerveau utilisera quant a lui le glucose produit a partir du glycérol libéré
de I’hydrolyse des triglycérides ou les corps cétoniques produits en majorité dans le foie &
partir des acides gras. Les corps cétoniques deviennent de plus en plus importants 2 mesure

que la période de jeline se prolonge.

Le tissu adipeux obtient la majeure partie des acides gras de I’alimentation ou de la
biosynthése effectuée dans le foie (résumé a la figure 1). Les acides gras absorbés par la
muqueuse intestinale y sont convertis en triglycérides et transportés sous forme de
particules de lipoprotéines, les chylomicrons (avec les apoprotéines A-II, A-II, B-48, C-1,
C-II, C-III et E). Les chylomicrons voyagent d’abord dans le systéme lymphatique pour
rejoindre la circulation sanguine et atteindre les tissus. De méme, les triglycérides
synthétisés dans le foie s’assemblent avec des apoprotéines (B-100, C-I, C-II, C-III et E)
pour former des VLDL (Very Low Density Lipoproteins) qui voyagent dans le sang.

Les triglycérides provenant des VLDL ou des chylomicrons sont hydrolysés en acides gras
dans les capillaires du tissu adipeux ou des muscles par la lipoprotéine lipase (LPL). La
LPL est synthétisée dans les adipocytes et exportée a la surface luminale des capillaires ou
elle est associée aux glycosaminoglycanes présents a la surface des cellules endothéliales.
Une fois dans ’adipocyte, les acides gras sont reconvertis en triglycérides par plusieurs
transférases et mis en réserve dans la gouttelette lipidique. La gouttelette lipidique constitue
la majeure partie du volume de I’adipocyte, le cytoplasme et le noyau étant confinés a la
périphérie. Le transport des acides gras dans les adipocytes est assuré par une protéine
transporteuse des lipides produit du géne adipocytaire aP2, exclusivement exprimé dans les
adipocytes. Ceci empéche un effet toxique des acides gras libres dans la cellules. Il
semblerait que la gouttelette lipidique soit entourée par les périlipines, protéines qui
deviennent cytoplasmiques lorsque la lipolyse est stimulée. La LHS est alors transloquée
du cytoplasme sur la surface de la gouttelette lipidique pour atteindre ses substrats. La
translocation réciproque de la périlipine et de la LHS sera discutée dans la section 1.4. Les
triglycérides sont ensuite hydrolysés en acides gras et sont liés par ’albumine sanguine

pour atteindre les organes cibles par la circulation sanguine.
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Outre ces roles de synthése et d’entreposage de triglycérides, le tissu adipeux synthétise et
sécréte plusieurs facteurs pléiotropes qui agissent de fagon autocrine, endocrine et
paracrine. Ceux-ci participent a des fonctions diversifiées s’étendant du contrdle du
contenu en triglycérides (LPL et facteur Cs, précurseur de 1'acylation stimulating protein:
ASP, impliquée dans la biosynthése des triglycérides; Choy ef al, 1992), au métabolisme
du cholestérol (protéine de transfert des esters de cholestérol: CETP; Ailhaud, 1998) et des
rétinoides (protéine de liaison au rétinol: RBP; Tsutsumi ef al, 1992), au contrdle de la
prise alimentaire et du poids corporel (leptine et transporteur soluble de la leptine: Ob-Re;
Fiedman et Halaas, 1998), et de la cellularité du tissu adipeux (Interleukine-6, TNF-
o, TGF—, prostaglandine E2, monobutyrine, IGF-1, prostacycline et acide
lysophosphatidique; Ailhaud, 1998), a l'insulinorésistance (TNF-o; Hotamisligil et al.
1994), a l'augmentation de la tension artérielle associée a I’exceés de masse grasse
(angiotensinogéne; Aubert ef al, 1997) et a certaines pathologies comme le cancer et

I’ ostéoporose (oestrogénes; Fried ef al., 1997).

Il existe deux types de tissu adipeux, nommés blanc et brun selon leur apparence
macroscopique. Le r8le principal du tissu adipeux blanc est I’entreposage et la mobilisation
d’énergie tandis que le tissu adipeux brun est le siége de la thermogénese. Chaque cellule
du tissu adipeux brun contient plusieurs gouttelettes de triglycérides et un grand nombre de
mitochondries. Le mécanisme de dissipation de I’énergie sous forme de chaleur implique la
phosphorylation oxidative non-couplée dans les mitochondries. La thermogénine ou
protéine découplante 1 (UCP1 : uncoupling protein 1), située dans la membrane interne des
mitochondries du tissu adipeux brun, rompt le gradient de protons, générant une production
de chaleur plutdt qu'une synthése d’ATP. La thermogénine est activée par les acides gras
libres produits lors de la lipolyse (Ricquier et Bouillaud, 1998). Il existe d’autres protéines
de la méme famille : UCP-2 est ubiquitaire et UCP-3 est spécifique au muscle squelettique
(Gimeno ef al., 1997, Boss et al., 1997). Le tissu adipeux brun est retrouvé chez tous les
mammiféres de petite taille et les nouveau-nés des mammiféres de grande taille. Chez
I’humain adulte on retrouve trés peu de tissu adipeux brun. Certains ont proposé que des
cellules dispersées dans le tissu adipeux blanc puissent accomplir les fonctions de

thermogéneése.
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1.2 Organisation génomique et domaines fonctionnels

Comme mentionné au préalable, la LHS catalyse I'hydrolyse des triacylglycérols en clivant
le premier lien ester menant aux diacylglycérols (Fredrikson ef al, 1986). C'est a travers
cette étape que la lipolyse adipocytaire est contrélée finement. La LHS est aussi
responsable de I’hydrolyse des diacylglycérols résultants et cette étape est beaucoup plus
rapide. L'hydrolyse compléte des monoacylglycérols est effectuée par une autre lipase du
tissu adipeux, la lipase des monoacylglycérols (MAGs) qui, par son abondance et son
manque de contrle hormonal, empéche I’accumulation de MAGs (Fredrikson et al., 1981).

Dans les cellules stéroidogéniques, la LHS catalyse I"hydrolyse des esters du cholestérol.

La LHS adipocytaire est une protéine avec un poids moléculaire estimé de 84 kD dans le
tissu adipeux du rat (Kraemer et al.,, 1993), 88 kD chez ’humain (Holm ez al., 1989) et de
82 kD chez la souris (Holm ef al, 1989). La LHS est une lipase a sérine et une triade
catalytique a été suggérée par modélisation et mutagénése dirigée (Osterlun et al., 1997,
Holm et al., 1994; Contreras et al., 1996). Plusieurs sites potentiels de phosphorylation sont
importants dans la régulation de I’enzyme. Ces aspects seront discutés dans les paragraphes

suivants et dans la section 1.4.

L’ADNc adipocytaire de la LHS a été étudié chez le rat (Holm ez al, 1988), I'humain
(Langin ef al,. 1993) et la souris (Li et al., 1994). La localisation chromosomique du gene
de la LHS a été déterminée chez I’humain (Levitt et al., 1995, Magré et al., 1998) et chez la
souris (Wang et al., 1994, Craig ef al., 1993), soit sur les chromosomes 19q13.1-q13.2 et 7
proximal, respectivement . L’organisation génomique est semblable pour toutes les especes
étudiées (9 exons, figure 3). L’identité de séquence protéique est de 83% entre I’humain et
le rat et de 94% entre le rat et la souris (figure 2). L’ ARNm, estimé a 3,3 kb chez le rat par
hybridation Northern (Holm et al., 1988; Kraemer et al., 1991), est constitué de 3172 bases
selon la séquence nucléotidique chez la souris (Li ef al, 1994) avec 592 bases dans la
région non-traduite en 5°, 303 bases dans la région non-traduite en 3’ et 2277 bases codant
pour une protéine de 759 acides aminés (768 aa pour le rat et 775 aa pour I’humain, Holm

et al., 1988 et Langin ef al., 1993). Une structure avec de multiples domaines fonctionnels a
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été suggérée pour la LHS par des études de protéolyse avec la trypsine (Yeaman et al,

1990) et semble conservée dans toutes les espéces (Dsterlund et al., 1996).

Comme toutes les estérases a sérines, la LHS posséde une triade catalytique dont les
résidus impliqués ont été prédits par modélisation de la structure tridimensionnelle
(Contreras et al., 1996) et identifiés par mutagénése dirigée (Holm et al., 1994; Osterlund et
al., 1997). 1l s'agit de la sérine 423, de I’acide aspartique 703 et de I’histidine 733 chez le
rat (souris, S423-D694-H724; humain, S424-D693-H723) (figures 2 et 3). La triade
catalytique est comprise dans le domaine C-terminal pour lequel on prédit une
conformation o/B-hydrolase, caractéristique aux lipases et a plusieurs estérases. Cette
conformation consiste essentiellement en un feuillet f central entouré par un nombre
variable d’hélices a. Les résidus de la triade catalytique se trouvent dans la moitié¢ C-
terminale du feuillet hydrophobe B (Holm ef al, 1994). La sérine catalytique se trouve
incluse dans le motif Gly-X-Sér-X-Gly qui est conservé dans un grand nombre de lipases et
d’estérases et précédé d’un dipeptide His-Gly (rat et souris, H349-G350; humain, H350-
G351). L’homologie de séquence entre la LHS des membres de la superfamille des lipases
de mammiféres (la LPL, la lipase pancréatique et la lipase hépatique) ne dépasse pas les
résidus du site catalytique. Par contre, on rencontre un certain degré d’homologie
s’étendant sur 90 résidus entre la sérine catalytique et le dipeptide His-Gly avec la lipase 2
de la bactérie arctique Moraxella TA144 (Langin et al., 1993) qui catalyse une lipolyse &
des températures allant jusqu’a 4°C. De plus, & de faibles températures (10°C), la LHS
conserve une activité catalytique de 3 & 5 fois plus élevée que la LPL ou la lipase d’ester de
carboxyle, ce qui peut refléter une capacité d’adaptation au froid conservée au cours de

I’évolution pour les animaux qui hibernent (Langin et al., 1993).

Une région régulatrice constituée des sérines 557 et 559 chez la souris (rat, S563 et S565;
humain, S552 et S554) contenues dans le motif M-R-R-S-V-S-E-A-A est contenue dans
I’exon 8 (figures 2 et 3). La S557 est considérée comme le site de régulation activateur car
sa phosphorylation augmente ’activité de la LHS. La phosphorylation de la $559 bloque la
phosphorylation de la S557, entravant I’activation de I’enzyme. Récemment, la

participation des sérines 649 et 650 chez I’humain (souris, S650 et S651; rat, S659 et S660)
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3 Alignement de la séquence protéique de la LHS de rat (en

haut), de la souris (au centre) et de I'humain (en bas).
Les résidus catalytiques sont indiqué par un point, les sites de

phosphorylation par une fléche. le dipeptide HG et le motif GXSXG

contenant la sérine catalytique sont encadrés et le site putatif de

liaison aux lipides est ombragé. Les acides aminés identiques chez
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a été démontrée dans D’activation de I’enzyme (Lafontan et Langin, 1998). Ces aspects

seront discutés dans la section 1.4.

Une région de séquence hypervariable répétée (avec un motif de 12 nt) existe dans tous les
peptides connus pour la LHS. Cette séquence déplace le site d’épissage donneur de I’intron
7 pour les différentes espéces. L’humain n’en posséde qu’un motif, tandis que la souris en
posséde 2 et le rat, 3 (figures 2 et 3) (Sztrolovics ef al, 1997). Les sérines régulatrices,
immédiatement en 3’ de ces répétitions, sont incluses dans un motif apparenté. Par rapport
au rat, une délétion de 6 aa chez la souris et 12 aa chez 1’humain résultent de I’utilisation de
différents sites d’épissage (Langin ef al., 1993 et Sztrolovics ef al., 1997). La perte de ces
12 aa chez I’humain élimine une boucle entre la région hydrophile et I’hélice alpha

contenant les sérines régulatrices.

Aucune région transmembranaire n'a été prédite avec la séquence primaire de la LHS. Par
contre, un site potentiel de liaison aux lipides a été identifié dans ’exon 9 (F-L-S-L-A-A-L-
C-R) correspondant aux résidus 726 & 733 chez la souris (rat, 735 & 742; humain, 725 a
732) (figures 2 et 3). De tels motifs sont retrouvés dans certaines protéines liant les lipides
comme la lécithine:cholestérol acyltransférase, la protéine de transfert des esters du
cholestérol et la lipase pancréatique d’ester de carbonyle. Ne montrant aucune similarité
significative avec des protéine connues, les exons 1 & 4 pourraient quant & eux, €tre
responsable de la reconnaissance des gouttelettes lipidiques intracellulaires (Lafontan et
Langin, 1998 et Osterlund ef al., 1996).

Une forme inactive de la LHS a été identifiée chez 1’humain par le groupe de Laurell ez al.,
1997 dans tous les tissus ou elle est exprimée sauf le tissu adipeux brun. Cet isoforme est
issu d'un épissage alternatif éliminant ’exon 6 qui contient le site catalytique, tout en
gardant le cadre de lecture et les sites de phosphorylation décrit plus t6t. Une variation de
ce transcrit pourrait constituer un mécanisme de régulation de la capacité lipolytique des

cellules humaines mais cette hypothése reste a tester.
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Un isoforme testiculaire de la LHS a été mis en évidence chez le rat et ’humain (Holst ef
al., 1996). 1l contient un exon spécifique aux testicules et les neufs exons présents dans le
messager adipocytaire de la LHS. L’exon testiculaire ajoute 300 et 301 acides aminés
supplémentaires, préservant le cadre de lecture pour le rat et 'humain, ce qui donne des
protéines totales de 1068 et 1076 acides aminés. D'une taille de 1,2 kb, I'exon testiculaire
humain de se trouve 16 kb en amont des autres exons. Le site d’épissage accepteur se
trouve dans ’exon 1, soit a 20 nucléotides en amont du site d’amorgage de la traduction.
Des expériences de transfection avec des cellules COS ont démontré une activité
catalytique relative contre les triacylglycérols et le cholestérol oléate semblable entre la
LHS testiculaire et adipocytaire (Holst et al, 1996). Finalement, des études d’hybridation
in situ ont localisé la LHS testiculaire dans les cellules spermatides chez le rat mais pas
dans les cellules de Leydig, productrice d’hormones. Bien que ne semblant pas avoir un
role direct dans la production de stéroides dans les cellules de Leydig, la LHS pourrait
jouer un role important dans la spermatogénése et dans la fonction du sperme (Holst ez al.,

1996).

Au cours de mes travaux, le groupe Grober ef al., 1998 ont entrepris 1’analyse de la région
5’ du géne de la LHS humaine. Ces études ont révélé I’existence de deux isoformes
adipocytaires chez I’humain. La forme la plus fréquente posséde un exon non-traduit en 5'
de 54 nt et se trouve a 1,5 kb en amont du site d'initiation de la traduction et I'autre forme
posséde un exon non-traduit en 5' de 150 nt se trouvant a environ 13 kb en amont. Ils

utilisent tous deux le méme site d’épissage accepteur que I’exon testiculatre.

1.3 Distribution tissulaire de la LHS

La LHS a longtemps été considérée comme un enzyme spécifique du tissu adipeux dont
I’activité majeure est I’hydrolyse des triglycérides. Il devient de plus en plus apparent que
la distribution tissulaire de la LHS est beaucoup plus vaste, ce qui suggére que la LHS soit
impliquée dans une variété de processus métaboliques. La premiére évidence directe de la
présence de la LHS dans un autre tissu fut la démonstration que I’hydrolase des esters du

cholestérol et la LHS ne constituent qu’une seule entité dans les surrénales de bovins (Cook
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et al, 1982). Chez le rat, des expériences d’inhibition de I’activité de lipase de
diacylglycérols ont montré la présence de la LHS dans les surrénales, les ovaires, les

testicules et le muscle cardiaque et squelettique (Holm et al., 1987).

Chez le rat, une protéine immunoréactive majeure, estimée a 84 kD par PAGE (88 kD pour
I’humain), est présente dans le tissu adipeux, les surrénales, les ovaires, les muscles
cardiaques et squelettiques et les testicules mais aussi dans les poumons & un trés faible
niveau (Holm et al, 1987, Kraemer ef al, 1993, Holm ef al, 1989). Une bande
additionnelle de 89 kD est rapportée pour les surrénales et les ovaires ou elle compte pour
50 % des produits immunoréactifs (Kraemer ef al, 1993). Les testicules produisent de
nombreuses formes immunoréactives mais un produit majeur— de 130 kD est généralement
identifié dans les testicules de rat mature (116 kD chez I’humain) (Holst ef al, 1996,
Kraemer ef al., 1993, Holst ef al., 1994). Une différence de masse due & une modification
par phosphorylation a été rejetée (Holm ef al., 1987). Les différentes formes de protéines
pourraient représenter différents fragments protéolytiques de la LHS, des isozymes, des

proformes inactives ou des produits d’un épissage alternatif.

Le rat exprime un ARNm de 3.3 kb dans le tissu adipeux, les surrénales et les ovaires
(Holm et al., 1988, Kraemer et al.,, 1991, Holm et al., 1989). Les ovaires possédent un
ARNm additionnel de 3.5 kb (Holm C et al. 1988, Kraemer ef al., 1991) qui se retrouve
dans le placenta et les muscles cardiaque et squelettique (Holm ef al., 1988). Les testicules
ont la particularité d’exprimer un messager de 3.9 kb (Holm ez a/, 1988, Holst et al., 1996).
Le tissu adipeux est le tissu qui exprime le plus haut niveau d’ARNm de la LHS (Kraemer
FB et al. 1991). Chez I’humain, le messager retrouvé dans le tissu adipeux a d’abord été
estimé a 3.3 kb (Holm et al., 1989, Holst et al., 1996) et a été par la suite corrigé 4 2.6 kb
(Grober et al., 1997).

La présence de la LHS dans tous ces tissus élargit I’horizon concernant la diversité des
roles métaboliques joués par cet enzyme. Il est possible que les nombreux types d’ARNm
et de protéines aient une signification en ce qui concerne la régulation tissulaire de

I’enzyme. Plusieurs évidences suggérent qu’une proportion des hormones stéroidiennes
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présentes dans plusieurs tissus soit mobilisée par la LHS (Lee ef al, 1988). Sa présence
dans les tissus qui synthétisent les hormones stéroidiennes (glandes surrénaliennes, ovaires
et testicules) renforce I’hypothése que la LHS, en hydrolysant les réserves d’esters du
cholestérol, fournisse le précurseur immédiat de la stéroidogénése. Aussi, plusieurs
données enzymatiques supportent I’hypothése que la LHS serait la lipase neutre servant a
hydrolyser une partiec des triglycérides emmagasinés dans le cceur. Finalement, la
découverte d’une protéine immunoréactive de 84 kD dans les macrophages (Small e? al,,
1989) et la démonstration de la présence d’un faible niveau d’ARNm de la LHS dans les
macrophages murin (Khoo ef al, 1993) et humain (Reue ef al, 1997) suggérent une
implication de la LHS dans I’athérosclérose. L’accumulation des esters de cholestérol dans
les macrophages engendre la formation des cellules spumeuses (foam cells) et constitue une
étape précoce et centrale dans la formation de la plaque athérosclérotique. L’étude de la
LHS dans ces tissus sera toutefois nécessaire pour confirmer son réle a I’intérieur de ces

voies métaboliques.

1.4 Régulation post-traductionnelle de P’activité de la LHS

Les voies lipolytiques sont activées dans diverses situations telles le jeline, le stress,
I’activité physique, I’exposition au froid, une infection ou le diabéte insulino-dépendant. La
régulation de la lipolyse est effectuée par divers effecteurs hormonaux et neuronaux qui
provoquent ou empéchent I'activation de la LHS par I’intermédiaire de phosphorylations
spécifiques. La réponse lipolytique des adipocytes dépend donc de la résultante entre les
effets stimulateurs et inhibiteurs sur P’activité de la LHS. Les processus de signalisation
intracellulaire ont surtout été étudiés dans les adipocytes isolés de rat. L’hypothése de

travail généralement utilisée est résumée dans la figure 4.

Le clivage de la premiére liaison ester des triacylglycérols est dépendante de I’état de
phosphorylation de la LHS (Stralfors er al, 1987). Les réactions d’hydrolyse de la
deuxiéme (par la LHS) et troisiéme (par la LMG) liaison se font beaucoup plus rapidement
et dépendent peu ou pas de 1’état de phosphorylation des enzymes impliqués (Tornqvist et

Belfrage, 1981; Fredricson ef al., 1886; Langin ef al., 1996).
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Jusqu'a récemment, on avait montré 1'implication des résidus correspondant aux S552 (site
régulateur) et S554 (site basal) chez I'humain, dans la régulation post-traductionnelle de la
LHS humaine. Par la suite, on a suggéré l'importance des sérines 649 et 650. Les sérines
552, 649 et 650 peuvent étre phosphorylées par la protéine kinase A dépendante de I’AMPc
(PKA) (Stralfors et Belfrage 1983 et Anthosen et al, 1997) et la sérine 554 par la protéine-
kinase activée par le 5’ AMP (Garton et al., 1988; Holm et al., 1988 et Langin ef al., 1993).

La phosphorylation de la S552 active la LHS in vitro. La S554 est phosphorylée dans les
adipocytes en absence de stimulation lipolytique et sa phosphorylation prévient la
phosphorylation du site régulateur (et vice-versa) (Garton AJ ef al., 1990) et ainsi entrave
I’activation de I’enzyme (Hardie ef al., 1997). Un tel systéme a deux sérines impliquant au
moins la protéine-kinase activée par le 5S’AMP a aussi été observé pour 'acétyl CoA
carboxylase (Hardie ef al., 1989). Cet enzyme catalyse 1’étape limitante de la synthése des
acides gras, suggérant une coordination entre ces deux voies métaboliques. Un modéle de
régulation par phosphorylation mutuellement exclusive des S552 et S554 a été proposé
(Garton et al, 1989; Garton et Yeaman, 1990). La phosphorylation des S649 et S650
déclenche aussi ’activation de I’enzyme et de fagon encore plus importante que pour la
S552 mais le mécanisme de cette activation reste a déterminer (Anthosen ef al., 1997). Il se
pourrait que ces phosphorylations provoquent un changement conformationnel qui
faciliterait 1’accés de la LHS a ses substrats de la gouttelette lipidique (Contreras ef al,

1996).

Un autre mécanisme de régulation de la LHS agit au niveau de la translocation de la LHS
entre le cytoplasme et la gouttelette lipidique et fait intervenir des protéines
supplémentaires et abondantes, les périlipines (Egan et al., 1992; Blanchette-Mackie et al.,
1995 et Londos ef al, 1996). Lorsque la lipolyse n’est pas stimulée, les périlipines
entourent la gouttelette lipidique. La phosphorylation de ces protéines par la PKA rompt
leur ancrage et les libére dans le cytoplasme, permettant a la LHS parallélement activée par
la PKA d’y avoir accés (Clifford ef al, 1997). 1l est plausible que la redistribution de la
LHS soit directement reliée a la phosphorylation et & I’activation mais cela reste a

confirmer.
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Le principal effecteur de l’activation de la LHS est le niveau d’AMP cyclique
intracellulaire (figure 4), modulé par une série d’hormones telles les catécholamines,
’ACTH, la B-lipotropine, la MSH, le glucagon, et I’hormone thyroidienne. Bien
qu’utilisant des récepteurs membranaires différents, tous ces agents activent probablement
la méme cascade menant & une augmentation du niveau d’AMPc. Il existe plusieurs types
de récepteurs B adrénergiques couplés a une protéine Gs impliquée dans I’activation de la
lipolyse : B1, B2, B3 (prépondérant dans I’adipocyte brun et dans ’adipocyte blanc des
rongeurs) et possiblement B4 (dans I’adipocyte blanc humain) (Lafontan, 1994; Tavernier
et al., 1996 et Galitzky et al, 1997). Leur r6le, leur affinité de méme que leur niveau
d’expression varient. La liaison du ligand aux récepteurs B-adrénergiques couplés a une
protéine Gs amene la libération d’un hétérodimére constitué des sous-unités B et y qui
active ’adénylate cyclase, ce qui a pour conséquence d’augmenter la concentration
d’ AMPc intracellulaire. L’ AMPc se fixe aux sous-unités régulatrices de la PKA et diminue
leur affinité pour les sous-unités catalytiques leur permattant ainsi de phosphoryler et
d’activer la LHS.

L’insuline est la principale hormone antilipolytique. Il existe plusieurs autres types de
récepteurs qui modulent un signal antilipolytique et qui sont couplés négativement a
I’adénylate cyclase par I'intermédiaire d’une protéine Gi : le récepteur a2-adrénergique, les
récepteurs d'adénosine Al, les récepteurs de prostaglandines E et le récepteur des
neuropeptides Y et YY, NPY2. Ces récepteurs semblent tous utiliser le méme mécanisme
d’inhibition mais leur efficacité antilipolytique varie (Lafontan et Langin, 1998). On a
longtemps cru que I’insuline agissait au niveau de ’activation de phosphatases spécifiques
qui inactiveraient la LHS. Les évidences récentes suggérent plutdt qu’elle influencerait le
niveau d’AMPc 2 la baisse (Manganiello ef al., 1992 et Londos ef al., 1985). La liaison de
I’insuline & son récepteur membranaire déclencherait une cascade de phosphorylation
(Lopez-Aparicio ef al., 1993; Degerman ef al., 1990 et Smith ez al, 1991) qui ménerait &
’activation d’une phosphodiestérase, probablement PDE3B (Beavo ef al, 1994,
Mangianello et al., 1995). Celle-ci agirait directement sur I’AMPc en hydrolysant le lien
3°-5’ phosphodiester pour former le 5’AMP et diminuerait ainsi le niveau intracellulaire

d’AMPc. Le 5’ AMP active la protéine-kinase activée par le 5’ AMP (Carling et al., 1987).
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L’action de la phosphodiestérase sur la LHS est donc double, en diminuant la quantité
d’AMPc, elle empéche I’activation de I’enzyme et en produisant le 5’ AMP, elle active la

protéine-kinase activée par le 5’ AMP qui phosphoryle le site régulateur.

Pour permettre une régulation réversible de la LHS, certaines phosphatases sont
nécessaires. La LHS phosphorylée est un bon substrat pour les phosphatases 2A et 2C
(Olsson et Belfrage, 1988) et pour la phosphatase 1 (Wood et al., 1993). La phosphatase
2A déphosphoryle préférentiellement la sérine 554 (site basal). La balance entre 1’action

des kinases et des phosphatases détermine le niveau d’activation de I’enzyme.

1.5 Régulation a long terme de la LHS

Contrairement a la régulation post traductionnelle, peu de choses sont connues concernant
la régulation transcriptionnelle de la LHS. La régulation au niveau de la transcription ou de
la synthése protéique peut étre impliquée au niveau de l'adaptation a différents ¢tats
nutritionnels ou dans certains états pathologiques. Le flux d’une voie métabolique compléte
est déterminé par la réaction la plus lente (étape limitante). L’étape limitante d'une voie
métabolique est généralement celle qui varie en réponse aux besoins métaboliques de
Porganisme et le changement de vitesse est communiqué aux étapes subséquentes. Les
produits générés par I’étape limitante sont transformés immédiatement. Le flux
métabolique de [Phydrolyse des triglycérides devrait donc étre augmente
proportionnellement & la concentration de ’enzyme limitant, soit la LHS. Ceci implique
que tout changement dans la quantité de LHS doit avoir un impact considérable sur la
capacité lipolytique. Récemment, une étude a démontré une relation linéaire entre la
quantité d’ARNm de la LHS, la quantité de la LHS et la capacité lipolytique dans le tissu
adipeux humain (Large ef al., 1998). Il a aussi été rapporté que la surexpression de la LHS

dans des adipocytes prévient I’accumulation de triglycérides (Sztalryd ez al., 1995).

Une étude récente propose un effet positif du glucose sur la transcription de la LHS (Raclot
et al, 1998). L'ARNm et l'activité totale de la LHS diminuent dans les cellules 3T3-F442A

aprés 24 heures dans une milieu sans glucose. Les acides gras n-3 polyinsaturés (retrouvés
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dans les huiles de poissons) inhibent la transcription de la LHS en plus d’autres génes
adipocytaires chez le rat aprés 4 semaines dans le tissu adipeux rétropéritonéal (Raclot ez

al,, 1997).

Quelques études ont tenté¢ de déterminer quelles hormones auraient une influence sur la
transcription de la LHS. Une inhibition de 60% de I’expression de la LHS, accompagnée
d’une diminution de 30-50% de I’activité est observée a la suite d’un traitement de cellules
3T3-F422A et BFC-1 avec un analogue de I’AMPc¢ (8-CPT-cAMP) ou avec un ester de
phorbol (PMA) (Plée-Gauthier ef al, 1996), tandis que le dexaméthasone, un
glucocorticoide, accentue I’effet inhibiteur du PMA et I'insuline, I’acide rétinoique et
I’hormone de croissance ne produisent aucun effet. Au contrairé, en traitant des adipocytes
isolés de rat au dexaméthasone, on obtient une augmentation de I’ARNm de la LHS (Slavin
et al., 1994). Dans le méme modgéle, I’épinéphrine, le glucagon et I’hormone de croissance
sont sans effets. Si I’insuline parait n’avoir aucun effet sur la transcription dans les cellules,
ce n’est pas le cas chez des rats souffrant d’un diabéte induit par la streptomycine ou on
observe une augmentation de I’ARNm, de la protéine et de I’activité de la LHS (Szatlryd et
Kreamer, 1995). D’autres études seront nécessaires pour déterminer le réle exact de

chacune de ces hormones.

Le jeQne nécessite I’utilisation des réserves. Chez le rat, une augmentation de deux fois de
la protéine et de I’ARNm de la LHS apparait aprés 3-5 jours de jeline avec une €lévation
proportionnelle de I’activité (Sztalryd ez al., 1993). Un résultat similaire est observé chez le
porc (Liu ef al.,, 1995). Chez des femmes obéses suivant une diéte trés faible en calories
d’un durée de 4 semaines, Stich ez al., 1997 ont montré une augmentation de deux fois de la
lipolyse basale et stimulée, parallélement a une augmentation de l'activité et de la quantité
de la LHS. Dans une autre étude, des adipocytes obtenus de femmes obéses ayant suivi un
programme de perte de poids d’une période de 8 & 12 semaines ont montré une lipolyse
augmentée de cing fois suite & une stimulation par la noradrénaline. La lipolyse basale
quant a elle diminue de 50% aprés la perte de poids en méme temps qu’'une perte

équivalente de I’activité da la LHS (Reynisdottir ez al., 1995). Malgré certaines différences,
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ces deux expériences tendent & démontrer une augmentation de la lipolyse stimulée suite a

une privation énergétique et une certaine sensibilité aux catécholamines.

Un changement dans la masse adipeuse maternelle apparait durant la grossesse. Chez les
rates gestantes, il y a une augmentation de I’ARNm de la LHS (4 fois) et de son activité (1
a 5 fois) a la fin de la grossesse dans le tissu adipeux et une diminution de 10% du
messager et de I’activité de la lipase de lipoprotéines (LPL), ce qui pourrait étre un
mécanisme important dans le contrdle de la perte de masse adipeuse 4 la fin de la grossesse
(Martin-Hidalgo et al.,, 1994). Un autre exemple de régulation transcriptionnelle réciproque
entre la LHS et la LPL survient chez les animaux qui hibernent. Chez la marmotte
(Marmota flaviventris), I’ ARNm de la LPL augmente durant la période ou il y a gain de
poids et ’ARNm de la LHS, durant la période de jetine (Wilson ef al., 1992). Chez des
souris transgéniques surexprimant la LPL, on retrouve une augmentation réciproque de la
LHS empéchant I’accumulation excessive de triglycérides dans la tissu adipeux (Shimada
et al., 1995). La transcription de la LHS varie parallélement ou a l'inverse de la LPL selon

les situations physiologiques, suggérant des mécanismes régulateurs complexes et précis.

L’altération du métabolisme des lipides chez les patients atteints de cancer est associ¢e a
une hyperlipidémie, une déplétion de la masse adipeuse et a une perte de poids progressive
sans nécessairement une diminution de la prise alimentaire (Brennan ef al, 1977). Une
augmentation de 2 fois de ARNm de la LHS a été observée chez des patients cancéreux
comparativement a des sujets témoins (Thompson ef al, 1993). Ces résultats suggerent
qu’un des mécanismes de déplétion des lipides du tissu adipeux de patients cancéreux agit

au niveau de I’augmentation de I’expression de I’ARNm de la LHS.

Chez les personnes souffrant d’hyperlipidémie familiale combinée, on observe une
diminution de 40% de [’activité de la LHS et une diminution de 65 % de la réponse
lipolytique aprés stimulation aux catécholamines par rapport a des personnes saines

témoins (Reynisdottir ef al., 1995).



33

La quantité de la LHS semble aussi varier durant le développement dans différents tissus
(Kraemer ef al., 1993 et Liu et al,, 1995). Dans les testicules, une augmentation drastique
(25 fois le niveau foetal) est observée entre la 4° et la 12° semaine. La gonadotropine
chorionique pourrait étre impliquée car elle double la quantité d’ARNm et I’activité de la
LHS chez des rats sexuellement immatures. Les surrénales montrent un maximum
d’expression aprés la premiére semaine (9 fois), et se stabilisent par la suite (entre 3 et 4
fois le niveau a la naissance). Le niveau d’ARNm de la LHS cardiaque augmente
rapidement le premier jour (50%) puis graduellement pour atteindre 3 fois le niveau fcetal
(Kraemer ef al., 1993). Aucune variation n’est observée dans le tissu adipeux de la 3°

semaine a 2 ans chez le rat (Kraemer ef al., 1993).

Finalement, une augmentation marquée de I’activité et de I’ARNm de la LHS est observée
au cours de la différenciation des adipocytes humains (McDougald et Lane, 1995).
L’expression aberrante de la LHS avant la différenciation interfére avec 1’apparition des
marqueurs tardifs de la différenciation et avec I’apparition du phénotype adipocytaire
(Sztalryd er al, 1995), démontrant I'importance d’une régulation transcriptionnelle

adéquate de la LHS durant la différenciation cellulaire.

1.6 Régulation transcriptionnelle

La régulation transcriptionnelle se fait par I’intermédiaire de facteurs de transcription se
fixant 2 des séquences de la région promotrice. Ainsi il est possible de coordonner la
régulation de plusieurs génes dans une ou plusieurs voies métaboliques. Plusieurs de ces
facteurs de transcription sont généraux (non spécifiques a une voie métabolique) et
exprimés dans plusieurs types cellulaires. Par contre, certains facteurs montrent une
spécificité trés grande pour une fonction métabolique particuliére et sont exprimés dans

certains types cellulaires et/ou lors de périodes précises.

Les changements dramatiques du phénotype cellulaire qui accompagnent la différenciation
des préadipocytes résultent en grande partie d’une activation transcriptionnelle coordonnée

de geénes spécifiques a [I’adipocyte mature et a Dinhibition de certains genes
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préadipocytaires. Les adipocytes acquiérent alors tous les enzymes et les protéines
accessoires nécessaires pour accomplir et réguler les voies lipogénique et lipolytique.
Plusieurs facteurs transcriptionnels contrélent I’engagement et le maintien de la
différenciation terminale des adipocytes. Trois familles ont été identifiées jusqu’a
maintenant (revue : MacDougald et Lane, 1995). Les activateurs de la transcription comme
C/EBP (CCAAT enhancer binding protein) et les PPARs (peroxisome proliferator activated
receptors) jouent un role majeur dans ces processus. La troisiéme famille, constituée de

protéines & motif bHLH, semble avoir un role plus limité.

C/EBPo. est exprimé avant [’activation de la transcription de nombreux génes
adipocytaires. Sous forme de dimeéres, il lie des motifs ‘CICAAT retrouvés dans le
promoteur de génes spécifiques des adipocytes (Mason ef al., 1998; Christy et al., 1989;
Kaestner ef al, 1990 et Hwang et al, 1996). C/EBPa est suffisant pour amorcer la
différenciation des préadipocytes (Lin et Lane, 1994) et aurait un effet antimitotique qui
causerait I’arrét de I’expansion clonale en amenant I’expression de protéines inhibitrices de
la prolifération (p21/WAF1 et GADDA45). En assurant sa propre transactivation, C/EBPo

maintiendrait 1’état de différenciation compléte.

Les PPARs font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires de type stéroidien. Ils
sont activés par les acides gras (Gottlicher ef al, 1992 et Isseman ef al, 1993) et les
proliférateurs de peroxisomes (Isseman ef al, 1993, Isseman et al, 1990) et se lient a
I’ADN sur des séquences PPRE (peroxisome proliferator responsive element) retrouves
dans de nombreux génes spécifiques 4 la différenciation adipocytaire sous forme de
diméres avec les récepteurs de I’acide 9-cis rétinoique (RXR) (Tontonoz et al, 1994). Ils
ont aussi un role antimitotique (Altiok et al, 1997). Seule I'expression du sous type

PPARY2 est spécifique au tissu adipeux (Graves ef al., 1992).

Un des régulateurs principaux des génes sensibles aux états nutritionnels et a I'insuline est
le facteur de transcription de la famille des bHLH, ADDI/SREBP-1 (adipocyte
determination and differenciation factor-1 | steroid responsive element binding protein-1

Kim et al., 1998). Il régule I’expression de plusieurs génes-clé du métabolisme des acides
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gras et des triglycérides (Kim et al, 1996) via deux séquences différentes d’ADN, un
élément de réponse aux stéroides (SRE) et une boite E (E box) (Kim ef al, 1995).
L’expression d’ADD1/SREBP-1 est augmentée lors de la différenciation adipocytaire
indiquant une participation probable d’ADD1/SREBP-1 dans la différenciation (Tontonoz
et al., 1993 et Kim et al., 1995).

L’insuline et I’AMPc influencent la transcription de génes du métabolisme énergétique lors
de la différenciation cellulaire ou lors de variations métaboliques. Des sites de réponse a
’insuline (IRE, insulin responsive element) se retrouvent dans le promoteur de génes tels la
synthase des acides gras (Roderk et al., 1997), le récepteur de la thyrotropine (Shimura et
al., 1994) et IGFBP-1 (insulin-like growth factor binding prbtein-l, Suwanickul et al.,
1993). L’AMPc coordonne quant a lui divers processus métaboliques comme I’hydrolyse
du glycogene et la synthése d’enzymes spécifiques exprimés dans des tissus sensibles aux
hormones. L’effet des CRE (cAMP responsive element) ne dépend pas de leur position ni

de leur orientation (enhancers). (Roester et al., 1988).

D’autres facteurs de transcription modulent le métabolisme du cholestérol vers la synthése
des hormones stéroidiennes et sont impliqués dans la différenciation gonadique. Le
récepteur nucléaire orphelin stéroidogénique-1 (SF-1) est impliqué a plusieurs niveaux dans
les organes de ’axe hypothalamique-épiphysaire-organes stéroidogéniques. Il est essentiel
4 la transcription du géne StAR (steroidogenic acute regulatory protein), impliqué dans les
premiéres étapes de la biosynthése des hormones stéroidiennes et dans plusieurs genes
requis pour la biosynthése des corticostéroides tels I’enzyme clivant les chaines latérales du

cholestérol (SCC), les hydroxylases des 21-et 11B—stéroides (Liu et al., 1997).

Certains facteurs de transcription généraux pourraient jouer un role dans la différenciation
adipocytaire. Le facteur nucléairel (NF1) est essentiel a I’expression du géne de la SCD1
durant la différenciation des préadipocytes (Singh ef al., 1998). Le géne de la LPL est lié
par le facteur nucléaire Y (NF-Y) qui est nécessaire a sa transcription lors de la

différenciation de I’adipocyte (Currie et Eckel, 1992).
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Finalement, certains éléments de liaison sont retrouvés dans plusieurs génes du
métabolisme des acides gras mais leur role n'a pas encore été clairement établi. L’élément
spécifique aux acides gras 2 (FSE2) est retrouvé dans le promoteur des geénes de I’adipsin
(Wilkison et al., 1990) et aP2 (Hunt et al, 1986), et est lié par un complexe de
nucléoprotéines incluant c-fos (Distel ef al, 1987). L'élément de régulation négative des
préadipocytes (PRE) est retrouvé dans le géne de la SDC2, de I’adipsine et aP2 et son effet
diminue durant le processus de différenciation (Swick et Lane, 1992). Finalement, des
¢éléments de réponse adipocytaires (ARE) sont retrouvés a plusieurs copies dans le géne de

l'adipsine (Min et Spiegelman, 1986).

1.7 Etude transcriptionnelle et Modéles transgéniques

L’obésité est le important facteur de risque impliqué dans les morbidités du diabéte, de
I’hypertension et des maladies cardiaques, dont ’incidence augmente avec l’indexe de
masse corporelle. A cause de son rble-clé dans le métabolisme des lipides, la LHS est un
géne candidat pour I’obésité et I’hypertriglycéridémie ainsi qu’aux pathologies qui leur
sont reliées. Aussi, & cause de son action sur les esters de cholestérol et de sa présence dans
les macrophages, elle pourrait avoir un rdle prépondérant dans les processus menant a
l'athérosclérose. Bien qu’aucune mutation n’ait été rapportée jusqu’a ce jour dans le géne
de la LHS, ceci n’élimine pas une participation directe ou indirecte de la LHS dans les
perturbations du métabolisme lipidique. La diversité des phénotypes d’obésité et de leurs
causes suggérent qu’il existe des circuits paralléles avec des voies redondantes régulant la
balance énergétique. La compréhension des mécanismes de régulation de la LHS
permettront siirement de mieux connaitre le contrdle global du métabolisme énergétique et
I’importance relative de la LHS dans celui-ci. L’étude de la régulation transcriptionnelle a
été peu exploitée jusqu’a maintenant. Une meilleure connaissance des effecteurs et
modulateurs de la régulation transcriptionnelle est nécessaire a la compréhension des
variations dans la quantité de transcrits menant a une variation de la capacité lipolytique
lors de différentes situations physiologiques et pathologiques et pourra éventuellement

aider a la compréhension des causes précises de celles-ci.
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L'utilisation de modéles transgéniques impliquant des génes du métabolisme énergétique
comporte plusieurs avantages. Ils permettent de faire des progrés considérables dans la
compréhension des mécanismes réglant 'homéostasie énergétique. Plusieurs modéles
transgéniques ou mutants ponctuels existent déja. Ils sont répertoriés dans les tableaux I et
II. Les souris ob/ob et db/db possédant une mutation dans le géne de la leptine ou dans son
récepteur, respectivement, montrent un déséquilibre énergétique menant a une obésité
marquée. L’étude de ces modéles a révélé une voie métabolique peu connue impliquée dans
le mécanisme de la satiété. Les souris Agouti sont des souris génétiquement obéses dont le
géne muté, Agouti, est un puissant antagoniste du récepteur mélanocortinergique MC4-R.
Un rdle dans 1'équilibre énergétique n'avait jamais été suggéré pour la mélanocortine. Les
souris fat-fat montrent aussi une tendance a l'obésité. Elles oht-une mutation dans le géne
de la carboxypeptidase E, ce qui suggére aussi un role pour la maturation des protéines. Ces
modéles soulévent entre autre la question de l'influence du patrimoine génétique sur
l'expression du phénotype. Plusieurs groupes de chercheurs ont généré des souris
transgéniques, en surexprimant ou en invalidant un geéne impliqué dans le métabolisme
énergétique. Chacune d'entre-elles a permis de connaitre une facette supplémentaire du

métabolisme énergétique.

La création de souris transgéniques surexpimant la LHS humaine dans le tissu adipeux a
pour objectif de déterminer I’effet de la surexpression de la LHS sur les réserves adipeuses
et sur le métabolisme énergétique entier. Selon Kacser H et Burns JA (1973),
I’augmentation et la détermination de la quantité d’un enzyme donné dans une voie
métabolique permettent d’avoir une bonne idée de la sensibilité¢ du flux 4 un changement
dans la concentration de I’enzyme. Ces observations sont d’autant plus valables si elles sont
recueillies dans un contexte métabolique, in vivo. Théoriquement, I’augmentation de la
quantité de la LHS devrait avoir une incidence considérable sur le reste de la voie
métabolique car elle catalyse une étape subissant un contrdle considérable, c’est-a-dire

qu’elle influence de fagon importante la vitesse de la voie métabolique enticre.

L’expression la LHS humaine seulement dans les adipocytes, tel que dans le modéle de

souris étudié dans ce mémoire, permet d'éliminer des interférences potentielles avec le
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Tableau I. Obésités monogéniques chez les rongeurs et chez I'hnomme

Protéine mutation espéce Anomalie
Agouti A, A” SOUriS (Bultman SJ et af, 1992) Antagonisme du récepteur
mélanocortinergique MC4-R

Leptine ob SOUIS (Zhang Y ef ar., 1994)

ob? SOUIS (Moon BC et al., 1997) Absence de leptine

- homme (Montague CT et at, 1997)

homme (strobet A ot al,, 1998)

Récepteur db SOUTS (Chen H et al. 1996) Absence de transmission
dela db® SOUNS (Lee GH ot at., 1997) signal leptinique
leptine fa rat (Philips M et al., 1996)

carboxypeptidase E

proconvertase 1

proopiomélanocortine

tub

fa/fa® rat gee GH et ar, 1996)
= homme (ciement K ot at., 1998)

fat SOUTS (Naggert JK ot at., 1935)

Défaut de maturation de

3 homme (acksonRs etar, 1997)  propeptides et de prohormones

homme rde H et a1, 1998)

Absence de peptides dérivés
de la proopiomélanocortine

tubby SOUFIS (Noben-Trauch K et al., 1995) 7

Tableau reproduit & partir de l'article de Michéle Guerre-Millo, 1998

Tableau Il. Liste sommaire des modéles trabsgéniques impliquant des génes

du métabolisme des triglycérides

Protéine Modéle Phénotype

LPL surexpression Augmentation des la synthése endogéne
(Shimada M e &l 19958 et b) d'acides gras dans le tissu adipeux
invalidation Mortalité périnatale augmentée probablement
(A w i 2ee), due a une déplétion d'acides gras essentiels

PPARg, invalidation Dyslipidémie progressive et obésité
020,30 oML, 8900 sexuellement dimorphique

Récepteur surexpression Résistance partielle & I'obésité et apparition

adrénergique By (SeloveraVeral. 1997) d'adipocytes bruns dans la population blanche

Recepteur invalidation Augmentation modeste des réserves de gras

adrénergique pa ~ CUeveereh 199 Expression de B+ augmentée

C/EBP g, invalidation Défaut dans la maturation des tissus adipeux
SN a v blanc et brun dans la période périnatale

C/EBPpet § invalidation Defaut dans la différenciation adipocytaire
(Tanaka T et al., 1897)

Métallothionéine  invalidation Obésité modérée
(Beattle JH ot al., 1998)

SREBP-1 invalidation dondance avec SREBP-2 et expression des
(RhmaraTYacal66n) enzymes lipogéniques inchangée

GLUT4 surexpression Augmentation du métabolisme du glucose et

récepteur de l'insuline
sur les adipocytes

(Shepherd PR et af., 1993)

effet préférentiel sur la synthése des acides
gras et diminution de l'activité de la LPL
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métabolisme du cholestérol et d’autres voies métaboliques ot la LHS entre en jeu.
L’influence de la LHS adipocytaire seule peut alors étre explorée. Plusieurs études
d'expression in vitro de la LHS montrent des résultats contradictoires. Il est difficile de
reproduire in vitro tout le contexte métabolique dans lequel I’enzyme agit. C’est pourquoi
un autre avantage dans la surexpression de la LHS humaine dans le tissu adipeux de souris

est de pouvoir I'étudier dans son contexte physiologique .

* * *

Le premier objectif des travaux rapportés ici est 1’étude de la région 5’ du geéne de la LHS
de souris pour déterminer sa structure génomique et permettre d’identifier des facteurs

putatifs pouvant influencer sa transcription.

L’objectif de la deuxiéme partie de ces travaux est la caractérisation des souris
transgéniques surexpimant la LHS humaine. Il me semble important a ce stade de situer ma
participation & P’intérieur du projet global de caractérisation de souris transgéniques. Mon
arrivée dans le laboratoire a coincidé avec l’initiation de la caractérisation des souris
surexprimant la LHS humaine dans le tissu adipeux. J’ai participé activement & la
préparation des animaux (croisements) en vue des expériences définitives et ai fait la
plupart des prélévements requis. Ma principale responsabilité a été la mise au point d’une
technique permettant 1’étude quantitative des ARNm transgénique et endogene de la LHS,
mais j’ai aussi participé a I’élaboration d’une technique de mesure de Iactivité
enzymatique totale de la LHS dans le tissu adipeux de ces souris, a ’analyse de plusieurs
paramétres biochimiques sanguins et & l'entretien des lignées de souris. Les expériences de

lipolyse et de mesure de la leptine ont été effectuées par des coéquipiers.



Chapitre 2 — Matériels et méthodes

2.1 Plasmides, bactéries, enzymes et produits chimiques

Les expériences de clonage ont été effectuées avec le plasmide pBluescript Il KS +/- (pBS,
Stratagene) ou avec le plasmide pCR2.1 (TA cloning, Invitrogen), qui contiennent le
marqueur de résistance & I’ampicilline, dans les bactéries alpha DH5 (Gibco-BRL) et
TOP10F° (Invitrogen), respectivement. Les préparations d’ADN de vecteurs ont été

réalisées avec la trousse midipreps de Qiagen.

Les séquences ont été obtenues grace a la trousse de séquengage d’ Amersham utilisant les
didéoxynucléotides (ddNTP), la séquenase T7 modifie et le **S-dATP ou avec la
thermosequénase et des **P-ddNTP (Amersham). La Taq polymérase, les ARN
polymérases T3 et T7, ’ADN ligase T4, la réverse transcriptase Superscript et les
endonucléases de restriction proviennent de Gibco-BRL (sauf BstNI et Eag I de NEB). Les
NTP, les dNTP, le RNasin et la DNase RQ proviennent de Pharmacia, les RNases A et T1,
de Roche. Les produits radioactifs (o-?P-CTP, *S-dATP, a-*P-GTP et “C-cholestérol
oléate) proviennent d’ Amersham. Tous les oligonucléotides utilisés lors de ces expériences
sont répertoriés dans le tableau III. Pour des raisons pratiqups, le premier nucléotide

correspondant au site d’amorgage de la traduction est considéré comme le nucléotide 1.

2.2 Analyse de la région 5’ de ’ARNm de la LHS de souris

2.2.1 Purification de ’ARN total

L’ARN total a été isolé a partir de tissu adipeux congelé de souris en adaptant la méthode
décrite par Chomczinsky et Sacchi (1987). Environ 1 g (ou moins) de tissu adipeux a été
homogénéisé a la température de la piéce dans 5 ml d’un tampon dénaturant contenant de
I’isothiocyanate de guanidinium, 4 M; du citrate de sodium (pH 7,0), 25 mM; du N-
laurylsarcosine de sodium, 0,5% et du 2-mercaptoéthanol, 100 mM. Les homogénats ont

€té extraits deux fois avec un volume de chloroforme pour éliminer les matiéres huileuses,
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suivie de centrifugations de 10 min a 3000 g a 4°C. Par la suite, 0,5 ml d’acétate de sodium
(pH 4,0), 2 M; 5 ml de phénol-H,O; et 1.5 ml de chloroforme-alcool isoamylique (49:1, v :
v) ont été ajoutés. Les mélanges ont été agités vigoureusement pendant 10 sec et refroidis
sur glace pendant 15 min avant d’étre centrifugés a 13 000 g pendant 20 min a 4°C. Les
phases aqueuses (supérieures) ont été purifiées par précipitation avec 5 ml d’isopropanol, a
—20°C pendant plus d’une heure, et centrifugées 4 10 000 g, 20 min a 4°C. Les culots
d’ARN ont été resuspendus dans 0,3 ml de tampon dénaturant et précipités de nouveau
pendant une heure avec un volume d’isopropanol avant d’étre recueillis par une
centrifugation de 10 min avec une centrifugeuse de table, 4 4°C, lavés avec de 1’éthanol 70
% et séchés a I’air. L’ ARN a été resuspendu dans de I’eau traitée au diéthylpyrocarbonate
et dosé par spectrophotométrie. L’ ARN poly A+ a été obtenﬁ avec la trousse Fast Track

d’Invitrogen a partir de I’ARN total.

L’ARN des autres tissus a été obtenu par gradient de chlorure de césium (5,7 M) par une
ultracentrifugation de 24 heures. Les culots ont subi une séries de purifications. D’abord
resuspendus dans 300 pl de solution dénaturante et précipités avec de I’éthanol, ils ont
ensuite ét¢ mélangés a 300 pl de guanidine-HCI (pH 7,0), 7,5 M; citrate de sodium 25 mM;
DTT, 5 mM et précipités de nouveau dans 5 ml d’éthanol/NaCl. Le culot d’ARN a été
dissous dans 3ml de N-laurylsarcosine et extrait deux fois avec du phénol : chloroforme (1 :
1, v : v), deux fois avec du chloroforme : alcool isoamylique (24 : 1, v : v) et précipités.
Finalement, les culots ont été resuspendus dans 100 pl de TE pH 7,5 et dosés par

spectrophotométrie.

2.2.2 Analyse Northern

L’ ARN total lyophilisé (10 ng) a été resuspendu dans 4,4 pl d’eau et mélangés a 15,6 pl
d’une solution contenant du formamide désionisé, 50 % ; formaldéhyde, 6,7 %; tampon de
migration, 1X. Le tampon de migration est constitué de MOPS (pH 7,0), 0,4 M, acétate de
sodium (pH 5,2), 0,1 M; et EDTA (pH 7,2), 10 mM. Les échantillons ont été chauffés
pendant 15 min & 55°C et séparés sur gel d’agarose 1%, contenant 4,4 % de formaldéhyde,
pendant 2 heures. Les échantillons ont été transférés par capilarité sur une membrane de

nitrocellulose durant 48 heures (Sambrook ef al., 1989) et fixés a celle-ci en les chauffant &
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80°C pendant 3 heures. Les membranes ont été préhybridées pendant plus de 4 heures avec
une solution de formamide, 50 %; tampon SSPE, 5 X; solution de Denhardt, 5 X; sulfate de
dextran, 10 %; et ADN de sperme de saumon, 200 pg/ml. Une sonde a été générée & partir
d’un fragment de restriction produit par une digestion avec Xba I et Eag I d’un plasmide
contenant I’exon 1 du géne de la LHS (nucléotides —261 a +495) par marquage alléatoire
avec du a-P*2CTP (Pharmacia, Feinberg et Vogelstein, 1984). La sonde a été ajoutée a la
solution de préhybridation pour une concentration totale d’au moins 1x10° cpm/ml.
L’hybridation a duré 16 heures a 42°C et s’est terminée par des lavages successifs de 15
min avec une solution de SDS 0,1 % et SSC 0,1X : deux a la température de la piéce et un a

50°C. La membrane a été soumise a une autoradiographie.

2.2.3 Amplification rapide de 'extrémité S’ de PARNm (RACE-PCR) de

la LHS murine

Une premiére réaction de S’RACE-PCR a été effectuée avec la trousse AmpliFINDER
(Clontech) selon les recommandations du manufacturier. Brievement, un fragment d’ADNc
simple brin correspondant a 'extrémité 5’ de I’ARNm de la LHS de souris a été synthétisé
en utilisant I’amorce LIPM37 (hybridant les nt +98 a +123) et 2 ug d’ARN total
adipocytaire de souris C57B/6J. Aprés 30 min & 52°C, le gabarit d’ARN a été hydrolysé et
I’ ADNc simple brin purifié (Geno-Bind, Clontech). Un adapteur (AA), a été relié a I’ADNc
simple brin par ’ARN ligase T4. L’ADNc résultant a été amplifié en utilisant les
oligonucléotides LIPM38 (nt +55 & +63 plus une extension avec le site de restriction
BamH]I) et AFP (complémentaire & AA et contenant un site EcoRI). Aprés une dénaturation
4 95°C pour 6 min, une amplification a été réalisée durant 35 cycles comme suit: 94°C, 45
sec; 60°C, 45 sec; et 72°C, 2 min. Les amplicons ont été digérés avec EcoRI et BamHI,

clonés dans pBS et séquencés.

Une deuxiéme réaction de RACE-PCR a été exécutée avec la trousse Marathon (Clontech).
Cette fois, la transcription de I'ADNCc a été effectuée avec 2 pg d’ARN poly A" et 'amorce
LIPM37. La synthése du deuxiéme brin a été exécutée par la DNA polymérase I, la DNA
ligase et la RNase H en plus de la T4 DNA polymérase. L’ ADNc double brin a été purifié
par extraction-précipitation et lié & un adapteur (AM) en employant I’ADN ligase T4.
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L’amplification de I’ADNc a été réalisée avec I’amorce AP1 (complémentaire a AM) et
LIPM38 selon les conditions suivantes : 95°C, 30 sec; 60°C, 30 sec; 72°C, 1 min; pour 30
cycles. Une amorce nichée (AP2) a été utilisée pour une seconde amplification avec
LIPM38 pour augmenter la spécificité et la quantité des amplicons qui ont été clonés dans
pCR2.1 et séquencés. Un total de 50 clones spécifiques au geéne de la LHS ont été analysés,

31 de la premiére amplification (AmpliFINDER) et 19 de la deuxiéme (Marathon).

2.2.4 Acquisition de la région 5’ du géne de la LHS

Le clonage de la région 5’ du géne de la LHS s’est effectué en 3 étapes successives. La
premiére, en utilisant l'extrémité d'un clone A contenant le géne de la LHS (exons 1 4 9), la
deuxiéme, par amplification et la troisiéme, par criblage d’une banque d’ADN génomique
de souris incluse dans des chromosomes artificiels de bactéries (Bacterial Artificial
Chromosome : BACs). Le géne de la LHS de souris a été préalablement cloné dans notre
laboratoire (Sztrolovics et al., 1997) en criblant une banque d’ADN génomique de souris
Sv 129 contenue dans des phages A DASH II/BamHI (Clontech).

2.2.4.1 Clonage des nt —6297 a —3301 : clone pS’LIPM-3.0 (figure Sa)

Une bande spécifique de 3,2 kb a été obtenue aprés une amplification avec 120 ng du phage
A, ’amorce antisens LIPM29 (spécifique a I’extrémité connue du géne LHS : nt -3184 4 —
3167), et ’'amorce T7. Les conditions ont été les suivantes : 95°C, 30 sec; 52°C, 30 sec; and
72°C, 1 min, pour 30 cycles. Ce fragment a été digéré avec EcoRI (site situé dans le vecteur
A DASH II/BamHI ) et BamHI (en amont de LIPM29). Le fragment résultant de 3,0 kb a
été purifié sur gel et cloné dans pBS.

2.2.4.2 Clonage des nt -6925 a -6204 : clone pS’LIPM-0.722 (figure Sb)

L’amorce LIPM39 a été choisie en accord avec la séquence des clones S’RACE. Avec
Pamorce LIPM43 (extrémité 5° de pS’LIPM-3.0: nt —6224 a —6204), il amplifie un
fragment de 750 pb a partir de I’ADN génomique de souris C57B/6J dans les conditions
suivantes : 95°C, 45 sec; 58°C, 45 sec; and 72°C, 2 min, pour 30 cycles. L’amplicon a été

cloné dans pCR2.1 et séquencé.
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Figure 5. Stratégies employées lors des différents clonages de la région 5'
du géne de la lipase hormono-sensible murine. B=BamHI, E=EcoRlI
=Xbal. Les fléeches ouvertes representent les amorces nucléotidiques
utilisées lors des amplifications (pour séquence, voir tableau Ili).
A) Nucléotides -6297 & -3301 (voir section 2.2.4.1)
B) Nucléotides -6925 a -6204 (voir section 2.2.4.2)
C) Nucléotides -8215 a -6905 (voir section 2.2.4.3)
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2.2.4.3 Clonage des nt -8215 2 —6905 : clone pS’LIPM-5.0 (figure Sc)

L’amplicon de 750 pb générée par les amorces LIPM39 et LIPMA43 a été employée pour
cribler une banque de BAC. Cette banque de BAC a été créée a partir de 'ADN génomique
de souris 129 Sv (CITB CJ7B, Birren B., non publi¢) dans des vecteurs pBeloBACII
(Research Genetics). Les réactions d’amplification ont été accomplies pendant 40 cycles :
identifié. L’ADN a été isolé a I'aide de la trousse de midipreparations de plasmides
(Qiagen) en doublant les quantités de tampons de resuspension, de lyse et de neutralisation,
puis élué avec le tampon préchauffé a 65°C. Le clone BAC a été digéré avec plusieurs
enzymes de restriction individuellement. Les fragments obtenus ont €té séparés sur gel
d’agarose 0,8%, puis transférés par capillarité sur une membrane de nitocellulose
(Sambrook ez al., 1989). Pour détecter les fragments correspdndant a la région 5’ du géne
de la LHS, une sonde d’ADN a été produite a partir du clone pS’LIPM-0.722 digéré avec
EcoRI Ce fragment a été purifié sur gel d’agarose 1,5% et a été marqué au a—P**dCTP
(Feinberg et Vogelstein, 1984). Les membranes ont été préhybridées pendant 30 min & 65
°C avec une solution de phosphate 50 mM; SSC, 4X; Denhart’s, 5X; ADN de sperme de
saumon, 100 pg/ml; pyrophosphate de potassium, 0,025 %; SDS, 0,025 %, sulfate de
dextran, 10 %. La sonde (~1x10° cpm/ml) a été ajoutée a la solution pour une incubation de
16 heures a 65 °C. Les membranes ont été lavées avec du SSC 2X/SDS 0,05 %, 30 min &
65 °C, du SSC 1X/SDS 0,05 % et du SSC 0,5X/SDS 0,05 %. Un segment de 11 kb produit
par la digestion avec Xbal et s’hybridant avec la sonde a été purifié sur gel et digéré avec
BamHI. Ceci a généré un trongon de 5,0 kb qui a été cloné dans pBS. Une région de 1,1 kb

adjacente a I’exon A a été séquencé.

2.2.5 Analyse de la région promotrice

Pour I’analyse initiale de la séquence du promoteur A et du promoteur C (voir résultats),
des logiciels suivants utilisant la banque de données TRANSFAC (Heinemeyer et al. 1998)
ont éte utilisés :

-TFsearch (Transcription Factor Search, Akiyama, 1995) :

http://pdap1 .trc.rwep.or jp/research/db/TESEARCH. html,

-TESS (Transcription Element Search Software, Shug and Overton, 1997).

http://agave humgen.upenn.edu/tess/index.html et
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-Matlnspector (Quandt ez al., 1995) :

http://www.gsf.de/cgi-bin/matsearch.pl.

2.2.6 Protection aux RNases A et T1

2.2.6.1 Principe général (figure 6)

La RNase A hydrolyse spécifiquement I’ARN en 3’ des pyrimidines (cytosine et
uracyl), tandis que la RNase T1 hydrolyse en 3’ des résidus guanine. Pour quantifier un
transcrit particulier, il s’agit de produire un fragment de séquence complémentaire (sonde
antisens) et d’en mettre un excés en présence du transcrit. Ceux-ci s’hybrideront de fagon
spécifique et seront protégés d’une digestion par les RNase A et T1 tandis que tous les
ARN qui ne sont pas hybridés, y compris I’excés de sonde antisens, seront dégradés. Le
marquage radioactif permet de visualiser les fragments protégés sur un gel de
polyacrylamide. On se sert de plasmides qui contiennent une région spécifique a I’ ARNm
d’intérét pour produire les sondes d’ARN antisens qui sont transcrites & partir des sites
d’amorgage des ARN polymérases situés de part et d’autre des inserts (les vecteurs doivent
étre linéarisés pour permettre I’arrét de la transcription). Les sondes contiennent par
conséquent une région plus ou moins longue correspondant au vecteur (du site d’amorgage
au site de restriction ayant servi lors du clonage). Les sondes d’ARN ont alors une région
qui ne s’hybridera pas au messager. Ceci permet de distinguer la sonde non-digérée (plus

longue) du fragment protégé (plus court) sur le gel de polyacrylamide.

2.2.6.2 Construction des vecteurs pExon C et pExon 1 (figure 7)

Vecteur pExon-C : La sonde contenant la séquence de I’exon C a été produite directement

par transcription in vitro avec I’ARN polymérase T7 a partir du clone ’RACE p5’LIPM-
C5 linéarisée avec EcoRlI, ce qui génére une sonde de 163 nt qui contient 113 nt spécifiques
a4 PARNm de la LHS (les autres correspondent au vecteur). Ces 114 nt incluent 93 nt
complémentaires 4 I’exon 1, en aval du site d’épissage accepteur et 21 nt complémentaires

a Pextrémité 3° de I’exon C (voir résultats).

Vecteur pExon-1 : Pour ’exon 1, le produit du 5’RACE-PCR inclu dans le clone pCr2.1-

5°’LIPM-D19 a été transféré dans pBS. L’orientation de I'insert a été vérifiée par
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Figure 6. Schéma représentant les différentes étapes de la méthode
de protection aux RNases telles que décrites dans la
section 2.2.6.3.
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<«T7  Sonde antisens
(T7-EcoRl) : 163 pb

Fragment protégé
(EcoRI-BamHl) : 113 pb

ATG

-41
EcoRI

<T7  gonde antisens
(T7-Hindlll) : 246 pb

Fragment protégé
(EcoRI-BamHl) : 115 pb

Figure 7. Vecteurs pC5 et pD19 employés lors de la transcription in vitro
dans I'étude de la région 5' du géne de la lipase hormono-sensible
de souris. Les rectangles blancs représentent les régions de l'insert
correspondant aux régions non-traduites spécifiques aux différents types de
transcrits de la LHS (avec exon 1 ou C). En gris, la région codante plus 20 nt
de la région non-traduite communes a tous les types de transcrits. Les sites de
restriction utilisés sont notés de part et d'autre des inserts. Au-dessus des
vesteurs sont représentés les brins d'ADN résultants des la transcription in vitro
initiée par la T7 ARN polymérase et les segments protégés lors de la digestion
avec les RNases.La taille des différents segments est indiquée a coté des
différentes constructions et la correspondance nucléotidique a I'ADN
génomique est montrée de chaque coté de l'insert. La description de la
construction de ces vecteurs est rapportée dans la section 2.2.6.1.
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séquengage. La transcription in vifro employant I’ARN polymérase T7 de ce clone
(linéarisé avec HindIIl) a généré une sonde de 246 nt contenant 119 nt spécifiques aux

résidus génomiques —45 a +73 (dans I’exon 1).

2.2.6.3 Expérience de protection aux RNases :

Transcription in vifro : Les sondes ont été transcrites dans un volume final de 20 pul
contenant 15 a 20 U de ARN polymérase; DTT, 5 mM; RNasin, 20 unités; ATP, 5SmM ;
CTP, SmM ; UTP, 5mM; GTP non-marqué, 12 uM et 1-2 pg de vecteur linéarisé. Pour les

sondes, du o—>*P-GTP (3000 Ci/mmol) a été utilisé pour une concentration totale de GTP
de 12,8 pM. La transcription d’ARN sens non-radioactifs (utilisés dans une section
suivante) a été effectuée de la méme fagon sauf qu’un meélange de NTP contenant de
I’ATP, du CTP, de ’'UTP et du GTP en concentrations égales (5 mM) a été employé et
aucun o—2P-GTP n’a été ajouté. Contrairement au autres sondes, la sonde P actine (utilisée
plus loin) a été synthétisée avec une concentration de GTP de 6,4 pM.

Elimination du gabarit : Une fois la transcription terminée, 2 U de DNase RQl

(Promega) ont été ajoutés au mélange et incubé a 37 °C pendant 15 min.

Extractions et purifications : Le volume des échantillons a été ajusté & 100 pl avec

du TE pH 7,3 et les échantillons ont été extraits avec une solution de phénol : chloroforme
(1:1, v :v) et avec du chloroforme-alcool isoamylique (19:1, v :v). 10 pug d’ARNt de levure
ont été ajoutés (pour les sondes mais pas pour les ARN sens non-radioactifs) pour assurer
une concentration d’ ARN suffisante. Les culots ont été resuspendus dans 200 pl de tampon
d’hybridation (formamide désionisé, 80%; EDTA, 1 mM, acide piperazine-N,N’-bis
éthane—sulfonique (pH 6,4), 40 mM; NaCl, 0,4 M). La qualité des sondes et des brins sens
a été vérifiée par électrophorése sur gel de polyacrylamide. La concentration des ARN sens
non-radioactifs a été mesurée par spectrophotométrie.

Hybridation en solution : Pour chaque échantillon, 20 d”’ARN isolé & partir de tissu

adipeux des souris et 10 pg d’ARNt de levure ont été séchés sous vide et resuspendus dans
30 pl de tampon d’hybridation contenant plus de 50 000 cpm de sonde(s). Les mélanges

ont été dénaturés pendant 5 min & 85 °C et incubés a 50 °C pendant 16 heures.
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Digestions avec les RNases A et T1 : 300 ul de tampon de digestion contenant 100
pg/ml de la RNase A (Sigma); 1000 U de la RNase T1; Tris-Cl (pH 7,5), 10 mM; EDTA
(pH 7,5), 5 mM; et NaCl, 0,3 M ont été ajoutés aux mélanges d’hybridation et incubés une

heure a la température de la pi¢ce. La digestion a été arrétée en ajoutant du SDS & une
concentration finale de 0,5% et 100 ug de la protéinase K durant 30 min & 37°C.

Extractions et précipitations: 10 pg d’ARNt de levure ont été ajoutés aux

échantillons qui ont ensuite été soumis & une extraction au phénol-chloroforme (1 :1) et &
une extraction avec du chloroforme-alcool isoamylique (24 :1) avant d’étre purifiés par des
précipitations & I’éthanol. Les culots ont été resuspendus dans 6 pl de tampon de
chargement (formamide désionisé, 95%; EDTA, 20 mM; bleu de bromophénol, 0,05%;
xyléne cyanol, 0,05%) et dénaturés & 85°C pendant 5 min.

Résolution sur gel de polyacrylamide : Les échantillons ont été chargés sur un gel
de polyacrylamide 6 %,; urée, 8 M; Tris-Cl, 89 mM; borate, 89 mM; EDTA, 2,5 mM.

L’électrophorése a duré 45 min & 60 watts. Un standard de poids moléculaire (100 kb,

Gibco-BRL) a été marqué a une extrémité avec du *°P (end-labeling, Gibco-BRL) et celui-
ci a été déposé a cOté des échantillons pour permettre une estimation plus précise de la
taille des bandes observées. Les valeurs de taille ont été déterminées par régression linéaire.

Quantification des signaux : Le gel a été exposé sur un écran fluorescent et balayé avec un

PhosphorImager (Molecular Dynamics), en utilisant un logiciel QuaNT (Molecular

Dynamics) pour analyser I'intensité des bandes individuelles.

2.2.7 RT-PCR de I’exon A

La transcription réverse a été effectuée avec 4 pg d’ARN total du tissu adipeux, 25 pmol
d’amorce LIPM37 et la transcriptase réverse Superscript (Rensch et al., 1996). Aprés 10
min d’hybridation & la température de la piéce et une extension de 30 min & 42°C, les
produits ont été amplifiés avec 10 pmol des amorces LIPM39 (hybridant ’exon A) et
LIPM38 (dans I’exon 1). L’amplification s’est déroulée pendant 45 cycles : 94°C, 30 sec;
56°C, 30 sec; et 72°C, 1 min. Les amplicons ont été séparés sur gel d’agarose 2 %. Pour
confirmer la spécificité et la taille de ’amplification, les produits amplifiés ont éte

séquencés (vois section 2.1).
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2.3 Caractérisation de souris transgéniques surexprimant la LHS

2.3.1 Création des souris transgéniques

2.3.1.1 Vecteurs (travaux effectués par Shupei Wang et Robert Sztrolovics)

Deux vecteurs d’expression dérivés de pBS contenant tous deux I’ADNc de la lipase
hormono-sensible humaine (exons 1 a 9) et un fragment génomique (intron 8) ont servi a
créer les souris transgéniques. L’un des vecteurs contient la séquence sauvage de I’ADNc
de la LHS humaine, tandis que I’autre vecteur posséde un nucléotide modifié (T2289>G)
générant la mutation S554A (la S554 est un site de régulation négative, voir Chapitre 1,
section 4). L’ ADNCc est précédé du promoteur du géne aP2 pour une expression spécifique
aux adipocytes. La séquence codant pour la queue de poly A du virus SV40 a été ajoutée a
la fin de ’ADNc de la LHS pour augmenter la stabilité des transcrits résultants. Les
constructions ont été digérées pour enlever la séquence provenant de pBS avant la

microinjection.

2.3.1.2 Animaux

L’ADN (3 ng) a été microinjecté dans le pronucléus méle d’oocytes fertilisés provenant de
la souche murine mixe B6/CBA (sperme de C57BL/6J et ceuf de CBA, permettant une
fertilisation plus efficace). Ces oocytes ont été implantés dans une souris pseudoenceinte.
Ces travaux ont été effectués par Frank Jirik au Biomedical Research Institute de
Vancouver. Etant donné qu’il existe des différences physiques significatives entre les
lignées pures C57BL/6J et CBA (de 15 a 20 % a 9 semaines, Basso et Russ, 1997), les
transgénes ont di étre transférés sur un fond génétique homogene CS7BL/6J par
croisements successifs. Si on estime a 50 % la proportion du génome correspondant a la
lignée CBA perdue a chaque génération, on peut s’attendre a ce que le génome CBA ne soit
plus que de 1,5 % aprés la 6° génération. Ces croisements ont débuté durant la période de
ma maitrise et sont toujours en cours pour préparer les expériences définitives. Les études
rapportées ici ont été effectuées avec les premiéres générations d’animaux issus de ces

croisements et n’originent pas de lignées pures.
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2.3.1.3 Prélévements sanguins et du tissu adipeux

Les prélévements sanguins ont été effectués par ponction intra-cardiaque aprés anesthésie
au méthophane et les animaux ont été sacrifiés immédiatement aprés (par guillotine). Pour
certaines applications nécessitant la survie des souris, des prélévements par la veine
caudale ou intra-orbitaux ont été pratiqués sans anesthésie au méthophane. Le sang a été
recueilli dans des contenants héparinés. Le plasma a été séparé des cellules sanguines suite
4 une centrifugation de 20 min & 3000 g et conservé a -20°C. Immédiatement aprés avoir
sacrifié les souris, le tissu adipeux périgonadique et les différents ont été prélevés, pesés et

congelés dans I’azote liquide pour étre conservés a —80°C.

2.3.2 Caractérisation génotypique (travaux réalisés par Shupei Wang)

Le nombre de copies du transgéne insérées dans le génome des différentes lignées de souris
issues de la génération F1 a été estimé par Southern blot semi-quantitatif. Un plasmide
contenant I’ADNc entier de la LHS a été digéré avec EcoRI (produisant un fragment de 5
kb) pour produire une courbe standard. Des quantités connues de plasmide ont été diposées
sur un gel d’agarose 0,8 % avec les fragments génomiques de restriction (par EcoR1).

L’ ADNc marqué a servi de sonde (marquage aléatoire, Feinberg et Vogelstein, 1984).

2.3.3 Caractérisation moléculaire
2.3.3.1 Quantification de PARNm de la LHSh de la LHSm par protection aux

RNases A et T1
Le déroulement de I’expérience a été décrit dans la section 2.2.6. Cette fois, 5 pg d’ARN
total provenant des souches de souris transgéniques ont été suffisants pour quantifier les
ARNm de la lipase hormono-sensible humaine (LHSh) et murine (LHSm). De plus, a partir
des mémes vecteurs mais avec les sites d’amorgage d’ARN polymérases orientés dans des
sens opposés, des ARN sens non-radioactifs, complémentaires & chacune des sondes ont été
produits pour élaborer une courbe standard.
e 233.1.1 Vecteur pBS-LHSh (figure 8)
Un fragment de 347 pb correspondant aux nt 1337 a 1668 de ’ADNc de la LHSh a été

amplifié a partir un fragment d’ADNc humain (Langin ef al., 1993) et les amorces LIPH56

contenant une extension avec un site EcoRI et LIPHS57 avec un site Xbal selon les
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Figure 8. Vecteurs pLHSm, pLHSh et ppactine, employés pour la

transcription in vitro lors de la quantification des ARNm de la
lipase hormono-sensible humaine et murine. Les sites de restriction
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utilisés sont notés de part et d'autre des inserts. Au-dessus des vesteurs sont
représentés les brins d'ADN résultants des la transcription in vitro initiée par
la T7 ou la T3 ARN polymérase et les segments protégés lors de la digestion

avec les RNases.La taille des différents segments est indiquée a coté des

différentes constructions et la correspondance nucléotidique a I'ADN génomique
est montrée de chaque coté de l'insert. La description de la construction de ces
vecteurs est rapportée dans la section 2.3.3.1.



55

conditions d’amplification suivantes : 94°C, 30 sec, 58°C, 30 sec et 72°C, 1 min, pour 35
cycles. Les amplicons ont été digérés avec EcoRI et Xbal et purifiés sur gel (QiaexIl,
Qiagen) et clonée dans pBS. Apres la linéarisation du vecteur avec EcoRI, une sonde
d’ARN antisens de 370 nt a pu €tre synthétisée in vitro avec I’ARN polymérase T7. La
sonde inclut 332 nt complémentaires 4 I’ARNm de la LHSh. Avec I’ARN polymérase T3,
le vecteur digéré avec Xbal donne un fragment d’ARN sens de 391 nt avec 332 nt
s’hybridant a la sonde.

e 2.3.3.1.2. Vecteur pBS-LHSm (figure 8)

Selon les mémes conditions, un fragment de 234 pb correspondant aux nt +97 a +315 du
géne de la LHSm a été amplifié a partir d’un clone d’ADN génomique (Sztrolovics ef al.,
1997) avec les amorces LIPM54 (nt +96 a +115, avec un site EcoRI) et LIPMSS (nt +295 a
+314, avec un site Xbal). La sonde antisens de 249 nt a pu étre synthétisée avec le plasmide
linéarisé par EcoRI et I’ARN polymérase T7. Cette sonde est complémentaire aux 219
résidus amplifiés. Un fragment d’ARN sens de 278 nt a été produit avec le vecteur linéarisé
avec Xbal et ’ARN polymérase T3 dont 219 nt sont complémentaires & la sonde.

e 2.3.3.1.3 Vecteur pBS-actine (figure 5)

La sonde d’ARNCc, a été préparée avec un vecteur (pBS) comprenant les 250 pb d’un
fragment de restriction Xbal/Kpnl (correspondant aux nt 582 a 831 de ’ADNc de la
B actine murine, Alfonso S et al., 1986). Suivant une digestion avec BstNI, un fragment
antisens de 214 résidus contenant 203 nt complémentaires aux résidus 629 a 831 a été

synthétisé avec la ARN polymérase T3.

2.3.3.2 Détermination de P’activité enzymatique

Préparation des homogénats : Environ 0,5 g de tissu adipeux (ou moins) a été¢ homogénéisé

avec un Potter, dans 2ml/0,5g de tampon d’homogénéisation (sucrose, 0,25 M; EDTA, 1
mM; Tris-HCL (pH 7,0), 50 mM; et un mélange d’inhibiteurs de protéases (Proteinase
inhibitor cocktail tablets, Roche)). La phase aqueuse contenant les protéines a été recueillie
aprés une ultracentrifigation de 45 min & 100 000 g.

Dosage des protéines : La quantité totale de protéines a été déterminée par la méthode de

Bradford (Sambrook ef al., 1989). La densité optique a 595 nm a été mesurée aprés avoir
ajouté 1 ml de la solution de bleu de Coomassie (méthanol, 50 %; Coomassie brillant blue

R-250, 0,05 % (v /v); acide acétique, 10 %) a 50 pl de notre préparation de protéines. Les
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valeurs sont ensuite comparées a une courbe standard (quantité connues d’albumine de
sérum bovin).

Préparation du substrat : A 3,75 uCi de **C-cholestérol oléate (dont le toluéne a été évaporé

par un léger jet d’air) ont été ajoutés 0,043 mmol de phosphatidylcholine, 0,011 mmol de
cholestéryl oléate froid et 3 ml de tampon de phosphate de potassium (pH 7,0), 100 mM
contenant 5 mM de taurocholate de potassium. Ce mélange a été soumis & une sonication de
40 min a faible vitesse et a été gardé sur glace.

Dosage enzymatique : 20 pl d’homogénats frais ont ét€¢ mélangés a 210 pl de BSA 0,033%;

tampon phosphate (pH 7,0), 100 mM et & 20 pl de substrat et ont été placés a 37°C pendant
1 heure. La réaction a été interrompue par I’ajout de 50 pul de NaOH 2 N et 200 pl d’eau. Le
mélange réactionnel a été extrait avec 6 volumes de chloroforme-méthanol-octane (2,4 : 2 :
1), suivi d’'une centrifugation de 10 minutes a 600 g. La phase supérieure (750 pl) a été
recueillie pour doser les désintégrations par minute en présence de 10 ml de liquide

scintillant (Ecolite). Le calcul de conversion en nmol/mg/min est présenté en annexe.

2.3.4 Caractérisation phénotypique

2.3.4.1 Courbe de poids

Les animaux transgéniques et témoins (non-transgéniques des mémes portées) ont €té pesés
a des intervalles bien définis pour I’élaboration d’une courbe dq poids corporel en fonction
de I’age, a des intervalles fixés & 3 semaines, 6 semaines et a tous les mois de 3 a 6 mois.
Le nombre de souris dont la mesure de poids corporel a été prise a chacun de ces intervalles
sont, dans I’ordre : 21, 20, 20, 19, 17 et 16 pour les souris femelles témoins (FN), 20, 20,
20, 19, 19 et 15 femelles avec le transgéne mutant (FTm) et 14, 13, 13, 13, 8 et 8 femelles
avec le transgéne de type sauvage (FTs). En ce qui concerne les méles, 15, 15, 15, 15, 13 et
13 souris témoins (MN) ont été pesées au cours de ces intervalles, 11, 11, 11, 11, 11 et 9
males avec le transgéne mutant (MTm) et 13, 13, 13, 13, 8 et 8 miles avec le transgeéne de
type sauvage (MTs).

2.3.4.2 Acides gras libres

Pour cette section et les section 2.3.4.3, 2.3.4.4 et 2.3.4.5, le sérum des mémes animaux ont

été employés (20 souris). Le taux d’acides gras non-estérifiés dans le sérum a été déterminé
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a laide de la trousse Nefa C de Wako qui utilise une méthode enzymatique et
colorimétrique pour la détermination quantitative des acides gras libres dans le sérum.
2.3.4.3 Triglycérides et Cholestérol (par un laboratoire de référence)

La détermination de la quantité de triglycérides sanguins a été réalisée grice a la trousse
Peridochrom Triglycérides GPO-PAP (Boehringer Mannheim) qui fait appel a I’hydrolyse
enzymatique des trialcylglycérols suivie du dosage colorimétrique du glycérol libéré. La
quantification du cholestérol libre ou des esters du cholestérol a été accomplie avec la
trousse CHOD-PAP (Roche).

2.3.4.4 Leptine (travaux effectués par Linghe Pan)

La détermination de la quantité de leptine circulante sanguine a été réalisée par une
méthode radio-immunologique grace a la trousse Mouse leptin RIA (LINCO Research).
2.3.4.5 Lipolyse (travaux effectués par Shupei Wang)

Le glycérol libéré lors de I’hydrolyse des triglycérides refléte la quantité de triacylglycérols
hydrolysés puisqu’il est trés peu métabolisé dans le tissu adipeux. Les adipocytes ont été
isolés a partir de tissu périgonadique de souris en employant 1 mg/ml de collagenase. Les
cellules (100 ul) ont été resuspendus dans 500 pl de tampon Krebs-Ringer-Hepes, pH 7,4;
albumine de sérum bovin, 1%. L'agoniste 3-spécifique CL 316.243 (Tozzo et al., 1995) a
été ajouté au meélange réactionnel (concentration finale de 10 uM) pour mesurer le niveau
de lipolyse stimulée. Pour la lipolyse basal, aucun traitement n’a été pratiqué. Le mélange
réactionnel a été extrait avec du chloroforme. La phase supérieure est gardée pour mesurer
la quantité de glycérol dans autant de cellules, tandis que la phase inférieure de
I’échantillon non stimulé servira au dosage de triacylglycérols aprés une extraction au
chloroforme: méthanol (2 : 1, v: v). Ces deux mesures sont effectuées grace a la trousse
Perichrom TG GPO-PAP (Roche). La réaction a été effectuée avec 100-200 pl de la phase
supérieure, durant 2 heures 4 37 °C. Le nombre d’adipocytes dans la suspension a été
déterminée en divisant le contenu total en lipides (TG) de 100 pl de cellules par la moyenne
des lipides adipocytaires (volume cellulaire moyen x la densité : 0,915). Le diamétre moyen
des adipocytes a été déterminé par mesures microscopiques sur 200 cellules (SigmaScan

Image) aprés fixation au glutaraldéhyde 4%. Les calculs sont présentés en annexe.



3. Résultats

3.1 Etude de Ia région 5’ du géne de la lipase hormono-sensible murine

3.1.1 Analyse de PARNm du géne de la LHS murine
3.1.1.1 Taille du messager

L’ARNm de la LHS a été analysé par hybridation Northern dans le tissu adipeux, les
glandes surrénaliennes, les ovaires et les testicules de souris de la lignée CD1 (figure 9).
Ces tissus expriment la LHS chez le rat (Holm e al., 1988 et Kraemer et al., 1991). Le tissu
adipeux de souris des lignées C57BL/6J et CBA a aussi été étudié.

Selon notre analyse Northern, le tissu adipeux des souris présente un messager principal
d’une longueur entre 2,6 et 2,8 kb (figure 9a, ligne 1). Lors d’une exposition prolongée (50
heures), le signal s’¢étale vers le haut jusqu' & 4,4 kb (figure 9b, ligne 1). Il est difficile de
savoir si cela est sculement dii 4 la surexposition de la bande entre 2,6 et 2,8 kb ou 4 la
présence d’isoformes secondaires supplémentaires. Par contre, ¢a ne semble pas étre le
résultat d’une hybridation non-spécifique de I’ARN ribosomique puisque le signal est
beaucoup plus faible dans les ovaires et les surrénales malgré une quantité d’ ARN total trés
semblable (figure 9b et ). D’aprés ces résultats, nous ne pouvons exclure la présence d’un
ARNm plus long, de 3,3 kb, comme il a été rapporté dans le tissu adipeux du rat (Holm et
al., 1988) et de I'humain (Holm et al,, 1989) et prédit pour la souris (Li ef al.,, 1994). Par

contre, il ne s’agit pas du transcrit majeur chez la souris.

Les testicules expriment un messager unique plus long que celui du tissu adipeux avec une
longueur estimée entre 3,6 et 3,8 kb (figure 9b, ligne 4). Un isoforme testiculaire a été
préalablement décrit chez le rat et I’humain avec une taille estimée a 3,9 kb (Holst et al,
1996). En ce qui concerne les glandes surrénaliennes et les ovaires, bien que trés faible, une
bande de taille semblable au messager adipocytaire principal est observée (2,6-2,8 kb) ainsi

qu’une bande de taille supérieure estimée a plus de 3,5 kb aprés une exposition prolongée
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C57b CBA CD1

kb Adip. Adip. Adip. Surrén.  Ovaire Test.

Figure 9. Analyse de Northern de ’'ARNm de la lipase hormono-sensible dans
le tissu adipeux périgonadique des souris C57B/6J, CBA et CD1 et
dans les testicules, les ovaires et les surrénales de souris CD1.

La sonde utilisée est un fragment de restriction Xbal-Eagl de I'ADNc de
la LHS de souris correspondant aux nucléotides -261a +495.

a) courte exposition (16 heures)

b) longue exposition (56 heures)

c¢) Coloration au bromure d'éthidium
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(figure 9b, lignes 2 et 3). Une taille de 3,3-3,5 kb avait préalablement été proposée pour ces
tissus chez le rat et chez I'humain (Holm et al., 1988 et 1989).

3.1.2 Analyse de la région 5° de I’ARNm

Pour la suite des expériences, nous avons pris en considération des données récentes
concernant l'isoforme testiculaire chez le rat et I'humain. Celui-ci posséde un site d'épissage
20 nt en amont du site d'initiation de la traduction (ATG) utilisé dans I'adipocyte, menant a
un exon (T) spécifiquement exprimé dans les testicules (Holst et al., 1996). Nous avons
donc suggéré l'existence d'un site d'épissage analogue chez la souris pouvant générer

plusieurs isoformes adipocytaires différents.

Pour vérifier cette hypothése, des expériences d’amplification de la région 5° de I’ADNc¢
ont été effectuces. La transcription réverse a été¢ initiée a partir d’une amorce antisens
recouvrant les nt +98 a +123, en aval du site d’épissage potentiel. L analyse par des
endonucléases de restriction de 50 clones obtenus suite au clonage des amplificons a
montré que la taille de I"amplification était variable (non-montré). Le séquangage de
chacun de ces inserts a confirmé 1’hétérogénéité de taille mais aussi de séquence entre les

différents clones.

Parmi les 50 clones €tudiés, seulement 15 (30 %) débutent dans I’exon 1. Ils contiennent
des régions 5° de différentes longueurs. Seul un clone posséde exactement la séquence
déterminée par extension d’amorce par Li et al. (1994). Les autres divergent a différents
points avec de 90 nt additionnels en 5' jusqu'a 592 nt en moins. La séquence des 35 autres
clones (70 %) est identique dans la région 3’ jusqu’au nt —20 mais différe dans la région 5°.
La région entourant le nt —20 semble constituer un site d’épissage accepteur menant
différents exons, comme pour l'isoforme testiculaire du rat et de 1’humain (Holst et al.,
1996). La séquence autour de ce site d’épissage accepteur est trés proche des séquences

consensus reconnues pour les jonctions intron-exon (figure 10b).

On distingue cinq groupes principaux de clones qui différent dans leur séquence 5’ (figure

10 et 11) et que nous avons nommé A, B, C, D et 1 . Ces séquences sont généralement
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i ] = Nombre de clones
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b) Exon longueur Site d'épissage Intron Site d'épissage Exon

(pb}) donneur (pb) accepteur

D 333 GCTCTgtatgt ——eew 1068-———_ ccttcecatettetecacagCCTC 1
c 53 GAGGGgtgagt ————— 1406-——-- cctteccatettetcacagCCTC 1
B - CTGGTgtaagec ————— 1703 - ccttecccatcttectcacagCCTC 1
A 7.3 CAAAGgtgagt ————— 6948————— cctteccatettetecacagCCTC 1
1 86 CCTAGgtttga ———=- 99 ————— cctteeccatcttctcacagCCTC 1
C+D  21+140  GAGGGgtgagt —-——- 103 ————= ccaagatgtggtattcaagTCTA D
GCTCTgtatgt ————- 1068———-- cctteeccatettectcacagCCTC 1
C+l  36+214  GAGGGgtgagt ——-—- 1197-——— caaggagataaattcctagGTGT 1
CCTAGgtttga ——-—- 99 —ee— ccttceccatettctecacagCCTC 1

Concensus AGgtaagt 6Py n agN

Figure 10. Description des différents groupes de transcrits obtenus par
RACE-PCR pour la lipase hormono-sensible de souris.
L'amorce utilisée correspond aux nt 55 a 63 du géne de la LHS, voir section
2.2.3 pour les détails expérimentaux.
a) Structure et correspondance génomique. En haut, la structure de la région 5'
du géne de la LHS et en bas, la structure des différents groupes de transcrits
obtenus par 5' RACE-PCR. Les boites blanches correspondent aux régions
que l'on croit non-traduites, les boites grises, & la région codante du géne de la
LHS (aprés le codon ATG). Le nom des exons est noté au-dessus de chacun.
A droite, le nom attribué a chaque groupe de clones et & gauche, le nombre de
clones observés pour chaque groupe.
b) Organisation des jonctions exon-intron de la région 5' non-traduite et
comparaison des séquences aux sites d'épissage donneurs et accepeurs avec
la séquence consensus.
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N
A‘l‘G Autres : 14

Figure 11. Organisation génomique et ARNm de la lipase hormono-sensible
murine incluant les exons A, B, C et D, nouvellement décrits.
a) Localisation génomique des exons A, B, C et D (voir sections 2.2.4). En haut,
représentation du géne de la LHS telle que prédite par les expériences décrites.
Les boites blanches correspondent aux exons que I'on croit non-traduits, les
boites grises, aux exons codants du géne de la LHS (aprés le codon ATG). Le
nom des exons est noté au-dessus de chacun. En bas, la carte des différents
clones et sous-clones qui ont été séquencés pour élaborer la séquence
nucléotidique compléte du géne de la LHS.
b) Structure des ARNm résultants des différents sites d'initiation et proportions
determineées par RACE-PCR (section 2.2.3) et protection aux RNases (section
2.2.6). La taille maximale de chaque group de transcrits est indiquée au centre.
ND = non déterminé.
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exclusives. Seulement 2 clones sur 50 contiennent des séquences provenant de plus d'un de
ces exons. L'exon 5' le plus fréquemment observé est I'exon C, retrouvé dans plus de la
moitié des clones. Les exons A (6/50, 12 %), B (1/50, 2 %) et D (3/50, 6%) ont été

identifiés dans un nombre plus restreint de clones (figures 10 et 11).

Dans chacun des groupes, la longueur de I’extrémité 5° est variable avec une grande
hétérogénéité en ce qui concerne le premier nucléotide. La longueur de I’exon C varie de 53
pb a 20 pb avec 6/25 (26 %) clones identiques avec 53 pb. Aucune correspondance n’a été
observé avec ’exon A (177 4 29 pb) et D (335 a4 219 pb). Il faut noter que ’hétérogénéité
n’est observé qu’en 5°, un unique site d’épissage est généralement utilisé par chacun des

€X0ons.

Si on tient compte de la taille déterminée pour chacun des exon 1 4 9 (Li et al., 1994) ) et
en déterminant une longueur moyenne pour la queue de poly (A)" a 100 pb, la taille estimée
pour les messagers serait autour de 2759 nt avec ’exon C, 3041 nt avec I’exon D, 2883 nt
avec I’exon A et 3278 nt avec ’exon 1 complet (figure 11b). La longueur exacte de la
queue de poly (A)" n’est pas connue car elle n’est pas codée par I’ADN mais est ajoutée par
la suite. Généralement autour de 200 nt A sont ajoutés au messager, un certain nombre est

perdu une fois le messager dans le cytoplasme (Lewin, 1994).

Aucun des exons A, B, C et D ne semblent coder pour des acides aminés puisqu’aucun
codon méthionine n’est présent dans le méme cédre de lecture que le reste de la séquence
protéique de la LHS. Il est vraisemblable que les peptides produits suite 4 la traduction de

ces ARNm soient identiques entre eux et a celui qui a été décrit par Holm et al. (1989).

3.1.2. Présence et quantification des exons 5’ A, C, et 1

3.1.2.1. Exons Cet 1

La technique de protection aux RNases a été sélectionnée pour confirmer I’existence et
pour déterminer plus précisément la fréquence des types de transcrits les plus communs,

débutant avec les exons C et 1. Elle permet d’identifier de fagon quantifiable la présence
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d’ARNm spécifiques et nous estimons qu'elle est suffisamment sensible pour détecter une

fraction succincte des messagers de la LHS.

Deux sondes antisens ont été produites par transcription in vitro. La sonde C,
complémentaire au transcrit débutant dans ’exon C, s'hybride aux nt -20 & +93 communs a
tous les transcrits, en plus de 21 nt de la région 3' de l'exon C. La sonde 1 est
complémentaire aux transcrits contenant les résidus génomiques -45 a +93. L’utilisation de
sondes avec seulement une vingtaine de nucléotides spécifiques aux exons 5' en question
permet de détecter la majorité des messagers, avec la partie non-traduite en 5’ la plus courte
ou ayant subi une certaine dégradation. De plus, la présence d'une région commune & tous

les transcrits permet d'avoir une quantification relative entre les différents isoformes.

Lorsque mises en présence d'ARN total adipocytaire, les sondes C et 1 ont toutes deux été
protégées, confirmant les résultats obtenus par RACE-PCR pour ces exons. Deux bandes
sont visibles dans les deux expériences (figure 12a). La bande supérieure correspond au
fragment protégé entierement spécifique a la sonde en question tandis que la bande
inférieure représente seulement la région commune a tous les messagers de la LHS. La
proportion des messagers avec I’exon C a été déterminée entre 65 et 70 % de ' ARNm total
de la LHS (reproduit par 4 expériences) et celle des transcrits débutant dans I'exon 1 entre 8

et 15 % (reproduit par 3 expériences).

3.1.2.2. Exon A

L'exon A n'a pas été détecté par la méthode de protection aux RNases (résultats non-
rapportés ici). Une réaction de transcription réverse a été utilisée pour mettre en évidence la
présence de ’exon A dans 'ARN total adipocytaire mais aussi de glande surrénalienne,
d'ovaire, de testicule, de rein, de muscle et de coeur. Aprés une amplification spécifique
aux transcrits contenant I’exon A, une bande correspondant & 177 bp, la longueur attendue
pour cette amplification, a été produite dans le tissu adipeux, suggérant la présence de cet
exon dans une partie des messagers adipocytaires de la LHS (figure 12b) et confirmant les
résultats de RACE-PCR. Une bande de taille correspondante a été observée avec 'ARN

total de glande surrénalienne, bien qu'elle soit d'intensité plus faible. Aucun signal n'a été
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Figure 12.Quantification des transcrits contenant les exons 5' C,1 et A
a) Expériences de protection aux RNases. Les vecteurs ont été

linéarisés avec BamHI (sonde C) et Hindlll (sonde 1) pour la
transcription in vitro. Les schémas en haut décrivent les différentes
sondes employées ainsi que les fragments d'ARNm protégés par
celles-ci (I'expérience est décrite dans la section 2.2.6). La taille
des bandes a ete déterminée grace & des standard de poids
moléculaire (n'apparaissent pas sur cette figure).
Lignes 1et4:sondesCet 1,
lignes 2 et 5 : 20 pg d'’ARNt de levure,
lignes 3 et 6 : 20 pg d'ARN adipocytaire total.
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Figure 12b. Expérience de RT-PCR spécifique a I'exon 5' A.
La réverse transcription a été initiée avec une amorce s'hybridant & une
région commune a tous les types d'ARNm de la LHS décrits jusqu'a
maintenant (LIPM37, voir tableau Ill). L'amplification a été effectuée avec
une amorce spécifique a l'exon A (LIPM39, voir tableau lll) et une amorce
nichée commune (LIPM38, voir tableau Ill). Les amplicons générés a partir
de I'ARN du tissu adipeux ainsi que des glandes surrénaliennes ont été
séquences pour confirmer la présence de séquence correspondant &
I'exon A. La réverse transcription et I'amplification se sont déroulées tel
que décrit dans la section 2.2.7.
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détecté pour les autres tissus reconnus pour exprimer la LHS chez le rat (ovaire, testicule,
cceur, muscle) et ce que nous avons observé par Northern chez la souris (ovaire, testicule;

figure 9).

3.1.3. Localisation des exons A, B, C et D par rapport au géne de la LHS

La séquence des différents clones a été alignée avec la séquence génomique disponible,
contenue dans le phage A ayant servi 4 étudier la structure du géne de la LHS chez les
souris Sv 129 (Sztrolovics et al., 1997, No U69543 dans GeneBank). Les exons B, C et D
sont inclus dans cette région (figure 11). L’exon D correspond aux nt —-1307 4 —1074 et
I’exon C aux nt —1484 a4 —1432. Le cas de I’exon B est particulier car il contient dans sa
séquence un site de restriction BamHI qui a servi lors du clonage de la premiére réaction
d’amplification. Par conséquent, on ne peut pas déterminer la séquence de son extrémité 5'
a partir de nos données. On sait toutefois qu’il contient les nt —1768 a -1722 en plus d'une

extension de longueur indéterminée a partir du site BamHI.

L’exon A n’est pas contenu dans cette séquence génomique. Le reste de la région 5> du
clone génomique A (.2 kb, orientation déterminée par le géne LHS) (figure 11) a été
amplifié, cloné et séquenceé. Aucune séquence reliée a celle de I’exon A n’y a été retrouvée.
Une amplification génomique a montré que la distance séparant I’exon A de la séquence
disponible dans le phage A (nt —6204) n'est que de 575 pb (figure 11). Ceci situe I’exon A

entre les nt —7043 et —6869 et environ 5 kb le sépare des autres exons 5', B, C et D.

Pour acquérir la séquence génomique adjacente (en amont de [’exon A), une banque
d’ADN génomique de souris Sv 129 contenue dans des chromosomes artificiels de
bactéries (Bacterial Artificial Chromosomes: BAC) a été criblée. Aprés trois criblages

successifs par PCR, un clone BAC unique a pu étre identifié.

3.1.4 Analyse de la séquence de la région promotrice en amont des exons C et A

Une région de 1,2 kb en amont de I’exon A et de 1,1 kb en amont de I’exon C ont été

anlysées. Plusieurs sites de liaison a des facteurs de transcription ont déja été suggérés pour
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le promoteur de la LHS (Sztrolovicz et al., 1995) mais ils se concentrent dans la région
adjacente a I’exon 1, considéré comme le site d’amorgage de la transcription principal et
unique. Les résultats rapportés suggérent qu’il existe des éléments de transcription

favorisant I’exon C comme site d’initiation de la transcription.

3.1.4.1 Exon C (voir figure 13)

Dans la région proximale, on retrouve une portion riche en A et T : TTTAT, -28 a —32,
conservée chez "humain. Elle pourrait servir d’analogue a la boite TATA. Deux sites
potentiels de liaison au facteur de transcription AP2 (activator protein 2) se trouvent de
part et d’autre de la méme région riche en AT (-18 4 —25 et —38 a -44). Plus distalement, on
rencontre une autre séquence consensus pour AP2 -419 a -427 et une pour AP1 (activator

protein 1) -546 4 -553.

Plusieurs éléments potentiels pouvant jouer un réle au cours de la différenciation
adipocytaire se distribuent en amont de I’exon C. On retrouve trois sites de liaison aux
facteurs C/EBP (CCAAT enhancer binding protein), -18 a —26, -228 a 236 et —523 4 -531,
deux séquences se rapprochant du consensus pour PPRE, I’élément de liaison aux PPARs
(peroxysome proliferator activated receptors) situés de —362 & —372 (11/13) et de 410 a
—421 (11/13), deux sites requis pour les préadipocytes (PRE : preadipocyte responsive
element) —130 a —141 (10/12) et -502 a —492, (8/10) et deux sites potentiels de liaison au
facteur SREBP1 (sterol responsive element binding protein-1) de —283 a —289 (6/7) et de
—793 a -802 (E box : 9/10).

Finalement, on retrouve trois éléments spécifiques aux lipides (FSE, far specific element):
FSE2 de —363 a4 —369 et —368 4 —374 et FSE1 —319 a 328, de méme que cinq éléments de
réponse a ’AMPc (CRE : cAMP responsive element) de -789 a 797 (8/9) ADX-CRE2
(identifié dans le géne de 1'adénodoxine) de -196 a 201, -234 a —239, -437 a -442, et
CRE-JUN —806 a —824 (7/8). S’ajoutent a ceux-ci deux éléments de réponse de I'adipsine
(ARE : adipsin responsive element) de —218 a 224 et de —421 a —427 et deux sites de
liaison au facteur stéroidogénique 1 (SF-1 : steroidogenic factor-1) de —16 4 -21 et de —639
a—646 (8/9).



69

Etant donné le haut degré de similitude entre I’exon C de la souris et I’exon B décrit chez
I’humain (Grober et al., 1998), nous avons aligné les régions promotrices de chacun d’eux
pour déterminer les régions homologues. Plusieurs portions de plus d’une dizaine de nt sont
conservées entre I’humain et la souris (figure 13) et pourraient correspondre a des éléments
d’ADN importants dans la régulation transcriptionnelle de la LHS. La région promotrice
proximal de I’exon C contenant les séquences pour la région riche en AT et les sites AP2,
NF-1 et SF-1 est en grande partie conservée entre I’humain et la souris. De plus, des sites
ARE, PPRE, FSEl et ADX-CRE2 se trouvent dans des régions conservées. Il est
intéressant de noter qu’aucun élément de liaison n’a pu étre attribué dans la portion qui
semble trés importante pour I’activation de la transcription chez I’humain (entre —86 et —57)
(expériences de transfection, Grober J. et al., 1997) et I’identité de séquence entre I’humain

et la souris n’est que de 66 % dans cette région.

3.1.4.2 Exon A (voir figure 14)

Bien que ’exon A soit peu fréquent, son existence améne une question trés intéressante
puisqu’il se situe a une distance considérable des autres exons. Aucune boite TATA ou
région riche en AT n’ont pu étre identifiées dans la région promotrice proximale. Par
contre, un motif CCAAT inversé est présent a la position -29 & -32. Il est accompagné d'un
site de liaison au facteur nucléaire 1 (NF-1) -14 4 -18 et on remarque aussi des sites AP2, -

73 a-80 et -360 a -367.

On retrouve deux sites potentiels de liaison aux facteurs C/EBP -428 & -435 et -1118 & -
1126. Deux séquence qui se rapprochent des séquences consensus pour le facteur SREBP1
-241 a4 -250 (9/10) et -458 & -467 (9/11) et une séquence proche de 1'élément PRE -501 & -
510 (9/10). Ensuite, une séquence répétée en tandem, homologue au site de liaison aux
facteurs nucléaires (NR), est localisée aux nt -276 a -287, deux éléments ARE se trouvent
entre les nt -585 4 -592 et -936 a -943, un élément FSE2 de +15 a +21, et une séquence
ADX-CREI1 de -849 a —854.

Parmi les particularités de la séquence promotrice de 1'exon A. on trouve au moins sept

séquences apparentées a 1'élément de liaison sensible a I'insuline (IRE) -147 4 -153 (6/7),
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ADD1/SREBP1 (9/10)
CRE/JUN (7/8) CRE (8/9)

tggggttgagataagetttagtgggtaagtgagagtggacgttagaggtggggagacgtaagggagcgaccacca =130

1L |
gggggcgtgcétatctLagctgéééaggag§caéc£§§ggag écctcktéécéagt&acSaéct&a§géécagé =714

?g??ctgaggcct?cc%??.gggt?a?aaagagctggctaggtgaggagtttgcggaagaccctgcaaaagtatc -659
caaggaatctgtggaatgacacgggtgaatggca£5§gégaggagtctch£ctctgé&cétékgtttccctgkg -629
SF-1 (7/8)

tgagccttggtctcccatggactgtcggcagggtgggctgcggaagttacgggtaagccaaggatgcacatgtaa -580
[N

L1
kéaggtggéaatgééagtcacagcag&étgé&ck&aéagégétéé&kggéa§5£...ccag&ttac&cag{é{gg =557
__ AP __C/EBP
gaatagcacccaggaggectgtga. .. .. ctcaggccectagetgagtttggtaatgeccttaateggettttgg -510
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tecacaccacccagtaggaccgacaggeagctcaggccectagetgagectggecactgeecttaategyge gt —-482
ARE PRE (8/10) ADX—CREZCCAAT
actcccagaggggaca.gcagggctggccacttctttt....ccctaacagctggagacatctgtgccagggéEE ~440
l£ NN RN IIIIIIILIII 11 El { £ L L1 Illlll£l| | I%I%IIIIIIIII
cctteocaggagggacaggcagggetggetacctccteteteccecccaacagotggggctggetgrgecagggeea -407
CCAAT
AP2 PPRE (11/13) C/EPB aipha FSE2 FsE2

atgtcgggagggggggaattggecataactgagecttiggeteccctgaateccacttgggggagaggagaggacage ~365

| IEIEHE i1 | |
..éactaggaggcgé&égcé%agéécackgggéé%%tg&gkégc 5gg£cgtéLctéaaggcééagag&écagcc -334

PPRE (11/13) FSE1 (9/10) ADD1/SREBP1 (6/7)
ttt$t???g?????????$a?tgt?tt??agggaactaaagcttgggactFFF???FFFFa?g???gaagacgtg -290
£ggc£gggtgagaggggacgg£t g {cagg...£é£.gg&qckaéégékcctgggtcctgaagga ......... -272

..Exon B ADX-CRE2 C/EPB ARE
FactGGATCCCCEAGTC TGAGCARGGAGAGCCTGGGCC TGGEGCTCCCTGETgtaagcaaggaggggctgagaggg ~213
..................... tgéaégégctgg&&&éééé&aé{éétgéé%c%gééggé&ééééééé{.étg&&t =219

ADX-CRE2

cagggatccagggctctgaggaaga..acctagcaggaggact..ctgttgagctgcct..‘.gtccagcaggca -148

gtééac{éétéé&téééaé&écéééggégéctétéacéé&éé%acéa&% éé&ékéagkctggéagéé&gté%gg -144

PRE (10/12)
ggaggggcaaggagttqaactctgggctctgtttacagcatgtggttctcactatcctttctggataggaqgt.g -4
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C/EBP alpha "CAC box e
AP2 AT-riche AP2 __SE-1 H
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GC box AT-riche AP2

H " tee oo EXxonG . .
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Figure 13. Région promotrice de I'exon C.

Alignement de séquence avec 'humain.Les séquences promotrices
sont montrées en minuscule et les régions transcrites en majuscule.
Les éléments de trancription potentiels sont identifiés par des traits,
les sites d'initiation par des points et la région déterminée essentielle
dans I'efficacité de la transcription du géne humain (Grober et al.,
1998) est encadrée.
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actagattcatggtagagaagcttgagacggcctgatagctgcagaggtctgtggcaagatccaggcggaatgga -1101

aacagcgtagtgaagtgctggtgagctgtggcgcttcttccttgccgcctctccgaagcaatggcaggtaacagc -1026

SE IRE (8/9)
cataggacccagtcctgacaggagcagagggaaggtcagagtcetgagggecgetagtgatggtetttcacctca -951

ARE
gagggccgtcectectecccaaaagectgagaggtttetecgaggacagagtaattaatgetcactctgtcaaga 876

ADX-CRE1
agaaaatcgaggcttaatcectecccagggcageegggttecagaagettetggcatgggeaacecagaageaactg —801

ggagcacagtgagccatgtgcgcatgtgcgagtctcgggcctcctctgtttcccgccttttccggggcacgtggg ~-1726

IRE (6/7)
ctccctcgacttacgctcctttctgtagatcaaccctgaggccggcggtgttgctgtcttcccctttcctttgat -651
ARE
tctggggaataaggcagggcagagggagagacacctcatgaagcagagcagtaagaactaggagqgagcgcggat =576

PRE(9/10)
SF-1(7/8) SE —

gtgagactggaaggtagtttgetgagaggccaaggccacectecaactacagectaggaccetgtetgggggggaa —501
IRE...

= purine-rich ADD1-SREBP (9/11) C/EBP beta
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaacagggacgaccacgtgagggggcggaggaaaaggeggggcttetecaaac -426

AP2
ggctaccaagcgeggctacgecececaagteggtececegeecacgeettgggttgecegececectgecegecegee —-351

NR (10/12)
cgttcttecggeteccggggecaagtgggecgggccaggttcaaggaaaggtgaatgagatggecgagggtcagecace —-276

~ ADD1-SRE1 (9/10)
tgcacaagatgactgagaattctttgttggggtgactctaacgegactectecactattectgetgtgagggecact -201

IRE IRE (6/7) IRE (6/7) IRE(6/7)
tctcgetgettecaggactgegggtttttttttggtttttggtttttggttttttgtttgtegttacggtgcact -126

SE AP2
gcgcggttectttaatctgagcagatgggecgggecaagaccttecageeccacccattaaaggecggagetecgega -51

CCAAT NF-1 . ExonA _FSE2 |
ggagcctgcccaggattggatggtttgggggectggecagtggtgtgtaactAGGATTGACTCTAAGAGAGGAACT +24

TGATCGCTGGAATTGGGCCCCGCGCCAGGACTGGAAAGAATTGATGGAGCCGGCCGTGGAATCGGCGCCCGTGGG +119
GCCCAGGCCTCCAAGCAGGGCARAGARGGATCGAAGAACCGCAGTCGCAGGCGGTCTGGCGAAAAGGCAAGATCA +194

AAG +187

Figure 14. Région promotrice de I'exon A.
La séquence promotrice est montrée en minuscules et la séquence
de I'exon A, en majuscule. Les éléments transcriptionnels potentiels
sont indiqués par des traits et les différents sites d'initiation par des
points. Lorsque l'identité de séquence n'est pas parfaite, la proportion
d'identité est indiquée entre parenthéses.
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-156 a -162 (6/7), -163 a —169 (6/7), -171 4 -177, -654 4 -661 (6/7), -957 & -963 (8/9) et
plusieurs sites potentiels dans un région constituée d’une suite de 27 A et de 7 G donc,
riche en purines entre les nt -477 a —510. Plusicurs sites IRE se trouvent a I’intérieur de
trois répétitions du motif GGTTTTTT, entre les nt -148 a -179. Finalement, trois éléments
stéroidogéniques (SE), se situent aux nt -85 a -90, -523 a -528 et -989 a -994 et un site
semblable au site de liaison a SF-1, -539 a -546 (7/8).

3.2 Caractérisation de souris transgéniques surexprimant la LHS humaine

Sept lignées transgéniques ont été sélectionnées en vue d’évaluer I’effet de la surexpression
de la LHS in vivo, tant au niveau cellulaire que physiologique. La lignée A exprime un
transgene de type sauvage. Les lignées B, C, D, E, F et G expriment un transgéne avec la
mutation S554A, qui élimine le site basal de régulation par phosphorylation (figure 3).
Nous avons observé que les lignées avec le transgéne de type sauvage ont été produites
plus rapidement et en plus grand nombre que les lignées avec le transgéne mutant. Il n'est
toutefois pas possible pour l'instant d'attribuer ce phénomene a l'expression des différents

transgenes.

11 est important a ce stade de rappeler que les souris utilisées dans ces €études proviennent
d'un mélange des lignées CBA et C57BL/6J pour lesquelles nous pouvons observer des
différences marquées concernant la taille et le poids moyens. Les souris C57BL/6J on une
masse corporelle de 15 & 20 % inférieure a leur congénéres CBA (Basso et Russ, 1997).
Pour diminuer ces sources de variation, le matériel transgénique a été transféré sur un fond

homogeéne C57BL/6J pour les expériences définitives.

3.2.1 Quantification de PARNm transgénique et endogéne de la LHS

Pour chaque lignée transgénique murine, une évaluation précise de la quantité d’ARNm de
la LHS humaine (LHSh, transgéne) et de la LHS murine (LHSm, endogéne) dans le tissu
adipeux de souris dgées de 5 mois a été pratiquée en employant la méthode de protection
aux RNases. Les niveaux de ces deux ARN messagers ont été¢ comparés avec ceux de la
actine de souris pour uniformiser la quantité d’ARN total utilisé pour chaque échantillon

(figure 15). La moyenne des valeurs obtenues par quantification de ' ARNm de la [} actine a
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été calculée pour chaque échantillon, en éliminant les valeurs extrémes. Une quantification
précise a €té rendue possible par I'utilisation d’une courbe standard. Des quantités connues
d’ARN sens synthétisés in vitro et complémentaires aux sondes LHSm et LHSh ont été

traités parallelement aux autres échantillons (figure 15).

Les lignées E, C et B sont celles qui expriment la plus grande quantité d’ARNm provenant
du transgéne (LHSh) (figure 15). La lignée E produit 17,4+1,2 pg de messager LHSh par
ng d’ARN total, la lignée B, 15,9+1,3 pg/pug et la lignée C, environ 11,4+2,3 pg/ug. Les
autres lignées, G, F et D, expriment une quantité d’ARNm LHSh plus limitée soit 7,8+0,35
pg/ug, 5,9+0,6 pg/ug et 3,7+0,2 pg/ug respectivement. En ce qui concerne la lignée A
(transgene de type sauvage), une expression de 9,2+0,35 pg/lg est obtenue. Ces données
sont reproductibles d’une expérience a 1’autre (au moins trois expériences différentes) et
d’une souris a ’autre dans la méme lignée. Etant donné le petit nombre d’échantillon de
chaque catégorie, des calculs statistiques élaborés n’ont pas été pratiqués. La variabilité est

donc une mesure de 1’étendue des différences entre les échantillons d’une méme catégorie.

Il y a une variation inter-échantillon plus grande concernant le messager endogeéne (LHSm)
entre les souris d’une méme lignée. Malgré tout, en faisant la moyenne de 5 expériences
impliquant 3 ou 4 souris différentes, il a été possible de déterminer la quantité moyenne
d’ARNm pour la LHSm (figure 15). La valeur pour I’ARNm de la LHSm chez les souris
témoins non-transgéniques est de 12,7+0,8 pg_/1ug d’ARN total. En ordre croissant, les
souris du groupe C expriment 6,3+1,6 pg de messagers LHSm par pug d’ARN total,
8,7+0,82 pg /ug pour B, 9,9+1.3 pg/ug pour D, 11,8£1,2 pg/ug pour E, 13,1£1,25 pg/ug
pour G et 13,4+5,3 pg/ug pour F. La lignée A montrent une expression de LHSm se

rrrrrr

appliquée aux valeurs de quantit¢ d’ARNm endogéne.

Il y a une certaine tendance a la diminution de la quantité d’ARNm endogéne par rapport &
la quantité de transgéne, mais cette régle n’est pas partagée par tous les groupes.
Concernant le groupe A, une diminution plus marquée de la quantité du messager endogéne

est observée par rapport a la quantité de transgéne exprimé. Pour moins de 10 pg d’ARNm
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Quantification de 'ARNm et détermination des niveaux d'activité
enzymatique de la LHS pour chaque lignée murine.

Lignée A : tfransgéne de type sauvage

Lignées B, C, D, E et F : transgé&ne mutant S554A

Paneau du haut : Quantification de 'ARNm par protection aux RNases (tel qu'illustré
a la figure 6) pour les génes de la LHSh, LHSm et |a B actine de souris. Une sonde
d'ARN antisens correspondant & chacun de ces génes a été incluse dans le mélange
réactionnel. Les vecteurs desquels sont dérivées les différentes sondes et standards
sont représentés a la figure 8 et les détails de l'expérience sont présentés dans la
section 2.2.3.1. La taille des differentes bandes a été estimée avec un standard de
poids moléculaire. Les 4 premiéres voies représentent les échantillons d'ARN sens
synthétiques employés pour la courbe standard.La taille des sondes est en gras.
Paneau du milieu : Compilation des expériences de protection aux RNAses

une fois converties en pg par ug d'ARN total gréce a la courbe standard. Le nombre
de souris dont la mesure des ARNm a été pratiquée est indiqué dans les colonnes.
Les barres d'erreurs représentent I'étendue des variations & l'intérieur du groupe.
Paneau du bas : Moyennes des valeurs obtenues pour le dosage enzymatique

de la LHS contre le cholestéryl oléate (voir section 2.3.3.2).

|Sondes
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transgénique, une diminution de 40 % des transcrits endogénes de la LHS est observée en

comparaison avec les témoins.

L'estimation de I’abondance totale de messagers de la LHS chez les souris transgéniques
peut étre effectuée en additionnant la quantité d’ARNm de la LHSm & celle de la LHSh
(figure 15). Les groupes exprimant la plus grande quantité du transgéne (E et B) ont une
expression autour de 2 fois celle des souris non-transgéniques (avec une augmentation de
121 % et 94 %). Les autres montrent une augmentation plus faible, se situant entre 45 % et
54 %, sauf la lignée D avec seulement 7%. Une augmentation de 34 % est observée pour

les souris de la lignée A.

3.2.2 Détermination du niveau d’activité enzymatique totale de la LHS

Le niveau d’activité catalytique de la LHS a été mesuré en fonction de son activité contre
les esters du cholestérol. L activité enzymatique de la LHS contre les esters du cholestérol
est proportionnelle a celle contre les triglycérides et la LHS est la seule estérase du
cholestérol présente dans les adipocytes : les souris invalidées pour le géne de la LHS ne
montrent aucune activité adipocytaire reliée a I'hydrolyse des esters du cholestérol (données
non publiées). Le niveau d’activité dans les homogénats de tissu adipeux de souris sans
transgéne se situe autour de 5 nmol/min/mg (figure 15). Chez les souris des lignées B et C,
I’activité catalytique est plus de 5 fois supérieure, oscillant autour de 27 nmol/min/mg.
Pour la lignée A, avec le transgeéne normal, I’activité n’est augmentée que d’un peu plus de
2 fois, une augmentation semblable a la lignée F et G. L’augmentation d’activité est
supérieure a I’augmentation d'’ARNm pour toutes les lignées transgéniques étudiées. En
calculant I’activité spécifique due au transgéne (activité enzymatique / pg d’ARNm), on
remarque qu’elle est généralement semblable ou supérieure a celle de ’endogéne. La lignée
A montre une activité spécifique de 0,88 U/pg tandis que les souris témoins ont une activité
specifique de 0,57 U/pg. L activité spécifique des lignées mutante est de 2,1 U/pg pour C,
1,4 pour B, 1,1 pour F, 0,94 pour G, 0,51 pour E et 0,36 pour D. Selon I’activité contre les
esters de cholestérol, il n’y aurait donc pas de différences marquées entre la protéine

endogene et transgénique de type sauvage ou mutante.



76

3.2.3 Mesure de la lipolyse adipocytaire

Comme il est représenté a la figure 16 (chaque colonne correspond a la mesure de la
lipolyse adipocytaire d’une seule souris), le niveau de la lipolyse basale est semblable pour
les adipocytes provenant de souris témoins et des souris transgéniques peu importe le
transgéne. Une augmentation de la lipolyse de I'ordre de deux fois est observée dans les
adipocytes des souris témoins non-transgéniques suite a une stimulation par un agoniste 33-
adrénergique, le CL316 243 (figure 16). Les adipocytes isolés de souris dont la
surexpression du transgéne mutant est parmi les plus grandes (souris des lignées B et C)
montrent une augmentation du méme ordre que les souris témoins. Par contre, pour les
adipocytes de souris avec le transgéne normal (A), le CL316 243 engendre un
accroissement marqué jusqu’a 6 fois le niveau de la lipolyse basale. Il semble y avoir une
certaine variabilité entre les différentes expériences mais les rapports lipolyse basale /

lipolyse stimulée sont plutét constants.
3.2.4 Apparence morphologique des adipocytes

Aucune différence morphologique n’a été observée pour les adipocytes isolés de tissu
adipeux périgonadique de souris avec le transgéne muté ou normal. La taille et le nombre
de cellules ne semblent pas varier dans le tissu adipeux, malgré une activité hydrolytique

augmentée (non montre).
3.2.5 Courbes de poids corporel

Le poids corporel est un indice indirect de 1’adiposité d’un individu. Etant donné les
différence de poids entre les souris des lignées murine CBA et C57BL/6J dont les cellules
ont servies a la microinjection, une réelle différence de poids due au transgéne ne pouvait
étre confirmée. Pour cette raison, il a été nécessaire de transférer le transgéne sur un fond
homogéne C57BL/6J. Les résultats qui suivent ne concernent que les premiéres génération
de souris (lignées mixtes) et doivent étre considérées comme préliminaires. Les croisements
sur un fond homogéne sont en cours et permettront dans quelques mois d’éliminer les

interférences génétiques. Les souris avec transgéne mutant des différentes lignées ont été
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analysées ensemble pour augmenter le nombre de sujets. Six valeurs de poids corporel ont
été prises a des intervalles réguliers : & 3 semaines, 6 semaines, 3 mois, 4 mois, 5 mois et 6
mois. Les valeurs moyennes sont représentées par des points sur les courbes de la figure 17.
Le nombre de souris dans chaque groupe est décrit a la section 2.3.4.3. Les femelles de tous
les groupes pésent autour de 9 g aprés 3 semaines (FN=9,18+0,15g, FTm=9,3640,27g et
FTs=9,10+0,49g). Une légére différence de poids, a ce miveau est trop petite pour étre
détectée par la méthode de pesée utilisée. Par contre, entre 6 semaines et 6 mois, des
différences deviennent de plus en plus apparentes. Les souris femelles avec le transgéne de
type sauvage sont celles qui montrent la plus petite masse corporelle, atteignant une
moyenne de 23,75+0,46g 4 6 mois, suivies des femelles avec le transgéne muté d’une
moyenne de 25,55+0,75g & 6 mois et des femelles témoins pesant en moyenne 29,11+1,22¢
au méme 4ge. Pour les méles, les souris avec le transgéne de type sauvage sont en moyenne
plus petites a4 3 semaines (8,72+0,32g) que les méles des autres groupes
(MTm=10,11+0,38g et FN=10,37+0,37g) et atteignent seulement 32,42+0,61g 4 6 mois
comparativement a 36,24:0,72g pour les méles témoins. En ce qui concerne les méles avec
le transgéne mutant, aucune différence n’est remarquée entre celles-ci (35,53+1,28g) et les
souris témoins. Des valeurs statistiquement significatives sont observées entre les souris
avec le transgéne de types sauvage et les souris témoins. Pour les males, des valeurs de
p<0,001 a 3 semaines, p<0,003 & 6 semaines, p<0,007 & 4 mois, p<0,0001 & 5 mois et
p<0,0004 4 6 mois sont obtenues. Pour les femelles, des valeurs de p<0,035 a 4 mois,

p<0,021 4 5 mois et p<0,0003 a 6 mois sont calculées.
3.2.6 Paramétres biochimiques sanguins

Plusieurs paramétres biochimiques ont été mesurés dans le sang des souris transgéniques.
Les souris de la lignée A n’ont pas été analysées pour ces aspects de la caractérisation car le
nombre d'animaux n'était pas encore suffisant. Ces études seront donc complétées

subséquemment. Les mémes 20 souris ont servies aux différents dosages.

Une augmentation de la concentration des acides gras libres sanguins de 0,14 mM pour les
femelles et 0,15 mM pour les méles a été observée par rapport aux témoins (figure 18, en

haut a gauche). Ceci correspond a un accroissement de 10,3 % et 10,1 %.
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En ce qui concerne les triglycérides sanguins, les femelles transgéniques ont une
concentration de 0,72 mM comparativement a 0,62 mM pour les femelles témoins, une
augmentation de 10,6 % (figure 18, en haut a droite). Les méles transgéniques quant a eux,
montrent une augmentation marquée, de 29,3 %, passant de 0,92 mM pour les témoins &
1,19 mM pour les transgéniques. Il y a donc une certaine asymétrie entre les méles et les
femelles concernant I’effet de la surexpression de la LHS sur le taux de triglycérides

sanguins.

Puisque la leptine sanguine varie avec la taille des adipocytes, elle a été mesurée dans le but
de détecter une variation dans la taille de ceux-ci qui n’aurait pas été détectée
microscopiquement. Des diminution de 13,4 et 15,0 % pour les femelles et les males
transgéniques ont été notées par rapport aux souris témoins (figure 18, en bas a gauche). Le
taux de leptine sanguine est de 9,64 ng/ml chez les femelles témoins et diminue a 8,33
ng/ml chez les femelles transgéniques. Quant aux males, de 9,46 ng/ml chez les témoins, le

taux de leptine sanguine passe a 7,84 ng/ml chez les souris transgéniques.

Finalement, le taux de cholestérol sanguin ne varie pas entre les animaux transgéniques et
les animaux non-transgéniques (figure 18, en bas, & droite). Rappelons que la surexpression
de la LHS dans les souris transgéniques étudiées est limitée aux tissu adipeux et ne s’étend
pas aux tissus stéroidogéniques. La concentration sanguine de cholestérol constitue donc un

dosage contréle.

Aucune des valeurs de dosages sanguins rapportées ici n’est significative, sauf pour le taux
de leptine sanguine chez les méles. Ceci est en partie dii au fait que les variations entre
transgéniques et non-transgéniques ne sont pas trés grande, autour de 10 %, et que le
nombre d’animaux est assez restreint. De plus, comme c'est le cas pour toutes les courbes
de poids présentées ici, ces résultats ont été obtenus avec les premiéres générations de
souris (mélanges génétiques CBA et C57BL/6J). Ces expériences seront donc répétées avec
un plus grand nombre de souris des générations subséquentes pour €liminer une influence

du fond génétique sur ces parametres.
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Figure 18. Paramétres biochimiques mesurés dans le sang des souris.

FN : souris femelles non-transgéniques

FT : souris femelles transgéniques (transgénes sauvage et mutant)

MN : souris males non-transgéniques

MT : souris males transgéniques (transgénes sauvage et mutant)
Les protocols de dosages sont détaillés dans les sections 2.3.4.2,

(acides gras libres), 2.3.4.3 (triglycérides et cholestérol) et 2.3.4.4 (leptine).

Le sérum de 20 souris par groupe a été utilisé lors de ces expeériences.
Les barres d'erreur correspondent a l'erreur standard.



Chapitre 4. Discussion

4.1 Etude de la région 5' du géne de la LHS murine

La régulation post-traductionnelle de la lipase hormono-sensible a été abondamment
¢tudiée depuis une dizaine d’années, par contre, la régulation transcriptionnelle a été
beaucoup moins explorée méme si on connait plusieurs exemples ol en réponse & diverses
situations physiologiques, la quantité¢ de messagers de la LHS varie, telles la grossesse,
I'hibernation, le développement et la nutrition. Pour déterminer les mécanismes
responsables de ces changements, il est primordial d'avoir une ‘bonne connaissance de la
structure génomique, en particulier de la région 5' du géne pour permettre d'identifier les

portions de séquences nécessaires au contrdle transcriptionnel.
4.1.1 Hétérogénéité dans la taille des ARNm de la LHS de souris

L’expérience de Northern rapportée ici montre que la taille de I’ARNm adipocytaire
majoritaire est de 2,6-2,8 kb et qu’il est probablement accompagné de messagers plus
longs car le signal semble s'étendre. Ceci est différent de ce qui a été préalablement décrit
par Holm et al. (1988) et Holm et al. (1989), soit 3,3 kb pour le rat et I’humain et ce qui a
été prédit pour la souris par Li et al. (1994). De plus, d’autres tissus semblent aussi contenir
des messagers différents de ceux observés dans le tissu adipeux. Plusieurs faits peuvent
expliquer un tel phénoméne. Il peut y avoir un épissage alternatif éliminant un exon
particulier comme il a été observé pour I’exon 6 chez I’humain (Laurell et al., 1997), la
machinerie transcriptionnelle peut reconnaitre différents sites d’initiation ou il peut y avoir

une queue de poly A plus ou moins longue.
4.1.2 Hétérogénéité dans la séquence en 5' des ARNm de la LHS de souris
Un objectif de ces travaux étaient de caractériser les différents types d’ARNm

adipocytaires de la LHS observés par les analyses Northern. Nous avons favorisé

hypothése des différents sites d’initiation 4 cause des connaissances récentes concernant
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I'isoforme testiculaire chez 'humain et le rat (Holst et al., 1996) qui possédent un exon
supplémentaire en 5’ épissé & un site se trouvant 20 nt en amont du site d’initiation de la
traduction adipocytaire (ATG). Ceci résulte en une élimination de 572 pb, la presque
totalité¢ de la partie 5’ non-traduite. Nous avons proposé I’utilisation du méme site
d’épissage pour I’isoforme adipocytaire de 2,6-2,8 kb (différent de 3,3 kb, Li ef al, 1994).
L’€limination d’une partie de la région non-traduite de I’exon 1 pourrait alors expliquer la
différence de longueur observée entre le messager adipocytaire de 2,6-2,8 kb et celui de 3,3
kb.

Les clones obtenus par 5' RACE-PCR sont identiques dans leur région 3' (nt +93 & -20)
mais divergent & partir du nt -20 qui constitue ainsi un site d'épissage n’ayant jamais &té
décrit chez la souris. Nous avons pu observer cing groupes de transcrits divergeant dans
leur extrémité 5' dont quatre groupes correspondent 4 des exons non-décrits jusqu'a
maintenant, désignés A, B, C et D. Il est intéressant de noter que la séquence d'aucun de ces
exons 5' ne montre une homologie quelconque avec l'isoforme testiculaire rapporté chez

I'humain et le rat (Holst et al 1996). Ces exons 5’ sont généralement exclusifs.

Les différents groupes de messagers varient aussi en ce qui concerne le site d'initiation.
Ceci peut étre le résultat d'un arrét précoce de la transcription réverse lors des expériences
de RACE. Toutefois, des extensions de taille supérieure ont été générées (plus de 700 pb)
lors des mémes expériences et ceci a été répété avec deux trousses différentes. Il est done
probable que I'hétérogénéité au niveau du nucléotide de départ soit tributaire d'un
phénoméne biologique et non d'un artéfact technique, et pourrait étre en partie expliquée

par le manque de séquence consensus pour une boite TATA.

Bien que nous ayons démontré une certaine variabilité dans la région 5' des ARNm de la
LHS de souris, ceci n'exclut pas les autres sources de variation mentionnées plus haut,
telles la polyadénylation différentielle ou l'épissage alternatif d'un exon interne. Les
résultats rapportés ici permettent toutefois de démontrer que, comme dans les testicules
chez I'humain, plusieurs types d ARNm sont produits a partir d'un géne unique dans le tissu
adipeux de souris grice a une diversité dans le site de I'amorgage de la transcription dans

des exons 5’ alternatifs.
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4.1.3 Abondance des différents transcripts adipocytaires de la LHS de souris

La présence d'une population variée de messagers de la LHS de souris est un phénoméne
n'ayant pas été décrit auparavant. Jusqu'a présent, un seul type ¢ ARNm de la LHS murine
a ¢té rapporté avec une région 5' non-traduite d'une longueur de 592 pb, prolongation de la
séquence génomique de l'exon 1 (Li et al., 1994). D'aprés nos expérience de 5' RACE-PCR,
ce type de messager est minoritaire, seul un clone sur 50 est identique. De méme, les
messagers appartenant au méme groupe, possédant une partie de I'exon 1 non-traduit, ne

comptent que pour 8 4 30 % de la totalité des ARNm adipocytaires de la LHS de souris.

En condition physiologique normale, les messagers les plus représentés dans la population
des transcrits adipocytaires de la LHS de souris sont ceux qui débutent dans I'exon C. Une
majorité de clones 5° RACE (50 %) contiennent la séquence de I’exon C a leur extrémité 5°
et une proportion de 65 a 75 % des messagers de la LHS a été protégée par une sonde
spécifique aux transcrits contenant 1I’exon C lors des expériences de protection aux RNases.
II reste tout de méme possible que d’autres exons 5’ soient représentés majoritairement

dans d’autres tissus ou situations physiopathologiques.

Apres I'exon C et I'exon 1, c'est dans l'exon A que la transcription est préférentiellement
initiée avec une proportion de 12 % des messagers de la LHS. Les exons D et B sont
présents dans un nombre trés réduit de clones 5' RACE et constituent probablement des
isoformes mineurs dans les situations normales. La présence d'exons 5' additionnels ne peut

étre exclue dans d'autres tissus ou dans le tissu adipeux a des fréquences trés faibles.

4.1.4 Différences entre les résultats rapportés ici et ceux de Li ef al. (1994)

Comme nous l'avons mentionné plus tot, les résultats que nous avons observé sont
différents en plusieurs points de ceux qui ont été rapportés par Li ef al. (1994). Ces
divergences pourraient €tre imputées aux méthodes expérimentales employées dans chacun
des cas. Pour effectuer une extension d'amorce, Li ef al. (1994) ont choisi un

oligonucléotide antisens s'hybridant aux nt -448 4 -408. Cette stratégie ne pouvait permettre
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la détection des transcripts épissés au nt —20 comme pour l'isoforme testiculaire (Holst et
al., 1996). De cette fagon, il ne leur a pas été possible de détecter les ARNm employant ce

site d'épissage, constituant entre 50 et 75 % des transcrits selon nos expériences.

4.1.5 Complexité génomique

L'analyse de la séquence du géne de la LHS a confirmé l'existence des quatre séquences 5°
additionnelles rencontrées dans la population adipocytaire d' ARNm. L’étude de la région 5’
du géne de la LHS chez la souris initiée dans ces travaux procurent une révision de la
structure génomique. Le géne de la LHS s’¢largit de 10,4 kb 4 plus de 16 kb et inclut 13
exons plutdt que 9. Les exons B, C et D sont situés a proximité ’un de 1’autre, dans une
région limitée a 2 kb. L’emplacement de I’exon A est particulier car il se trouve dans une

région relativement éloignée des autres exons (4 7 kb de ’ATG).

La structure génomique de la LHS répond a plusieurs critéres des génes de maintenance
(housekeeping). Premi¢rement, les régions en amont des exon 5' sont trés riches en G + C,
atteignant 58 % pour la région en amont des exons B-C-D et 59 % pour les 500 pb en
amont de I'exon A. Deuxiémement, aucune boite TATA classique n'a été observée dans une
position acceptable pour l'initiation de la transcription des différents types de messagers.

Finalement, la transcription est initiée a des endroits variés.
4.1.6 Similitudes transcriptionnelles entre la LHS de souris et la LHS humaine

Cette distribution particuliére des exons en 5’ est partiellement conservée chez 1’humain.
Des travaux récents rapportent I’existence de deux exons non-traduits en 5’ dans le géne de
la LHS humaine (Grober ef al., 1998). En comparant ’exon C murin (53 pb) avec 1’exon
non-traduit le plus fréquent chez I’humain (exon B, 54 pb), une similitude de séquence est
observée (75 %). Aussi, chez I’humain, une faible portion des messagers de la LHS
incluent un exon 5’ plus long (150 nt) qui se situe dans une région éloignée, montrant un
paralléle avec I’exon A murin (177 pb). La séquence de I'exon A humain n'est pas

disponible, ne permettant pas de confirmer I'hypothése d'exons homologues inter-espéces.
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Les types additionnels de transcrits observés chez la souris pourraient étre spécifiques a

cette espéce ou n’ont pas été détectés par Grober ef al.

4.1.7 Roles potentiel de la diversité dans la région 5' de la LHS

La présence de plusieurs extrémités 5' de séquences différentes ne semblant pas mener a
des formes protéiques spécifiques souléve une question intéressante quant au role joué par
cette hétérogénéité pour la régulation post-transcriptionnelle du géne de la LHS de souris.
De plus, cette structure génomique est partiellement conservée entre la souris et 'humain.
Parmi les raisons possibles expliquant la présence de plusieurs types de régions 5°,
mentionnons la régulation de la traduction, I'utilisation de plusieurs promoteurs spécifiques
ou l'absence d'éléments forts régulant la transcription. Des études transcriptionnelles plus

approfondies seront nécessaires pour déterminer le role des différents isoformes de la LHS.

4.1.7.1 Influence sur la traduction ou la stabilité des ARNm

I1 a été montré que des régions 5' non-traduites sont associées a la stabilité des ARNm et

dans la traductionnalité pour d'autres génes (Henze er al., 1988 et Romeo et al., 1993).
Celles-ci pourraient former des structures secondaires influencant D’efficacité de la
traduction en changeant la vitesse d’initiation de la traduction. De méme, des structures
secondaires particuliéres pourraient entrainer un changement dans la stabilité des différents
ARNm en augmentant leur susceptibilité a la dégradation. Par contre, aucune boucle ou
structure secondaire significative en épingle & cheveux n'a pu étre prédite & partir de la
séquence primaire en utilisant I'énergie libre minimale (mulfold software, Zuker, 1989 et

Jaeger, 1989).

4.1.7.2 Régulation transcriptionnelle différentielle

L’utilisation de différentes régions promotrices pourrait favoriser une régulation
transcriptionnelle spécifique a certaines situations physiologiques ou 4 un type cellulaire
particulier. Certains sites de liaison & des facteurs de transcription pourraient réguler

I’expression des différents types de messagers de fagon spécifique. Une telle régulation est
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observée pour le géne du récepteur des minéralocorticoides qui génére deux types de
messagers dont ’un est régul€ par le sodium (Zennaro et al., 1997). Plusieurs exemples de
spécificité tissulaire sont rapportés dans la littérature. Le géne du récepteur NPY-Y1
humain contient 3 exons alternatifs joints & un site d’épissage commun exprimés de facon
spécifique aux tissus (Ball ef al, 1995). L’utilisation de différents promoteurs menant 2
une distribution tissulaire vari€e est aussi observée avec le géne du récepteur de la
prolactine (Hu ef al.,, 1996), le géne Apobec 1 (Nakamuta et al, 1995), le géne de
I’aromatase (Fiirbass et al., 1997), le géne de la décarboxylase des acides L-aminés
aromatiques (Ichinose er al., 1992), le géne de la synthase des folylpolyglutamate (Roy et
al, 1997 ) et le géne de I’échangeur des ions Na'-Ca* (Lee et al, 1994). De tels
phénomeénes nécessitent la présence d'éléments de liaison spécifiques. Etant donné que les
exon B, C et D sont regroupés dans une région assez limitée, il semble peu probable qu’ils
soient régulés chacun de fagon extrémement spécifique car leurs séquences promotrices se
chevauchent. Le cas de I’exon A est différent a cause de sa localisation. Les expériences de
RT-PCR ont de plus montré qu'il est exprimé dans le tissu adipeux et dans les glandes
surrénaliennes mais pas dans les testicules et les ovaires. La séquence promotrice en amont
de I'exon A doit alors contenir des sites de liaison spécifiques qui limitent son expression
dans certains tissus. En analysant les différents promoteurs en question, nous avons pu
montrer que la région promotrice de l'exon A contient un nombre élevé de séquences
s'apparentant aux sites de liaison sensible a l'insuline et la transcription des messagers
résultants pourraient étre influencée plus grandement par 1'insuline que ses homologues.
Des études transcriptionnelles seront nécessaires pour confirmer quelles séquences

promotrices sont impliquées dans la transcription différentielle de la LHS.

4.1.7.3 Absence d'éléments forts

Enfin, I’absence d’éléments forts initiant la transcription, comme une boite TATA par
exemple pourrait expliquer la présence de plusieurs sites d’initiation dans la région 5°
proximale. Cette derniére est relativement riche en résidus GC. Avec un tel promoteur, la
transcription pourrait débuter a plusieurs endroits, avec une préférence donnée pour chacun

d’eux de fagon dépendante aux éléments transcriptionnels plus faibles et & leur disposition
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relative. Les régles concernant la séquence nucléotidique des sites d’épissage donneurs sont
moins strictes que celles ayant trait a la séquence d’épissage acceptrice. Les messagers avec
des sites d’initiation différents pourraient étre épissés lorsque la machinerie d’épissage
rencontre une séquence répondant aux exigences d’une jonction donneur. Par contre, les
sites d’épissage accepteurs sont moins fréquemment rencontrés dans la séquence
génomique. En plus de nécessiter une série CAG ou le A et le G doivent presque
obligatoirement étre présents, il faut une suite d’environ 6 pyrimidines en amont. Il est
probable que chaque messager utilise un site d’épissage accepteur commun (identifié a

—20) respectant ces conditions (figure 10 b).
4.1.8 Conclusions de I'étude de la région 5' du géne de la LHS murine

Les travaux rapportés ici montrent l'existence de quatre exons supplémentaires dans la
partie 5' du géne de la LHS. Généralement exclusifs, ces exons ne semblent pas coder pour
une portion peptidique qui s'ajouterait a la séquence protéique connue de la LHS et utilisent
au moins trois régions promotrices différentes. La découverte de plusieurs exons alternatifs
non-traduits en 5” améne une nouvelle dimension au contrdle transcriptionnelle de la LHS.
Ceci suggere que la transcription de la LHS répond a un mécanisme complexe. Ce contrdle
doit étre précis et coordonné car un petit changement dans la quantité de protéines
produites engendre un effet décuplé sur la lipolyse. Des études sur la régulation
transcriptionnelle et sur la caractérisation des différents isoformes d'ARNm seront toutefois
requises pour déterminer quels mécanismes sont mis a profit dans différentes situations
physiologiques telles le développement, la grossesse, ['hibernation et la nutrition ou méme
dans quelques situations pathologiques telles I'hypertriglycéridémie et la cachexie présente

dans certaines phases de cancer.
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4.2 Caractérisation de souris surexprimant Ia LHS humaine

Des études in vifro ont montré que I’activité de la LHS pouvait étre augmentée de 2 a 4 fois
aprés phosphorylation dans des extraits cellulaires d’adipocytes (Nilsson et al. 1980). En ce
qui concerne des adipocytes intacts, une augmentation de plus de 50 fois est observée pour
Pactivité¢ de la LHS suite a Pinduction de la phosphorylation (Stralfors et al. 1996).
Sztalryd er al. (1995) ont montré que la surexpression de la LHS dans des cellules
adipeuses en culture favorise une déplétion marquée des réserves de triglycérides. La
surexpression de la LHS dans les cellules a donc un effet similaire & ’activation de la LHS
par phosphorylation, les deux menant & une augmentation de la quantité d’enzyme active
dans la cellule. II existe certaines différences entre les modéles expérimentaux exploités.
D’un cdté, les extraits cellulaires permettent des études enzymatiques plus simples mais ne
peuvent refléter fidélement I’effet des multiples composantes cellulaires et
compartimentations intervenant dans le controle de la LHS. D’un autre coté, 1’étude de
cellules adipocytaires intactes, bien qu’ayant conservé une structure cellulaire adéquate, ne
subissent plus les effets neuroendocriniens ou de modulateurs sanguins qui affectent
directement (par une cascade de signalisation) ou indirectement (en affectant le contenu de
la cellule) ’activité de la LHS dans les adipocytes. C’est pour faire face a ces différents
obstacles et interférences que I’étude d’un modéle animal a été choisie dans notre
laboratoire pour compléter les études enzymatiques et cellulaires précédentes. Ce modéle a
I’avantage d’offrir un contexte physiologique intégré permettant de connaitre plus

précisément les effecteurs physiologiques de la LHS.

Dans le but d’examiner le role de la LHS dans son contexte physiologique, des souris
transgéniques surexprimant la LHS humaine & divers degrés ont été créées dans notre

laboratoire.
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4.2.1 La surexpression de la lipase hormono-sensible humaine (de type sauvage)

Le geéne de la LHS humaine a été intégré dans le génome d'une lignée murine désignée A
(transgene de type sauvage). Ce fut la seule lignée qui a pu étre créée jusqu'a maintenant

pour des raisons qui ne sont pas encore connues.

Lors de la caractérisation primaire, le niveau d’expression de la LHS a été déterminé. Une
hausse d’environ 60 % du niveau ’ARNm de la LHS a été mesurée chez les souris de la
lignée A par rapport a leur congénéres témoins. Pour déterminer si cette hausse
d’expression produit une augmentation correspondante de la protéine active, I’activité
enzymatique de la LHS a ét¢ mesurée. Ces essais ont montré que Dactivité catalytique
totale de la LHS se situe autour de 13 pmol/min/mg par rapport & 7 pumol/min/mg chez les
souris témoins. Cette augmentation de prés de 100 % de Pactivité catalytique excéde celle
de PARNm (60 %). Ces résultats divergent quelque peu de ce qui a été rapporté
précédemment concernant la concordance entre ’expression, la quantité de protéines et

activité enzymatique de la LHS chez des sujets humains (Large et al., 1988).

Ces résultats suggérent que la LHS pourrait subir un contrdle post-traductionnel négatif en
situation normale. Il faut toutefois noter que I’augmentation de I’expression que nous avons
produit chez les souris transgéniques est artificielle, contrairement a ce que Large et al. ont
observé chez leurs sujets ou les différences d’expression restent a I’intérieur des limites
physiologiques. II sera intéressant de quantifier par gel de western la quantité de protéine
LHS a l’aide d’un anticorps spécifique. La production d’anticorps polyclonaux a été
accomplie et la mise au point des conditions pour I’expérimentation a été débutée lors de

mon séjour dans le laboratoire.

En ce qui concerne la physiologie de ces souris, les courbes de poids suggérent que
’augmentation du niveau d’expression de la LHS entraine une réduction importante dans la
masse corporelle des souris exprimant le transgéne de type sauvage a six mois (méles : 8,6
%, femelles : 14,8 %). Ces données concordent avec les mesures de la lipolyse
adipocytaire, ol nous avons démontré qu’un accroissement de ’expression de la LHS de

type sauvage favorise une augmentation significative du taux de lipolyse adipocytaire aprés
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stimulation, allant jusqu’a six fois le niveau de la lipolyse basale. Ceci est tout de méme
inférieur a I’augmentation de 50 fois observée dans les adipocytes intacts (Stralfors et al.,

1995). Cette divergence est difficile a expliquer.

Le taux d’acides gras libres sanguins de ces animaux n’a pas été mesuré jusqu’a
maintenant, mais on peut s’attendre a une augmentation réciproque des acides gras
sanguins et & la mise en place de mécanismes compensatoires, comme une augmentation du
niveau d’insuline sanguine (hormone antilipolytique) ou une diminution d’expression des

récepteurs [3; adrénergiques a la surface des adipocytes.

L’étude sommaire de la morphologie des adipocytes n’a montré aucune différence par
rapport a des cellules contrdles tel qu’on pouvait s’y attendre suite 4 une lipolyse
augmentée. Les différences sont peut-€tre trop petites pour étre détectées de cette fagon.
L’augmentation de I’expression de la LHS n’a peut-étre pas un effet considérable en
situation physiologique basale mais interviendrait de fagon plus importante lors d’une

stimulation lipolytique soutenue.

4.2.2 La surexpression de la LHS humaine contenant la mutation S554A

Des études in vitro ayant suggéré que la phosphorylation de la sérine 565 de la LHS de rat
diminuerait I'activité catalytique de la LHS (Hardie ef al., 1997), nous avons provoqué un
changement d’acide aminé a la position correspondante de la LHS humaine, produisant
’expression d’une alanine a la position 554. Ceci avait pour but de contourner le contrdle
négatif initié par la phosphorylation de ce résidu et de favoriser I'activation de I’enzyme.
Sept lignées murines ont €té générées avec divers degré d'expression transgénique. Les
lignées exprimant les plus hauts niveaux ' ARNm LHS sont les lignées E, B et C. Avec
’expression de la LHS endogene, ceci correspond a des augmentations d’environ 140 %,
130 % et 90% du niveau observé chez les animaux témoins. Les niveaux d’ARNm dans les
adipocytes des autres lignées sont plus discrets, correspondant & des hausses de 60 % pour
la lignée G, 50 % pour F et 9 % pour D. Il y a une certaine tendance a la diminution de la
quantit¢ d’ARNm endogéne pour les groupes exprimant la plus grande quantité de

transgene. Il est plausible qu’il s’agisse d’un contrdle rétroactif négatif qui empécherait une
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trop grande expression de la LHS et subséquemment une déplétion des réserves de

triacylglycérols dans les adipocytes, mais ceci reste & vérifer.

L’augmentation de la quantité d’ARNm est accompagnée d’une augmentation importante
de l'activité¢ enzymatique de la LHS, allant jusqu’a 4 fois le niveau d’activité moyen
observé chez les souris témoins pour les lignées B et C. Le cas de la lignée E est différent
car malgré une trés forte expression transgénique, I"activité enzymatique est trés basse. Il
sera nécessaire d’effectuer d’autres essais pour confirmer ce phénomeéne. Les lignées D, F
et G, qui produisent une quantité totale I’ ARNm trés semblable, montrent aussi une
activité catalytique semblable. Tout comme pour les souris avec le transgéne de type
sauvage, l'augmentation de I'activité est plus importante que 1'augmentation des niveaux

d’ARNm et pourrait s’expliquer de la méme fagon.

Les acides gras libres subissent une Iégére augmentation accompagnée d'une hausse des
triglycérides sanguins. Cette 1égére hausse des acides gras libres retrouvés dans le sang
n'est pas concomitante a une lipolyse accrue. Il n'y a pas de différences significatives entre
les souris S565A et les souris témoins en ce qui concerne la lipolyse basale et stimulée. De
plus, la taille et la morphologie des cellules ne sont pas significativement différentes des
cellules témoins. Par contre, le niveau sanguin de la leptine est diminué chez les souris
S554A, indiquant que la taille et le contenu des adipocytes ont pu varier d'une fagcon qui n'a
pu étre décelée au microscope. Cette hypothése vaudrait aussi pour les souris avec le
transgene de type sauvage. En ce qui concerne la masse corporelle, les souris des
différentes lignées transgéniques mutantes n’ont pas été analysées séparément. En
moyenne, les femelles de six mois ont un poids qui est inférieur de 7 % par rapport a leurs
vis-a-vis, tandis que les maéles ne montrent aucune diminution significative de masse

corporelle aprés 6 mois si on les compare avec le groupe témoin pairé.
4.2.3 Comparaison
Les résultats concernant les souris exprimant la LHS humaine de type sauvage et avec la

mutation S554A différent en plusieurs aspects. Comparativement aux souris avec le

transgéne de type sauvage, les souris transgéniques S554A subissent moins l'effet de la
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surexpression de la LHS, pourtant plus importante dans plusieurs lignées étudides.
L'influence du transgene sur la lipolyse adipocytaire stimulée représente probablement un
des effets les plus marquants. La stimulation de la lipolyse des souris S554A est en méme
proportion que celle des adipocytes, tandis que 1'expression du transgéne de type sauvage
hausse drastiquement les taux de lipolyse adipocytaire aprés induction. Ceci se refléte
partiellement dans la masse corporelle des différents groupes de souris. Les souris avec le
transgeéne de type sauvage sont celles qui atteignent la plus petite taille & des 4ges donnés.
Les souris femelles S554A ont une taille intermédiaire aux souris avec le transgéne sauvage
et les souris témoins mais pas les souris méles, de méme taille que les souris témoins. Au
niveau moléculaire, une diminution encore plus marquée de la quantité du messager
endogeéne est observée par rapport a la quantité de transgéne exprimée pour le groupe avec
le transgéne de type sauvage (A) que pour les souris S554A. Finalement, le ratio activité
catalytique/quantité d’ARNm est plus élevé chez les souris des lignées B et C

comparativement a la lignée A, mais les autres lignées mutantes sont semblables.

4.2.4 Mutation S554A

Nos études ont montré que I'insertion de la mutation S554A dans le géne de la LHS
humaine améne une augmentation de I’activité catalytique contre les esters de cholestérol
de I’ordre de 2 4 5 fois. Anthosen et al. (1998) ont réalisé une observation dans le méme
sens. Ils ont modifié plusieurs sites putatifs de phosphorylation dans I’ADNc de la LHS de
rat (dont la mutation S565A correspondant a4 S554 de la LHS humaine), pour transfecter
des cellules COS et des cellules SF9. L’insertion de la mutation S565A a provoqué une
augmentation de Iactivité catalytique contre la trioléine d’environ 80 %. Par contre, Shen
et al. (1998) ont obtenus des résultats contradictoires. En transfectant de fagon stable des
cellules CHO avec la région codante de la LHS de rat contenant la mutation S565A, ils ont
noté une diminution de l’activité catalytique contre les esters de cholestérol, les
triacylglycérols et les diacylglycérols. Lors des mémes expérimentations, les mutations de
la sérine du site actif de méme que de la sérine activatrice 563 ont provoqué elles aussi une

inhibition de I’activité catalytique.
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Il est difficile d’expliquer I’étendue des variations d’activité catalytique entre les
différentes expérimentations. L’utilisation de différents substrats ne semble pas étre la
cause majeure de ces divergences car Shen ef al. ont employé trois types de substrats pour
en arriver aux mémes conclusions. L’utilisation de types cellulaires différents pourrait
représenter 1’explication la plus probable 4 premiére vue. Anthosen et al. ont employé des
cellules COS et SF9, différentes morphologiquement et fonctionellement des cellules ot est
naturellement exprimé la LHS. Notre modgle, les cellules adipeuses de souris transgéniques
permet probablement de mieux étudier I’influence de cette mutation sur I’activité de la
LHS dans le tissu adipeux puisque la LHS se retrouve dans son milieux naturel. Shen ef ai.
ont employé des cellules CHO. II a été mentionné dans le chapitre 1 que la LHS est
exprimée dans les ovaires chez le rat. De plus, la surexpression de la LHS dans ces cellules
affecte le métabolisme du cholestérol (Kramer FB ef al., 1997). Il est probable que la LHS
y subisse l'influence de certaines protéines, susbtrats ou autres molécules dans cet
environnement qui se répercuterait sur son activité catalytique. Les mécanisme d’activation
de la LHS sont relativement peu connu et pourraient différer d’un type cellulaire a I’autre.
Une purification partielle ne faisant pas varier les résultats d’Anthosen ef al., une
modification précédente ou alors la présence de modulateurs spécifiques aux types
cellulaires dans les extraits cellulaires pourraient du moins en partie expliquer les

différences observées entre les expérimentations.

D’un autre coté, le peu d’effet de la surexpression de la LHS mutante (S554A) chez les
souris transgéniques et surtout le fait qu’a concentrations moindres, la protéine
transgénique de type sauvage génére des effets plus marqués sur la lipolyse stimulée, sur le
poids corporel et peut-étre sur le contréle rétroactif négatif de la transcription proposé
mettent en doute le réle du site putatif de régulation négative par phosphorylation S554.
Ces constatations rejoignent celles de Shen er al. (1998). Les résultats rapportés par Shen et
al. (1998) et ceux rapportés ici pour les souris transgéniques suggérent donc que le modéle
proposé pour la régulation a court terme de la LHS par la phosphorylation réciproque et
exclusive des sérines 552 et 554 (chez I’humain) soit beaucoup plus complexe que le
modgle & deux sérines, I’une activatrice et I’autre inhibitrice. La découverte de plusieurs

autres sites de phosphorylation affectant de fagon encore plus importante Pactivation de la
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LHS (Anthosen et al., 1998 et 1997) alimente I’hypothése d’une régulation d’un degré de

complexité supérieur.

L’implication de la compartimentation cellulaire dans ’activité de la LHS a été suggérée
par les expériences de Egan et al. (1992) proposant que la localisation cellulaire de la LHS
dépende de la stimulation lipolytique de la cellule. Aussi, la découverte des périlipines,
dont la localisation est influencée par leur degré de phosphorylation et de fagon inverse a la
LHS, est un autre €lément en faveur d’un modéle de régulation par compartimentation. Les
phosphorylations n’activeraient pas la LHS directement in vivo, mais provoqueraient plutdt
sa répartition dans la cellule pour lui permettre d’atteindre ses substrats. Ceci est aussi
suggeré par le fait que lorsque I’on détruit la structure cellulaire par sonication, I’activité de
la LHS est augmentée, sans stimulation lipolytique ou phosphorylation provoquée (Egan et
al., 1992).

4.2.5 Conclusion de la caractérisation de souris transgéniques surexprimant la LHS

humaine

En confrontant nos observations sur les souris transgéniques aux données impliquant la
protéine ou les cellules isolées, nous avons pu montrer que les effets de la surexpression de
la LHS dans le tissu adipeux de souris sont relativement discrets. Cette divergence entre les
modeles peut s'expliquer de fagon globale par le fait que les souris transgéniques sont des
systémes intégrés présentant des niveaux de complexité supérieurs. A chaque niveau
biologique additionnel, il y a des facteurs supplémentaires qui interviennent et qui peuvent
influencer la lipolyse de nombreuses fagons. Un de ces niveaux de complexité pourrait
concerner la régulation post-traductionnelle de la LHS. L’activité de la LHS étant finement
régulée par phosphorylation, il est probable que 1’augmentation de la quantité de protéines
totales ne soit pas proportionnelle a la quantité de protéines actives. Il pourrait exister un
pool de LHS qui aurait besoin d’une activation quelconque pour acquérir son activité
catalytique compléte ou pour atteindre ses substrats. Une donnée en faveur de cette
hypothese est le fait que seule la lipolyse stimulée par un agoniste B; adrénergique est
augmentée par la surexpression de la LHS. Une autre explication possible est que la LHS

ne serait recrutée que dans certaines situations, le reste de 1’action lipolytique basale étant
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accompli par une ou d’autres lipases n’ayant pas encore été caractérisées. Finalement, des
facteurs extérieurs a la cellule adipeuse, qui ne se retrouvent pas dans les autres modéles

simplifiés, pourraient jouer un rdle important dans le contréle de la lipolyse adipocytaire.

Jusqu'a maintenant, nos résultats concernant les modéles transgéniques ont permis
d’observer I’effet d’une surexpression de la LHS dans un organisme entier et de
questionner le role de la sérine 554 dans la régulation a court terme de la LHS. Les résultats
de I’analyse de la mutation S554A, de concert avec les données recueillies par Shen ef al.
(1998), remettent en question le modéle prévalant présentement quant 4 la régulation de la
LHS. La translocation réciproque de la LHS et des périlipines suite & des phosphorylations
spécifiques effectuées par la PKA est une découverte assez récente et pourrait constituer
I’élément de régulation le plus important dans la lipolyse adipocytaire, la quantité totale de

LHS relevant une importance moindre que la quantité de LHS ayant subi une translocation.

Le matériel et les techniques sont maintenant disponibles pour une exploration plus
approfondie des effets d'une surexpression de la LHS lors de variations physiologiques et
lors de certaines pathologie telles I'obésité. Ainsi, en imposant certains changements
physiologiques par l'alimentation, l'exercise ou par l'administration de composés
pharmacologiques, il sera possible de mieux évaluer le role de la lipolyse effectuée par la

LHS dans ces situations.
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Annexe I

Exemple de calculs pour la détermination du niveau d’activité enzymatique de la LHS

3000 désintégrations/min = 50 désintégration/sec = 50 Becquerels

#dpm / 60 = concentration du produit en pmol
3700 x radioactivité spécifique

radioactivité spécifique du cholestérol oléate = 56 mCi/mmol

2010 dpm
60 sec/min = 50 dps = 0,162 x 10° pmol = 0,162 nmol

3700 Bq/uCi x 56 uCi/pmol 3700 Bq x 56pumol™

(concentration du produit) x 1000 pl/ml =
(radioactif/non-radioactif) x (temps d’incubation) x (volume de I’échantillon) x
(concentration de protéines) x (fraction recueillie)

(0,162 nmol) x (1000 pul/ml) = 25,9 nmol/min/mg
(0,0055) x (60 min) x (20 pl) x (1,9 mg/ml) x (0,75ml/1,5ml)
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Annexe II

Calculs de conversion dans la mesure de la lipolyse adipocytaire

Volume d'une seule cellule (V) =D*/6 (D=diamétre)

Contenu en lipides d'une cellule (F, pg) = V x 0,915/10°

Glycérol (ug)/100ml de cellules (C)
= 2,29 X Doéchantillon/DOstandard /20x 1000 x 92,09/ 106 x 500

= DOschantition/DOstandard X 5,27

Contenu en triglycérides (mg) / 100 ml de cellules (T)
= 2,29 X DOéchanﬁl]on/DOmdardX 0,4 x 10x 935,5
= 8605,82 x DOgchantilon/DOstandard

Nombre de cellules adipeuses (N) / 100 pul = T/F
Glycérol (ug)/10° cellules = C x 10%/N
Masse moléculare : Acide oléique = 282,47 g

Glycérol =92,09 g
Triglycérides = 935,5 g
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