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i
RESUME

Les agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes-y
(PPAR-y) sont utilisés en clinique pour le traitement de la résistance & 'insuline et du
diabéte de type 2. En plus de favoriser I'amélioration de la sensibilité a I'insuline, ces
agonistes induisent de profondes modifications du métabolisme des lipides. Entre autres,
ces composés augmentent |'accumulation des graisses dans le tissu adipeux blanc sous-
cutané et diminuent leur accumulation dans le tissu adipeux blanc viscéral. Aussi, ces
agonistes réduisent les triglycérides (TG) et les acides gras libres (AGL) circulants. Les
mécanismes impliqués dans ces effets ne sont pas parfaitement élucidés. Les travaux décrits
dans cette thése montrent chez le rat que I'agonisme de PPAR-y augmente I’accumulation
des praisses dans le tissu adipeux sous-cutané en augmentant la différenciation adipocytaire
¢t I"expression/]'activité des déterminants métaboliques impliqués dans la captation et la
rétention des lipides. Dans le tissu adipeux viscéral, ces déterminants n’ont pas été
fortement affectés par le traitement. La dissipation de I'énergie et I'oxydation des lipides
fut préférentiellement induite dans le tissu adipeux viscéral, contribuant ainsi a réduire
I"accrétion des lipides dans ce tissu. Ces travaux montrent que |'augmentation de I"activité
de la lipase lipoprotéique (LPL) dans le tissu adipeux sous-cutané et le tissu adipeux brun
contribue fortement & I"augmentation de I’accumulation des graisses dans ces tissus et 4 la
réduction de la triglycéridémie. Ces études soulignent le réle majeur du tissu adipeux brun
dans I"amélioration de la lipémie chez les rongeurs traités avec des agonistes PPAR-y. Bien
que la LPL du tissu adipeux soit importante dans l'effet hypotriglycéridémiant des
agonistes PPAR-y, les études décrites dans cet ouvrage montrent que sa présence n’est pas
essentielle 4 cet effet. En absence de LPL, la réduction des AGL causée par I’augmentation
de la rétention des lipides dans les tissus adipeux a réduit 1'accumulation des lipides dans le
foie, le potentiel de sécrétion des TG et la triglycéridémie. L'amélioration de I'effet anti-
lipolytique de I'insuline et "augmentation de |’expression des geénes impliqués dans
I’estérification et le recyclage des acides gras dans le tissu adipeux ont contribué a réduire
les AGL. Cette diminution s’est produite malgré le fait que 1’agonisme de PPAR-y a
augmenté le potentiel lipolytique du tissu adipeux en stimulant I'expression des lipases

impliquées dans ce sentier métabolique.
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ABSTRACT

Peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) agonists are used clinically
for the treatment of insulin resistance and type 2 diabetes. In addition to improving insulin
sensitivity, these agonists induce profound changes in lipid metabolism. Indeed, PPAR-y
agonists increase lipid accumulation in subcutaneous fat and reduce lipid deposition in
visceral fat. Concomitantly with these changes, PPAR-y agonism reduces circulating
triglycerides (TG) and non-esterified free fatty acids (NEFA). The precise mechanisms
involved in these effects are not known. The work presented in this thesis shows in rats that
PPAR-y agonism increases lipid accumulation in subcutaneous fat by increasing adipocyte
differentiation and the expression/activity of determinants of lipid uptake and retention. In
visceral fat, these determinants were not strongly affected by the treatment. In this tissue,
energy dissipation and lipid oxidation were preferentially increased, contributing to reduce
fat accretion in visceral depots. We show here that PPAR-y agonists increased lipoprotein
lipase (LPL) activity especially in subcutaneous and in brown adipose tissues and that this
effect was strongly associated with the stimulation of fat accretion in these depots and with
the reduction in circulating TG, This work underlies the major role of brown adipose tissue
in the hypolipidemic effect of PPAR-y agonism in rodents. Although adipose tissue LPL is
important for the reduction in circulating TG in PPAR-y agonist-treated animals, some
observations indicate that LPL is not essential in this effect. In mice lacking LPL in fat and
muscles, the stimulation of NEFA uptake and retention in adipose tissue reduced lipid
accumulation in the liver, TG secretion potential and triglyceridemia. The improvement of
insulin’s anti-lipolytic action and the stimulation of the expression of genes involved in
fatty acid esterification and recycling contributed to reduce circulating NEFA. This effect
occurred even if PPAR-y agonism strongly increased the expression of the lipases involved

in TG breakdown in adipose tissue.
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AVANT-PROPOS

Le présent ouvrage est déposé 4 la Faculté des études supérieures de |"Université
Laval pour !'obtention du dipléme de Philosopha& Doctor és Sciences (Ph.D.).
Généralement, cette thése porte sur 1"étude du métabolisme lipidique lors de la stimulation
de PPAR-y. Les études décrites dans cet ouvrage s'attardent spécifiquement aux
mécanismes impliqués dans la redistribution du tissu adipeux et dans I'amélioration de la
lipémie postprandiale par les agonistes PPAR-y. La thése contient une introduction générale
rédigée en frangais portant sur le métabolisme des triglycérides et des acides gras libres
circulants, sur les mécanismes impliqués dans le développement de la résistance 4 I’insuline
et du diabéte de type 2, et sur le mode d’action des agonistes PPAR-y. Les chapitres 1 4 6
constituent le corps de |'ouvrage et relatent en détail les travaux de recherche réalisés pour
cette thése. Ces chapitres sont rédigés en anglais sous forme d’articles scientifiques tels
qu’ils ont été présentés ou seront présentés aux éditeurs en vue de leur publication, selon
les exigences éditoriales spécifiques des revues, Finalement, une conclusion termine cette
thése en résumant les principaux résultats obtenus et en discutant des voies futures 2
explorer susceptibles d’améliorer la compréhension des mécanismes d’action des agonistes

PPAR-y sur le métabolisme du tissu adipeux et des lipides circulants.
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INTRODUCTION



1. Obésité, résistance i I'insuline et diabéte de type 2

1.1 Introduction

L’obesité est un probléme de santé majeur qui a atteint au cours des derniéres
décennies des proportions épidémiques. En 2004, il a été¢ estimé que prés de 60% de la
population canadienne souffrait de surplus de poids ou d’obésité (Statistique Canada,
2004). La méme tendance a ét¢ observée dans la plupart des pays industrialisés (James,
2004). Les conséquences de 1'obésité sur la santé publique sont considérables. En effet,
cette condition est directement responsable de ['augmentation de l'incidence de la
résistance & I'insuline, du diabéte de type 2, des maladies cardiovasculaires, de certains
types de cancers et de la mort prématurée (US Department of Health and Human Services,
2001). Au tournant des années 2000, des études chiffraient & 171 millions le nombre de
diabétiques de type 2 dans le monde. Il est estimé que ce nombre doublera d'ici 2030 pour
atteindre 366 millions d'individus (Wild er al, 2004). Dans ce contexte, 1’étude des
mécanismes liant 1'obésité, la résistance 4 I'insuline et le diabéte de type 2 est primordiale
afin de développer des outils permetiant de prévenir ou de mieux traiter les conséquences

néfastes de ces pathologies.

1.2 Mécanismes liant I’obésité, la résistance a ’insuline et le diabéte de type 2

La résistance 4 l'insuline observée chez les personnes obeéses et les individus
diabétiques de type 2 est caractérisée par I'incapacité des tissus ciblés par I'insuline de
répondre normalement 4 'action de cette hormone (Petersen et Shulman, 2002). Pour
maintenir une glycémie normale en présence de résistance & |’insuline, les cellules-fi du
pancréas augmentant la sécrétion d’insuline. Chez les patients diabétiques de type 2, la
résistance 4 |’insuline précéde le diagnostic de cette maladie de dix ou vingt ans (Warram et
al., 1990). Suite 4 cette longue période de compensation par les cellules-fi, ’intolérance au
glucose finit par se développer malgré les niveaux élevés d’insuline. Cette progression est

le résultat de la détérioration du profil métabolique et de I'amplification de la résistance des



tissus a |'action de I'insuline. Finalement, la détérioration progressive de la sécrétion
d’insuline causé par la défaillance des cellules-f provoque la transition de I'insulino-

résistance vers le diabéte de type 2.

L accumulation du tissu adipeux, qui définit I’obésité, joue un réle central dans le
développement de la résistance 4 I'insuline et du diabéte de type 2. Il est maintenant bien
connu qu’en plus de voir au stockage des triglycérides, le tissu adipeux exerce une fonction
endocrinienne affectant profondément la sensibilit¢é 4 I'insuline et |’homéostasie
métabolique (Kershaw et Flier, 2004; Trujillo et Scherer, 2006). Quelques-uns des facteurs

produits et sécrétés par le tissu adipeux (adipokines) sont présentés dans la figure 1.

Les acides gras (AG) libérés par les adipocytes lors de la lipolyse sont suspectés de
jouer un réle de premier plan dans le développement de la résistance & I'insuline.
L"hypertrophie et I"hyperplasie adipocytaire, de méme que la réduction de I’action anti-
lipolytique de I'insuline, contribuent a I"augmentation des niveaux circulants d’acides gras
libres (AGL) chez les obéses (Van Gaal et al., 2006). L’augmentation du contact entre les
AGL et le foie, le muscle squelettique et le pancréas favorise I'accumulation de dérivés
lipidiques (diacylglycérol, acyl-CoA a longues chaines, céramides) dans ces tissus (Cooney
et al., 2002; Assimacopoulos-Jeannet, 2004). Ces produits réduisent la sensibilit¢ a
I’insuline en stimulant I’action de sérine/thréonine kinases reconnues pour phosphoryler en
sérine et inactiver les substrats du récepteur a I'insuline (IRS, insulin receptor substrate) -1
et -2 (Shulman, 2000). La réduction de "activité d’IRS-1 et IRS-2 diminue ’activation de
la phophatidylinositol-3 kinase (PI3K), ce qui empéche |"activation normale de la cascade
signalétique activée par la liaison de I’insuline & son récepteur. Cet effet diminue le
recrutement des transporteurs de glucose 4 (GLUT#4) et I'entrée du glucose dans les cellules
du muscle et du tissu adiepeux. Il est aussi connu que les dérivés lipidiques favorisent

I"apoptose des cellules-f3 du pancréas (Assimacopoulos-Jeannet, 2004).



acides gras
adipanectine

AGT

IL-8
leptine
MCP-1
MO

PAI-1
RBP-4
resistine
THNF-a
TGF-B
VEGF

autres. .

®

Figure 1. Principales adipokines libérées dans la circulation par le tissu adipeux ayant des
effets sur le métabolisme d’autres cellules, tissus ou organes.

Abréviations: angptl-4, angiopoietin-like protein-4, AGT, angiotensinogen; ASP, acylation-
stimulating protein; 1L-6, interleukin-6; MCP-1, monocyte chemoatiractant profein-1; NO, nifric
oxide; PAl-1, plasminogen aciivaior inhibitor-1;, RBP4, retinol binding protein-4; TNF-w, tumor
necrosis factor-c;, TGF-B, transforming growth factor-fi, VEGF, vascular endothelial growth
Sactor. Pour la traduction frangaise, voir a section Liste des abréviations.

Plusieurs protéines produites et libérées par le tissu adipeux sont pergues comme
des cibles possibles pouvant lier I'obésité au développement de la résistance a 'insuline.
De ces protéines, |'adiponectine est un candidat particuliérement intéressant.
L adiponectine influence la sensibilité a4 1'insuline en favorisant 1’oxydation des lipides et
en réprimant la production hépatique de glucose par des mécanismes dépendants de la
protéine  kinase activée par ["adénosine monophosphate (AMPk, adenosine
monophosphate-activated protein kinase) (Berg et al., 2001; Combs ef al., 2001; Yamauchi

ef al., 2002). 1. ’étroite association entre I"hypoadiponectinémie observée chez les obéses et



la résistance a 'insuline de méme que le diabéte de type 2 suggére un rble central de cette
adipokine dans le maintien de I"homéostasie métabolique et énergétique (Weyer ef al,
2001). La leptine, qui est produite en fonction des réserves de tissu adipeux, est une autre
adipokine reconnue pour influencer positivement la sensibilité & 1'insuline en réduisant la
prise alimentaire et en stimulant 'oxvdation des lipides dans les tissus périphériques
(Kershaw et Flier, 2004). Chez I'obese, il est connu que des mécanismes menant a la
résistance a la leptine prennent place et contribuent a augmenter 1’accumulation des lipides
dans les tissus et la résistance a I"insuline (Unger, 2002, 2003). La récente découverte de
I'induction de la résistance & I'insuline par la protéine de liaison au rétinol-4 (RBP-4,
retinol binding protein-4) , une protéine produite par le tissu adipeux se retrouvant en forte
concentration plasmatique chez les obéses, montre que cette adipokine pourrait aussi faire

le lien entre I'obésité et la résistance & 'insuline (Yang er al., 2005).

L tissu adipeux est un organe complexe composé entre autres d’adipocytes, de pré-
adipocytes, de cellules endothéliales, de cellules stromales, de monocytes et de
macrophages (Wellen et Hotamisligil, 2003). Ces derni¢res années, il a été découvert
qu'une forte infiltration de macrophages se produit dans le tissu adipeux de plusieurs
modeéles de souris obéses (Weisberg et al., 2003; Xu er al., 2003b). La colonisation du tissu
adipeux par les macrophages, un phénoméne qui est amplifié par la production de la
protéine attractrice des monocytes-1 (MCP-1, monocyte chemoattractant profein-1) (Kanda
el al., 2006; Weisberg er al., 2006), contribue 4 la surproduction par le tissu adipeux de
cytokines pro-inflammatoires telles le facteur de nécrose tumoral-a (TNF-a, fumor
necrosis factor-a) et I'interleukine-6 (IL-6). 1l est maintenant bien connu que ces cytokines
favorisent le développement de la résistance a 'insuline en stimulant la lipolyse du tissu
adipeux et en inhibant directement la signalisation de 1'insuline (Green er al, 1994;
Hotamisligil er al, 1994; Gasic er al, 1999). Bien que les causes précises menant a
I’infiltration des macrophages dans le tissu adipeux et i I'inflammation chronique ne soient
pas encore élucidées, il reste que ces éléments représentent d’importants mécanismes
pouvant lier I'obésité au développement de la résistance & 'insuline et du diabéte de type 2
(Wellen et Hotamisligil, 2003; Neels et Olefsky, 2006).



La distribution des graisses entre les dépbts adipeux périphériques (sous-cutanés) et
les dépdts adipeux centraux (viscéraux) joue un role de premier plan dans le développement
de la résistance 4 'insuline et du diabéte de type 2. Plusieurs études ont montré que les
individus ayant une importante accumulation de graisses viscérales sont plus a risque de
développer le diabéte de type 2 et des maladies cardiovasculaires que des individus de
méme poids qui accumulent leurs graisses dans les tissus adipeux sous-cutanés (Kissebah et
al , 1982; Krotkiewski ef al., 1983; Kannel er al., 1991). Les adipocyies des dépdts adipeux
viscéraux sont reconnus comme étant moins sensibles 4 [Paction anti-lipolytique de
I'insuline et plus sensibles & 'action des catécholamines que les adipocytes isolés des
dépdts adipeux sous-cutanés (Lewis er al., 2002). Ainsi, I'accumulation préférentielle des
graisses dans le tissu adipeux viscéral méne a I'élévation des niveaux d’AGL en circulation
et favorise la déposition ectopique des lipides dans les tissus (muscle squelettique, foie,
cellules-p du pancréas), ce qui favorise le développement de la résistance 4 ["insuline
(Shulman, 2000; Lewis e/ al., 2002). De plus, le fait que le tissu adipeux viscéral soit
intimement lié au foie via la veine porte expose cet organe a de grandes quantités d”AGL.
Cette situation exacerbe les effets néfastes des lipides sur le foie et contribue 4 augmenter la
production hépatique de glucose et la sécrétion des triglycérides (TG) (Després et Lemieux,
2006). 11 a aussi été démontré que le tissu adipeux viscéral sécréte plus de cytokines pro-
inflammatoires que le tissu adipeux sous-cutané (Lyon er al., 2003). Cet effet pourrait étre
une conséquence directe d’une infiltration de macrophages plus importante dans le tissu
adipeux viscéral (Cancello ef al., 2006; Van Gaal ef al., 2006).



2. Métabolisme des lipoprotéines riches en triglycérides et des acides gras libres

2.1 Lipoprotéines riches en triglycérides

Bien que les AG représentent une source importante d'énergie, leur métabolisme
cellulaire doit étre strictement contrélé. En effet, les AG se retrouvant libres de toute
estérification sont la cause d’effets cytotoxiques majeurs menant au dysfonctionnement de
plusieurs types cellulaires (Schaffer, 2003). Ainsi, ces derniers sont estérifiés lors des
diverses étapes de leur métabolisme. L'une des formes biologiques majeures sous
lesquelles se retrouvent les AG est le triacylglycérol ou le triglycéride (TG). Les TG sont
formés par I'estérification de trois AG sur une molécule de glycérol. Bien que les TG
permettent le stockage des AG sous une forme biologiquement inerte, ces molécules sont
extrémement hydrophobes, ce qui rend leur solubilisation et leur transport dans la

circulation sanguine difficile.

Les lipides neutres sont solubilisés et transportés dans la circulation sanguine sous
forme de complexes sphériques nommeés lipoprotéines. Le coeur des lipoprotéines est
formé d’un noyau hydrophobe composé essentiellement de TG et d’esters de cholestérol.
La partie externe est pour sa part formée d'une couche de phospholipides et de cholestérol
non estérifié dans laquelle s'imbriquent des protéines spécifiques, les apolipoprotéines
(Genest, 2003). Les apolipoprotéines servent a établir le destin métabolique des
lipoprotéines en favorisant le maintien de leur structure, en permettant ’activation ou
"inhibition d’enzymes impliquées dans leur métabolisme et en facilitant leur interaction
avec des récepteurs spécifiques. De par leur composition en lipides et protéines, cing
classes de lipoprotéines ont été répertoriées et classées selon leurs propriétés physico-
chimigues. Ces différents groupes sont : les chylomicrons, les lipoprotéines de trés basse
densité (VLDL, very low density lipoprotfeins), les lipoprotéines de densité intermédiaire
(IDL, intermediate density lipoproteins), les lipoprotéines de basse densité (LDL, Jow
density lipoproteins) et les lipoprotéines de haute densité (HDL, high density lipoproteins).
De ces groupes, les chylomicrons et les VLDL représentent les principaux transporteurs de

TG (Genest, 2003). Comme le présent ouvrage porte en partie sur I’'impact des agonistes



des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes-y (PPAR-y, peroxisome
proliferator-activated receptor-y) sur le métabolisme des TG circulants, seules les
caractéristiques spécifiques aux chylomicrons et aux VLDL seront abordées en détail dans

les prochaines sections.

2.1.1 Les chylomicrons

Les chylomicrons sont des lipoprotéines impliquées dans le transport et la diffusion
des lipides exogeénes dans I'organisme. Ces lipoprotéines produites dans ['intestin
transportent en leur centre lipidique des quantités importantes de TG issus de la digestion

des lipides alimentaires.

A la suite du repas, plusieurs lipases contribuent a la dégradation des lipides
alimentaires. De ces lipases, notons entre autres les lipases gastrique et pancréatique, la
cholestérol estérase pancréatique et la phospholipase pancréatique A Ces enzymes
catabolisent respectivement I'hydrolyse des TG, des esters de cholestérol et des
phospholipides & divers endroits du tractus gastro-intestinal. Les AG, le cholestérol et les
lysophospholipides ainsi produits, qui sont alors émulsifiés sous forme de micelles avec les
sels biliaires, traversent ensuite la membrane des entérocytes (Shen er al, 2001). A
I'intérieur de I"entérocyte, les AG sont pris en charge par les protéines de liaison des acides
eras (FABP, fanty acid binding protein) (Storch et Thumser, 2000). Les acides gras 4
courtes chaines (moins de 12 carbones) traversent I’entérocyte par voie passive el sonl mis
en circulation liés 4 ’albumine. Les acides gras a plus longue chaine sont utilisés pour la
synthése des TG, des esters de cholestérol et des phospholipides dans le réticulum
endoplasmique lisse de 'entérocyte. Les chylomicrons sont ensuite assemblés par I"ajout
de TG sur une particule composée de phospholipides et de 1'apoB-48. Cette réaction est en
partie catalysée par la protéine de transfert microsomale des triglycérides (MTP,
microsomal triglyceride transfert protein) (Hussain, 2000). Bien que ’apoB-48 représente
la principale apolipoprotéine sur laguelle est construite le chylomicron, I’apoA-1, A-II et A-
IV peuvent aussi se joindre a la lipoprotéine durant son assemblage. Lorsque la maturation

avance, les chylomicrons sont déplacés vers 'appareil de Golgi d’ou ils sont excrétés dans



la lymphe. Durant leur passage de la lymphe vers le plasma, les chylomicrons acquiérent
d’autres apolipoprotéines (apoC-1, C-II, C-III et -E) en interagissant avec les HDL.
L’acquisition de ces nouvelles apolipoprotéines jouera un role de premier plan dans le

destin métabolique des chylomicrons (voir section 2.1.3).

2.1.2 Les VLDL

Les VLDL sont les principales lipoprotéines produites par le foie. Ces lipoprotéines
sont impliquées dans le transport endogene des TG, Bien qu'elles contiennent en leur
centre lipidique une mince fraction d’esters de cholestérol, les VLDL sont composées
essenticllement de TG. La quantité de TG s’y retrouvant est cependant plus faible que dans

les chylomicrons.

Les TG endogénes retrouvés au centre des VLDL proviennent des réserves
cytoplasmiques de TG présentes dans les hépatocytes. Ces réserves de lipides accumulées
dans le foie sont issues de la synthése de novo d"AG, de la captation d”AG provenant de
I"hydrolyse de lipoprotéines circulantes et de la captation d’AGL circulants dans le plasma
(Lewis, 1997). Les TG cytoplasmiques accumulés au foie ne peuvent directement entrer
dans la production des YLDL. En effet, ces lipides nouvellement synthétisés doivent étre
hydrolysés 4 nouveau avant de pouvoir servir de précurseurs a la formation des VLDL
(Gibbons et al., 1992). La triacylglycérol hydrolase (TGH) est I'enzyme qui catalyse cette
réaction. Les AG produits par cette réaction sont ensuite réestérifiés en TG par un
processus impliquant la diacylglycérol acyltranstérase 2 (DGAT-2) (Gibbons et al., 2004).
L’assemblage des VLDL se produit en plusicurs étapes dans divers compartiments
cellulaires. En premier lieu, 1’apoB-100 est synthétisée dans le réticulum endoplasmique
rugueux. Lorsque ['apoB-100 est synthétisée, elle se déplace dans le réticulum
endoplasmique lisse ol des lipides v sont ajoutés pour la formation d'une VLDL naissante.
Des gouttelettes de TG y sont ensuite ajoutées jusqu’a la formation compléte de VLDL. Tel
que décrit dans la section précédente, la MTP joue un rdle important dans I'assemblage de
ces lipoprotéines (Shelness et Sellers, 2001). Lorsque matures, les VLDL sont sécrétées

dans le plasma ol elles acquiérent d’autres apolipoprotéines (apoC-I, C-I1, C-1II et -E) en
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interagissant avec les HDL. Tel que mentionné précédemment pour les chylomicrons,
I"acquisition de ces nouvelles apolipoprotéines jouera un rble de premier plan dans le destin

meétabolique des VLDL (voir section 2.1.3),

2.1.3  Le destin métabolique des particules riches en triglycérides

[.a mise en circulation des TG par le foie et I'intestin a pour but de fournir aux tissus
périphériques une source d'énergie pouvant étre emmagasinée ou utilisée pour le
fonctionnement des cellules. L’une des étapes cruciales dans le métabolisme des
chylomicrons et des VLDL est leur hydrolyse intravasculaire. Cette étape est catalysée par
la lipase lipoprotéique (LPL, lipoprotein lipase). La LPL est un membre de la superfamille
des lipases qui comprend entre autres la lipase hépatique (HL, hepatic lipase) et la lipase
endothéliale (EL, endothelial lipase). Le tissu adipeux, la glande mammaire, le muscle
squelettique et le ceeur sont les tissus ou 'activité de la LPL est la plus importante (Mead er
al.,, 2002). Suite & l'expression et 4 la synthése de la LPL dans les cellules
parenchymateuses, la LPL est glycosylée dans le Golgi, dimérisée, exportée hors des
cellules et ancrée a ['endothélium des capillaires sanguins via une liaison avec des
glycosaminoglycans (Goldberg et Merkel, 2001). La disposition de la LPL dans la lumiére
des capillaires sanguins permet le contact avec les lipoprotéines riches en triglycérides
(LRTG) circulantes. 11 est bien connu que 1’apoC-II présente a la surface des chylomicrons
et des VLDL est requise pour 'activation de la LPL et, qu'inversement, |'apoC-III inhibe
I"action de 1'enzyme (Goldberg et Merkel, 2001). Lorsque le lien s"établit entre la LPL et
les lipoprotéines, les TG qui y sont contenus sont hydrolysés en position | et 3, libérant
localement des AG et du 2-monoacylglycérol. Les AG libérés sont ensuites entreposés sous

forme de TG ou oxydés dans les tissus adipeux et musculaires.

L’hydrolyse des chylomicrons par la LPL est responsable de la diminution du
contenu en triglycérides de ces lipoprotéines (Redgrave, 2004). Lorsque les TG des
chylomicrons sont complétement hydrolysés et qu’il n'y reste pratiquement que des esters
de cholestérol, les résidus de chylomicrons sont captés par le foie. L'interaction entre les

apoB et E, toujours présent sur le résidu de chylomicron, et le récepteur LDL ou le
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récepteur similaire au récepteur LDL (LRP, LPL receptor-related proiein) du foie facilitent

I"élimination des résidus de chylomicrons (Hussain ef al., 1996).

A I’image des chylomicrons, |'interaction entre les VLDL et la LPL libére des AG
qui sont pris en charge par les tissus périphériques. Suite & I"hydrolyse intravasculaire des
TG, les VLDL rapetissent et la fraction interne d’esters de cholestérol augmente de fagon
relative. Lors de I'hydrolyse des VLDL, une partie des phospholipides, de méme que
I'apoE et les apoC, quittent la surface de la VLDL et sont transférés vers les HDL afin de
maintenir I'intégrité de la lipoprotéine. Les particules résultantes, les résidus de VLDL, ou
IDL, peuvent ensuite étre captés par le foie via le récepteur LDL ou LRP. Une partie des
IDL peut tout de méme rester dans la circulation sanguine. Les [IDL circulantes sont ensuite
transformées en LDL suite & leur hydrolyse plus compléte par la LPL et la HL. Les LDL se
caractérisent par un contenu relativement élevé en cholestérol comparativement & leur
teneur en TG. De ce fait, cette classe de lipoprotéines est celle qui véhicule la majeure

partie du cholestérol se trouvant dans la circulation sanguine chez I"humain (Genest, 2003).

L.'importante fonction hydrolytique qu’exerce la LPL sur les TG circulants suggére
que cette lipase joue un réle de premier plan dans la modulation de la triglycéridémie. La
sévére chylomicronémie et la mort prématurée des souris déficientes en LPL confirme le
role de cette enzyme dans le maintien de I'homéostasie du métabolisme lipidique (Coleman
et al., 1995; Weinstock er al., 1995). Chez I"homme, la déficience en LPL est associée au
syndrome familial de chylomicronémie, un état caractéris¢ par des niveaux plasmatiques de
TG extrémement élevés (Goldberg et Merkel, 2001). Comme la LPL est fortement active
dans le tissu adipeux, il a été suggéré que |'hydrolyse accrue des TG dans ce tissu puisse
jouer un role de premier plan dans |"accumulation des graisses (Greenwood, 1985).
Ftonnamment, la déficience en LPL chez la souris et chez I’homme ne contribue pas a
réduire la masse adipeuse. L’augmentation de la lipogenése et de |'activité de la EL
montrent toutefois que des mécanismes alternatifs se mettent en place dans le tissu adipeux
pour contrebalancer I"absence de LPL (Wagner et al., 2004; Kratky er al, 2005). Ces
mécanismes masquent probablement |'importance de la LPL dans la modulation de

I"accumulation des lipides dans le tissu adipeux.
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2.1.4 La modulation de ’activité de la lipase lipoprotéigue

Comme la LPL joue un rile central dans le métabolisme des TG, de nombreuses
¢tudes ont été réalisées afin de déterminer les situations physiologiques (facteurs
moléculaires) pouvant moduler ["activité de la LPL. De ces éléments, notons entre autres
I"état nutritionnel (I’insuline), le stress (les catécholamines, les glucocorticoides),
I"endotoxémie (les cytokines pro-inflammatoires, le monoxyde d’azote) et le traitement
avee des agonistes PPAR-y (les thiazolidinediones). Afin de simplifier la compréhension du
présent ouvrage, seuls les effets de 1'état nutritionnel et des agonistes PPAR-y seront

abordés dans les prochaines sections.

2.1.4.1 Effets de I’état nuiritionnel

L'activité de la LPL du tissu adipeux et des muscles est fortement affectée lors de la
transition entre le jeline et la phase postprandiale. Lors du jefine, I"activité de la LPL est
réduite dans le tissu adipeux blanc et brun et induite dans le muscle squelettique et le cceur.
Inversement, la prise alimentaire stimule 1’activité de la LPL dans le tissu adipeux blanc et
brun et réduit 'activité de I’enzyme dans le muscle squelettique et cardiaque (Goldberg et
Merkel, 2001; Mead er al, 2002). Cette régulation différentielle de I'activit¢ de la LPL
contribue a orienter les AG vers ['oxydation dans le muscle en période de jeline et vers

I"estérification dans le tissu adipeux en période d’abondance.

Lors des premiéres heures de jeiline, des mécanismes post-traductionnels favorisant
la dégradation de la LPL et la diminution des niveaux extracellulaires de la LPL active
(dimérisée) contribuent a la réduction de I’activité de I’enzyme dans le tissu adipeux (Bergo
et al., 1996; Lee et al, 1998; Wu et al., 2003). Une étude suggére qu'un géne inconnu,
indépendant de la LPL, doit étre spécifiquement exprimé pour réduire |'activité de la LPL
dans le tissu adipeux lors du jeline (Bergo ef al, 2002). Ce géne n’a pas encore été
formellement identifié mais de récents travaux suggérent fortement qu’il pourrait s’agir de
la protéine similaire a I’angiopoiétine-4 (Angptld, angiopoietin-like-4) (Koster et al., 2005;
Sukonina et al., 2006). L’ Angptl-4, reconnue pour inhiber ['activité de la LPL (Yoshida et
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al., 2002), est exprimée dans le tissu adipeux et son expression est augmentée dans le jeline
(Li, 2006). 11 a été¢ démontré récemment que la liaison de 1" Angptl-4 4 la LPL favorise la
monomérisation et I'inactivation de I'enzyme (Sukonina et al., 2006). La forte réduction de
la triglycéridémie et I'augmentation de 1*activité de la LPL dans les souris déficientes en
Angptl-4 soulignent I'importance de cette protéine dans la régulation de la triglycéridémie
(Koster et al., 2005). En plus de ces mécanismes, il a ét¢ démontré que le long jeline réduit
I"'expression et la synthése de la LPL dans le tissu adipeux (Lee er al., 1998). Lors de la
prise alimentaire, I"élévation de !'insulinémie semble étre le déterminant majeur de
I'activation de la LPL dans le tissu adipeux (Picard ef al., 1999). L absence de changement
de I'expression génique et de la masse de la LPL souligne I'implication de mécanismes
post-traductionnels dans la stimulation rapide de I"activité LPL en phase postprandiale
(Doolittle er al, 1990). L augmentation de I'activité de la LPL du tissu adipeux en ces
conditions a ét¢ associée essentiellement & I'augmentation de la présence extracellulaire de
la forme active de la LPL (Wu ef al., 2003). Dans le muscle, les mécanismes moléculaires
impliqués dans la modulation de I"activité de la LPL par |’état nutritionnel sont moins bien
connus, Aussi, les mécanismes de contréle précis impliqués dans la régulation différentielle
de I"activité de la LPL entre le tissu musculaire et le tissu adipeux ne sont toujours pas

élucidés.

2.1.4.2 [Effets des agonistes PPAR-y

Les agonistes PPAR-y de la classe des thiazolidinediones (TZD) sont utilisés en
clinique pour le traitement de la résistance a 'insuline et du diabéte de type 2. Les détails
relatifs a la biologie de PPAR-y ainsi qu’aux effets physiologiques associés a leur activation
seront discutés en détail & la section 3 de la présente introduction, Les TZD sont reconnus
pour augmenter 1"activité de la LPL dans le tissu adipeux blanc et brun et pour n’avoir
aucun impact sur la LPL du muscle (Lefebvre et al., 1997; Sell er al., 2004; Teruel er al.,
2005). L’augmentation de 'activité¢ de la LPL semble étre causée principalement par la
stimulation de 'expression de la LPL dans les tissus adipeux. Chez la souris, il a été
démontré que le géne de la LPL porte en position -169 a -157 de son promoteur un élément

de réponse aux proliférateurs des peroxysomes (PPRE, peroxisome proliferator response
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element) (Schoonjans ef al., 1996). Le PPRE, qui est formé par la répétition directe d’une
séquence consensus (AGGTCA) séparé par un ou deux nucléotides, est reconnu par PPAR-

y et sert de point d’ancrage au recrutement de la machinerie transcriptionnelle nécessaire &

I'initiation de la transcription des génes (Berger et Moller, 2002).

2.2 Les acides gras libres

Les lipides qui circulent dans le sang sous forme d’AGL ou de TG sont, en période
d*abondance, captés et emmagasinés sous forme de TG dans le tissu adipeux. Lors du jeiine
ou de I'effort physique, 1’hydrolyse des réserves de TG et la libération d’ AGL par le tissu

adipeux blanc fournit des substrats énergétiques pour répondre aux besoins de I’ organisme.

2.2.1 La lipolyse

La lipolyse du tissu adipeux est le processus catabolique par lequel I'hydrolyse des
TG emmagasinés dans le tissu adipeux conduit 4 la libération de glycérol et d’AG dans un
ratio théorique de 3 pour 1. Trois lipases ont été identifiées comme les principales enzymes
du catabolisme intracellulaire des TG : la lipase des triglycérides du tissu adipeux (ATGL,
adipose triglyceride lipase), la lipase hormono-sensible (HSL, hormone sensitive lipase) et
la lipase du monoacylglycérol (MGL, monoglyceride lipase). Chacune de ces enzymes
catalyse préférentiellement une étape du catabolisme des TG. L'ATGL hydrolyse les TG et
produit du diacylglycérol et des AG. La HSL libére des AG en hydrolysant le
diacylglycérol en monoacylglycérol et en AG. Cependant, cette lipase peut aussi, mais de
fagon moins efficace, effectuer les deux autres étapes de I'hydrolyse des TG. Finalement, la
MGL catalyse |"étape finale du catabolisme des TG en produisant du glycérol et un AG a
partir du monoacylglycérol (Yen et Farese, 2006). La contribution réelle de la MGL a la
lipolyse est toutefois limitée. En effet, de récents travaux ont montré que, chez le rongeur,
prés de 95% de la lipolyse est dépendante de ’action de la HSL et de I’'ATGL (Schweiger
et al., 2006). Des données indiquent toutefois que la contribution de I’ATGL a la lipolyse

pourrait &tre plus limitée chez I"’homme que chez les rongeurs (Ryden er al., 2007).
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La lipolyse du tissu adipeux est hautement dépendante de changements dans les
conditions physiologiques. L activité lipolytique est affectée par I’action d’hormones et de
cytokines telles les catécholamines, 1'insuline, les glucocorticoides, le peptide natriurétique
auriculaire, la leptine, la résistine, le TNF-w et I'lL-6 (Holm et al., 2000; Arner, 2005).
Jusqu’a maintenant, les effets de |'insuline et des catécholamines sur I'activation/la
répression de la lipolyse demeurent les mieux caractérisés, La toute récente découverte de
I’ATGL et le peu d’attention portée jusqu’ici 4 la MGL limitent essentiellement ces

connaissances a la biologie de la HSL.

2.2.1.1 Effets des catécholamines

Les catécholamines (adrénaline, noradrénaline) libérées lors du jelne sont
reconnues pour stimuler fortement la lipolyse. L'effet des catécholamines sur la lipolyse
passe par leur liaison aux récepteurs adrénergiques présents a la surface des adipocytes.
Chez I'humain, quatre récepteurs sont présents (py, Pz, B3, ¢2A) tandis que les adipocytes
des rongeurs n’en possédent que deux les (P et P3) (Germack er al., 1997; Arner, 2005).
Ces récepteurs sont couplés a des protéines-G qui régulent |'activité de |'adénylate cyclase
(AC), une enzyme catalysant la production de I'adénosine 3',5'-monophosphate cyclique
(AMPc). La stimulation des récepteurs f-adrénergiques par les catécholamines stimule
I'AC, augmente la production d’ AMP¢ et stimule ’activité de la protéine kinase A (PKA).
Lorsque activée, la PKA phosphoryle la HSL et la périlipine (PLIN), une protéine reconnue
pour protéger la gouttelette lipidique de la lipolyse en situation basale (Brasaemle ef al.,
2000; Martinez-Botas er al., 2000; Tansey er al, 2001). La phosphorylation de ces
protéines favorise la translocation de la HSL sur la gouttelette lipidique et I'augmentation
de la lipolyse (Sztalryd et al, 2003). La stimulation adrénergique est aussi reconnue pour
activer I'ATGL. Cependant, contrairement a4 la HSL, aucune phosphorylation ni
translocation de I’ATGL n’est observée lors de |'activation de la PKA en réponse a
I'isoprotérénol, un agoniste f-adrénergique (Zimmermann er al, 2004). La récente
découverte de 'activation de "ATGL par la protéine CGI-58, une protéine associée a la
PLIN, représente une piste intéressante pour €claircir les mécanismes contrélant Iactivite

de cette lipase (Subramanian et al., 2004; Yamaguchi ef al., 2004; Lass et al., 2006).
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2.2.1.2 Effets de I'insuline

L’insuline représente un important inhibiteur physiologique de la lipolyse induite
par les catécholamines, L effet anti-lipolytique de I’insuline passe par la phosphorylation et
I'activation de la phosphodiestérase 3B (PDE3B), une protéine impliquée dans la
dégradation de I"’AMPc . Au niveau signalétique, la stimulation de la PDE3B par |'insuline
implique le récepteur a I'insuline, les IRS, la PI3K et la protéine kinase B (PKB/AKT)
(Holm er al, 2000). La réduction des niveaux intracellulaires d’AMPc induite par
"activation de la PDE3B réduit la phosphorylation de la HSL et de la PLIN par la PKA, ce
qui conduit & la diminution de la lipolyse. Il a été démontré que 1’inactivation spécifique de
la PDE3B bloque complétement les effets anti-lipolytiques de I'insuline (Holm er al,
2000). Cependant, des études ont aussi démontré qu'a long terme, |'insuline réduit la
lipolyse par des mécanismes indépendants des niveaux intracellulaires d’ AMPc (Honnor et
al., 1985). L’observation récente de la réduction de 1'expression de I'acide ribonucléique
messager (ARNm) de I"ATGL en réponse & 1'insuline pourrait fournir un mécanisme
possible pouvant expliquer ces effets (Kershaw ef al, 2006; Kim er al, 2006). Les
mécanismes précis par lesquels I'insuline réduit I'expression de I’ATGL ne sont pas encore

COnnus.

2.2.2 La glyeéronéogendse

La lipolyse des TG du tissu adipeux n'est pas un proceédé parfaitement efficace
résultant en la libération de trois AG par molécule de glycérol. Des études ont démontré
que de 30% & 70% des AG issus de la lipolyse sont immédiatement ré-estérifiés sous forme
de TG dans la cellule adipeuse (Cadoudal ef al., 2005). L’établissement d’un tel cycle futile
dépend de la production intracellulaire de glycérol-3-phosphate (G3F), la molécule sur
laquelle les AG sont estérifiés pour synthétiser des TG. Dans le tissu adipeux, le G3P est
produit 4 partir du glucose, du glycérol, du pyruvate, du lactate et d’acides aminés. Lors du
jetine, la production du G3P dépend principalement du métabolisme du pyruvate, du lactate
et des acides aminés et implique I"action de la phosphoénolpyruvate carboxykinase

(PEPCK). Ce sentier métabolique, connu sous le nom de glycéronéogenése, joue un role
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important dans le controle de la libération des lipides en fournissant un substrat sur lequel
les AG peuvent étre ré-estérifiés (Reshef er al., 2003). La surexpression de la PEPCK dans
le tissu adipeux a été associée 4 la diminution des AGL plasmatiques et 4 I’'augmentation de
la masse adipeuse blanche chez la souris (Franckhauser er al, 2002). Inversement, la
réduction de ["expression de la PEPCK dans le tissu adipeux a été associée 4 une
augmentation de la libération des AG par les cellules adipeuses et 4 une diminution du
poids du tissu adipeux (Olswang er al, 2002), La glyceérol kinase (GyK) est une autre
protéine impliquée dans la production de G3P. Cette protéine, qui utilise le glycérol libre
pour produire de G3P, a cependant un réle plus limité que la PEPCK dans le contréle de la
ré-estérification des AG dans le tissu adipeux blanc (Reshef er al., 2003).

2.3 La dyslipidémie associée i I’obésité et 4 la résistance i I'insuline

La dyslipidémie associée a |"obésité et a la résistance a I'insuline est caractérisée par
I’augmentation des TG et du cholestérol contenus sous forme de VLDL, par I'augmentation
du nombre de LDL petites et denses en circulation et par la réduction des niveaux de HDL
cholestérol (Van Gaal er al., 2006). L"hypertriglycéridémie est reconnue comme un ¢élément
central et un facteur de risque important favorisant le développement de maladies
cardiovasculaires (Hokanson et Austin, 1996). La compréhension des mécanismes
impliqués dans son développement est en conséquence trés importante pour |’élaboration
de nouvelles stratégies visant a réduire la mortalité associée aux maladies cardiovasculaires.
L’hypertriglycéridémie observée chez les patients obéses résistants 4 1'insuline et
diabétiques de type 2 est le résultat d’une pléiade de déréglements métaboliques qui ne

sont, pour le moment, que partiellement ¢lucidés.
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Figure 2. Représentation schématisée du métabolisme des triglycérides et des acides gras libres en situation normale (A) et dans la
résistance a I'insuline (B).

(A) Les acides gras (AG) & courte chaine (moins de 12 carbones) absorbés dans ["intestin sont mis en circulation sous forme d'acides gras libres (AGL), Les AG &
longue chaine sont guant 4 eux convertis en triglycérides (TG), incorporés dans les chylomicrons et libérés dans la circulation. Les TG endogénes sont produits
par le foie, principalement & partir des AGL. Les chylomicrons et les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL) sont connus sous le nom de lipoprotéines riches
en TG (LRTG). La lipase lipoprotéique (LPL) du muscle et du tissu adipeux hydrolyse les LRTG et libére des AG qui sont utilisés par ces tissus. L'hydrolyse des
chylomicrons produit des résidus qui sont éliminés au foie. L'hydrolyse des VLDL par la LPL réduit leur contenu en TG. Les lipoprotéines de densité
intermédiaire (IDL) ainsi produites sont captées par le foie ou sont hydrolysées par la LPL et la lipase hépatique (HL) et deviennent des lipoprotéines de basse
densité (LDL), En conditions normales, |"insuline produite par le pancréas réduit la lipolyse et la production des VLDL. L’activité de la LPL s ¢léve dans le tissu
adipenx, réduisant ainsi la triglycéridémie postprandiale. (B) L'augmentation de la masse adipeuse et I"hyperphagie augmentent les AGL et les chylomicrons en
circulation. L*accumulation des lipides dans le muscle et le foie induit une résistance a I"msuline. Pour contrer cet effet, le pancréas produit plus d’insuline. Avec
le temnps, ["effet anti-lipolytique de ["insnline est réduit, favorisant la libération des AGL par le tissu adipeux. L'hyperinsulinémie et les niveanx élevés d'AGL
stimulent la production des VLDL. La résistance de la LPL 4 I"insuline exacerbe I"hypertriglycéridémie. En conséguence, les LRTG transitent plus longuement
dans la circulation, ce qui augmente les échanges de cholestérol estérifié et de TG entre les LDL et les lipoprotéines de haute densité (HDL) d'une part, et les
LRTG d'autre part. Ces échanges sont catalysés par I"enzyme de transfert d"esters de cholestérol (CETP). L'enrichissement en TG des LDL en fait de meilleurs
substrats pour la lipase hépatique (HL), ce qui transforme les LDL en particules plus petites et plus denses. Ces LDL petites et denses sont reconnues comme
étant pro-athérogéniques. Les HDL subissent le méme sort et, devenues plus petites, sont plus susceptibles 4 la dégradation.
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La figure 2 présente les sentiers métaboliques impliqués dans le métabolisme des
TG et des AGL. 11 est connu que la production de VLLDL par le foie est anormalement
élevée chez les patients obéses résistants a I"insuline ou diabétiques de type 2 (Ginsberg et
al., 2005). Plusieurs €éléments sont reconnus pour exacerber la production hépatique des
VLDL. L'hypertrophie et |"hyperplasie adipocytaire observées dans I'obésité contribuent a
'augmentation nette de la lipolyse et a I'élévation des niveaux d’AGL en circulation.
Aussi, "'accumulation préférentielle des graisses dans le tissu adipeux viscéral, un tissu
dans lequel I'insuline exerce un effet anti-lipolytique plus faible, facilite la libération des
AGL dans la circulation sanguine. Puisque les AGL représentent un substrat de choix dans
le synthése des VLDL, leur augmentation en circulation stimule la production des VLDL
par le foie et I"élévation de la triglycéridémie (Julius, 2003), Les AGL, qui favorisent le
développement de la résistance hépatique a I'insuline, stimulent aussi la sécrétion des
VLDL en réduisant la dégradation de I'apoB. Les AGL issus de la lipolyse du tissu adipeux
viscéral sont considérés par plusieurs comme étant un facteur déterminant favorisant la
surproduction des VLDL observée dans I’obésité et la résistance 4 'insuline (Lewis, 1997;
Adeli et al., 2001). L’hyperinsulinémie, qui stimule la lipogenése et la synthése hépatique
des TG, est aussi considérée comme un élément important impliqué dans la surproduction
hépatique des VLDL chez les patients résistants & 1’'insuline ou diabétiques (Lewis, 1997),
En plus d’augmenter la synthése des VLDL, la résistance a I'insuline favorise
I"hypertriglycéridémie en réduisant la clairance des LRTG (Tushuizen er al., 2005). Des
études ont montré que I'activité de la LPL du tissu adipeux devient résistante a I’action de
I'insuline chez des rats obéses insulino-résistants (Picard er al, 2002a). L’absence
d’élévation de I'activité de la LPL du tissu adipeux en période postprandiale est pergue

comme un mécanisme contribuant & exacerber 1"hypertriglycéridémie.

L’augmentation de la synthése des VLDL et la réduction de la clairance des LRTG
augmentent leur concentration plasmatique de méme que leur temps de résidence dans la
circulation. Dans cette situation, les échanges de lipides entre les LRTG, les LDL et HDL
sont favorisés par |'action de 'enzyme de transfert d’esters de cholestérol (CETP;
cholesterol ester transfert protein). Cette situation contribue a enrichir les LDL et les HDL

en TG, ce qui augmente |'affinité pour la HL. L’augmentation de I’'hydrolyse des LDL par
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la HL réduit la taille et augmente la densité de ces lipoprotéines. L’enrichissement des HDL
en TG favorise leur élimination et la diminution de leur concentration plasmatique. Un tel
profil lipidique est aujourd’hui bien reconnu pour favoriser le développement des maladies

cardiovasculaires (Després ef al., 2001; Van Gaal ef al., 2006).



21

3. Les agonistes PPAR-y et leurs effets métaboliques

La section 3 de D'introduction est axée sur la biologie des PPAR. Puisque les
objectifs du présent ouvrage se rapportent aux mécanismes d’action des agonistes PPAR-y,
une importante partie de cette section décrira les effets de "agonisme de PPAR-y sur le
métabolisme des tissus et sur I'homéostasie métabolique. Les informations générales
relatives au métabolisme de base des tissus seront décrites en paralléle avec les effets des

agonistes PPAR-y sur ces derniers,

3.1 Généralités sur les PPAR

Les PPAR sont des facteurs de transcription appartenant a la superfamille des
récepteurs nucléaires. Lorsque associés A des ligands, les PPAR permettent de réguler
I'expression des génes en liant la séquence PPRE contenue dans leur promoteur. Ces
récepteurs nucléaires, qui sont activés par les AG alimentaires et leur dérivés ainsi que par
des ligands synthétiques, jouent un réle central dans le maintien de 1’homéostasie
metabolique en permettant aux cellules d’adapter leur métabolisme en fonction de
situations physiologiques variables. Jusqu'a maintenant, trois isoformes distincts encodés
par des génes indépendants ont été identifiés soit PPAR-a, PPAR-P ou -6 et PPAR-y
(Berger et Moller, 2002; Evans ef al., 2004).

3.1.1 Distribution tissulaire, fonctions biologiques et ligands

Le récepteur PPAR-a est exprimé dans les tissus ou le catabolisme des AG est élevé
et dans lesquels 1'oxydation peroxysomale est importante. De ces tissus, notons le foie, le
coeur, le muscle squelettique, les reins, I'intestin et le tissu adipeux brun (Berger et Moller,
2002). L'activation de PPAR-a dans ces tissus est reconnue pour stimuler I’expression des
génes liés 4 I'oxydation des substrats lipidiques. La stimulation de PPAR-a a été démontrée
comme €tant cruciale dans la réponse physiologique au jeline (Kersten er al., 1999). Les

ligands naturels de PPAR-« sont les AG saturés et insaturés 4 longue chaine. Les agents
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hypolipidémiants de la classe des fibrates sont reconnus comme les principaux ligands
synthétiques de PPAR-a (Berger et Moller, 2002).

Le récepteur PPAR-b est exprimé dans tous les tissus mais plus fortement dans le
muscle squelettique et cardiaque ol il joue un role important dans 'oxydation des AG
(Dressel er al., 2003; Wang er al., 2003). Les ligands naturels de PPAR-& sont les AG &
longue chaine et les prostacyclines alors que le GW501516 est le principal ligand

synthétique pour ce récepteur (Desvergne et Wahli, 1999; Evans ef al., 2004).

Trois ARNm différents de PPAR-y ont été caractérisés chez I’humain. L’expression
de PPAR-y1 et PPAR-y3 donne naissance 4 une protéine nommée PPAR-y1 tandis que la
transcription du géne PPAR-y2 méne & la production de la protéine PPAR-y2. Chez
I'humain et les rongeurs, PPAR-y2 posséde respectivement 28 et 30 acides aminés
supplémentaires a 1'extrémité N-terminale (Desvergne et Wahli, 1999; Picard et Auwerx,
2002). PPAR-y1 est retrouvé dans presque tous les tissus, mais préférentiellement dans le
tissu adipeux, le gros intestin et les macrophages (Auboeuf er ., 1997; lijima er al., 1998;
Dubois er al., 2000; Loviscach et al., 2000). PPAR-y2 est pour sa part exprimé fortement
dans le tissu adipeux blanc ol il représente prés de 30% de la population de PPAR-y
(Escher er al, 2001). Cet isoforme est aussi retrouvé dans le tissu adipeux brun.
Finalement, I'’ARNm de PPAR-y3 est retrouvé dans le gros intestin et les macrophages
(Fajas er al., 1998). Généralement, PPAR-y est reconnu comme étant un élément crucial
dans la différenciation des adipocytes et la lipogenése (Rosen et al., 2000). Ce récepteur
nucléaire joue un rile de premier plan dans le maintien de I’homéostasie du métabolisme
énergétique (Picard et Auwerx, 2002). Les ligands naturels de PPAR-y incluent entres
autres les AG polyinsaturés, la 15-désoxy-A'""*-prostaglandine J2 (15dPGJ2) et les acides
9- et 13-hydroxyoctadécadiénoiques (HODE). Bien qu’un bon nombre de ligands
synthétiques ont été identifiés pour PPAR-y, les thiazolidinediones (TZD), qui sont utilisés
présentement en clinique pour le traitement de la résistance a I'insuline et du diabéte de

type 2, demeurent les mieux caractérisés (Berger et Moller, 2002).
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3.1.2 Mode de fonctionnement

Les PPAR partagent une structure commune composée de quatre domaines
principaux nommeés A/B, C, D, et E/F (Auwerx, 1999; Desvergne et Wahli, 1999). Des
fonctions particuliéres ont été assignées & chacun de ces domaines. Le domaine A/B,
retrouvé dans la portion N-terminale, contient un domaine d’activation de la transcription
indépendant du ligand/fonction d'activation-1 (AF-1). Le domaine C, ou domaine de
liaison 4 I'acide désoxyribonucléique (ADN) (DBD, DNA binding domain), est formé par
deux motifs en doigt de zinc qui peuvent reconnaitre et lier la séquence PPRE contenue
dans le promoteur de génes cibles. Le domaine D sert quant 4 lui & établir le lien entre
PPAR et les cofacteurs nucléaires, Le domaine E/F est une région arborant diverses
structures ¢t fonctions. Cette structure contient le domaine de liaison du ligand (LBD,
ligand binding domain), un domaine qui, en plus d’interagir avec les ligands, permet
I'interaction de PPAR avec le récepteur X des rétinoides (RXR). Aussi, le domaine E/F
porte un domaine d'activation de la franscription dépendant du ligand/fonction
d’activation-2 (AF-2). La liaison des ligands au domaine LBD des PPAR entraine une suite
d'événements moléculaires menant & I'initiation de la transcription génique (Figure 3).
Sommairement, ces événements incluent : 1"hétérodimérisation de PPAR avec le RXR, la
dissociation des corépresseurs, la liaison entre le complexe PPAR/RXR et le PPRE, le
recrutement de coactivateurs, le recrutement de la machinerie transcriptionnelle et
I"initiation de ’expression des génes (Desvergne et Wahli, 1999; Berger et Moller, 2002;
Picard et Auwerx, 2002),
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Figure 3. Modéle schématisé de |"activation transcriptionnelle par les PPAR.

(1) Le complexe PPAR-RXR est associé avec un corépreseur en absence de ligand. Lorsque le ligand se lie au
complexe, il favorise un changement conformationel permettant le déplacement du corépresseur. (2) Le
complexe PPAR-RXR associé avec le ligand se lie ensuite & 1" ADMN sur la séquence PPRE. (3) Ce groupement
peut ensuite recruter différents coactivateurs qui, via leur activité histone acétylase, acétyle les histones et
favorise le décondensement de la chromatine. (4) Les coactivateurs nouvellement recrutés sur le complexe
PPAR-RXR associé au ligand favorise le recrutement de la machinerie transcriptionnelle et initiation de la
transcription génique. Adapté de Desvergne et al,, 1999,
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Au-deld de la liaison des ligands par les PPAR, [activité de ces recepteurs
nucléaires peut étre régulée a différents niveaux. Tel que mentionné précédemment, des
coactivateurs ou corépresseurs peuvent affecter 'activité des PPAR en modulant
I'efficacité des interactions observées entre ces récepteurs et le RXR, la chromatine et la
machinerie transcriptionnelle. Ces interactions protéine-protéine permettent d’augmenter ou
de diminuer I'expression génique. Les coactivateurs des PPAR incluent entre autres le
facteur de transcription intermédiaire-2 (TIF-2, transcriptional intermediary facior-2), le
coactivateur du récepteur des stéroides-1 (SRC-1, steroid receptor coactivaior-1), la
protéine de liaison 4 I'élément de réponse de I"'AMPc (p300/CBP, cAMP response element
binding protein), le coactivateur de PPAR-y (PGC, PPAR-y coactivator) 1 et 2, la protéine
associée au récepteur des androgénes 70 (ARA70, androgen receptor associated protein
70), et la protéine d’interaction des récepteurs-140 (RIP-140, receptor interacting protein-
140y (Picard et Auwerx, 2002), En plus de faciliter le recrutement de la machinerie
transcriptionnelle, certains coactivateurs fournissent une activité histone acétylase au
complexe PPAR/RXR/ligand associé 4 la chromatine. L’acétylation des histones, qui
permet le déroulement et le relichement de la structure de la chromatine, est pergue comme
une étape clé favorisant Uinitiation de la transcription des pénes par les récepteurs
nucléaires (Rosen et Spiegelman, 2001). Pour ce qui est de la répression de ["activité des
PPAR, deux principaux corépresseurs ont été identifiés jusqu’ici, soit le répresseur du
récepteur nucléaire (NcoR, nuclear receptor corepressor) et le médiateur silencieux des
rétinoides et hormones thyroidiennes (SMRT, silencing mediator of retinoid and thyroid
hormone) (Yu et al., 2005). En absence de ligands, il a été démontré que ces protéines
réduisent 1'activité de PPAR en se liant au LBD (Krogsdam et al., 2002; Stanley ef al,
2003; Yu et al., 2005)

En plus des cofacteurs nucléaires, ’activité de PPAR est aussi affectée par la
phosphorylation. Plusieurs kinases tels la PKA, les protéines kinases C (PKC), les protéines
kinases activées par les signaux mitogénes (MAPK, mitogen-activated protein kinase) et
I’AMPk ont démontré étre en mesure de phosphoryler les PPAR (Diradourian ef al., 2005).
Les conséquences de ces phosphorylations sont complexes et peuvent mener a |'activation

ou & la répression de I'activité des PPAR en modulant entre autres la capacité de ces
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récepteurs a lier les ligands, les cofacteurs ou I'ADN. Récemment, il a été découvert que
PPAR-y, mais non PPAR-a ou -8, pouvait étre modifi¢ par I"ajout de petits peptides
d’environ cent acides aminés sur des résidus lysines retrouvés dans sa structure (Floyd et
Stephens, 2004, Ohshima et al., 2004; Yamashita ef al., 2004; Pascual ef al., 2005). L.’ ajout
de ces petits groupes d’acides aminés similaires a 'ubiquitine (SUMO, small ubiquitin-
related modifier) a ét¢ nommée SUMOylation, La SUMOylation est reconnue pour affecter
I"activité, la stabilité et la localisation cellulaire des protéines (Seeler et Dejean, 2003). Il a
¢été démontré a plusieurs reprises que la SUMOylation réduit 'activité transactivatrice de
PPAR-y (Floyd et Stephens, 2004; Ohshima ef al., 2004; Yamashita et al., 2004; Pascual et
al., 2005).

3.2 Les thiazolidinediones

Les TZD représentent une classe de molécules reconnue pour stimuler PPAR-y.
Entre 1997 et 1999, la troglitazone (Rezulin®, Parke-Davis), la rosiglitazone (Avandia®,
GlaxoSmithKline) et la pioglitazone (Actos®, Takeda/Eli Lilly) ont été successivement
lancées sur le marché pour le traitement de la résistance & I’insuline et du diabéte de type 2.
La troglitazone a cependant été retirée du marché nord-américain en 2000 suite a
I"observation de plusieurs cas de défaillance hépatique sévére (Scheen, 2001). Les TZD ont
tous démontré un fort potentiel pour améliorer la sensibilité & 1'insuline et le profil
métabolique des patients insulino-résistants et diabétiques. La réduction de la glycémie et
de I'insulinémie a jeun ainsi que des niveaux d’hémoglobine glyquée (HbAc) ont été
observés par I'utilisation de ces molécules. Ces agonistes ont aussi démontré étre en mesure
de réduire les TG et les AGL plasmatiques (Nolan ef al., 1994; Fonseca et al., 1998; Patel
el al., 1999; Aronofl et al., 2000; Mivazaki er al., 2002a; Tan e al., 2005b). Pour des
raisons obscures, les effets des TZD sont généralement beaucoup moins marqués chez
I"humain que chez les rongeurs (Girard, 2001; Picard et Auwerx, 2002). Les tissus cibles de
méme que les mécanismes d’action précis par lesquels les agonistes PPAR-y améliorent la
sensibilité a "insuline et le profil lipidique ne sont toujours pas parfaitement élucidés. Les
prochaines sections du présent ouvrage résumeront les principaux effets des agonistes

PPAR-y sur le tissu adipeux blane, le tissu adipeux brun, le muscle squelettique, le foie et le



27

pancréas et souligneront 'impact de ces meodulations sur ["amélioration du profil
métabolique. Afin de simplifier la compréhension du présent ouvrage, les effets des
agonistes PPAR-y sur d’autres tissus (intestin, cerveau, reins, thyroide, coeur) ou types

cellulaires (macrophages, cellules endothéliales) ne seront pas abordés.

3.3 Effets de la stimulation de PPAR-y sur le tissu adipeux blanc

3.3.1 La signalisation de I'insuline et le transport du glucose

Plusieurs études ont démontré que les agonistes PPAR-y potentialisent la
signalisation de I'insuline dans les adipocytes en modulant I"expression ou en favorisant
I'activation de plusieurs protéines impliquées dans cette voie. Dans les adipocytes,
I"activation de PPAR-y augmente I'expression de la protéine associée & c-CBL (CAP, c-
CBL-associated protein) (Ribon ef al, 1998), d’IRS-1 et IRS-2 (Smith ef al, 2001;
Standaert er al., 2002), de la sous-unité p85a de la PI3K (Rieusset ef al., 2001) et de
GLUTI et GLUT4 (Sandouk ef al., 1993). Parallélement & ces modulations, |'activation de
PPAR-y dans les cellules adipeuses augmente la phosphorylation/I"activation du récepteur
de I'insuline, de la protéine ¢-CBL, d’IRS-1, d’IRS-2, de la PI3K, de la PKC-A et de la
PKB/AKT en réponse a l'insuline (Standaert er al, 2002). L’augmentation de la
signalisation de 1'insuline induite par les agonistes PPAR-y contribue a favoriser la
translocation de GLUT4 a la membrane et 'entrée du glucose dans les adipocytes en
culture et dans le tissu adipeux (Young ef al, 1995; Shintani ef al., 2001; Ciaraldi er al.,
2002). Chez le rat, des études ont montré que les effets des agonistes PPAR-y sur la
potentialisation de la signalisation a 1'insuline dans le tissu adipeux sont observés lors du
premier jour de traitement et surviennent de fagon concomitante avec la réduction des AGL
circulants (Jiang er al., 2002). Ainsi, I'amélioration de la sensibilit¢ & 1'insuline du tissu
adipeux est pergue comme un élément important pouvant favoriser la sensibilisation
systémique a |'insuline en potentialisant ’effet anti-lipolytique de cetiec hormone et en
réduisant les effets négatifs des AGL sur les tissus périphériques (Berger et Moller, 2002;

Jiang er al., 2002). Aussi, comme le glucose représente chez les rongeurs un substrat
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important pour la synthése endogéne des lipides, I'augmentation de |'effet stimulateur de
I"insuline sur le transport du glucose par les TZD représente un élément important pouvant

favoriser I’accumulation des graisses dans le tissu adipeux.

3.3.2 L’adipogenése

Les processus majeurs impliqués dans 1'adipogenése sont la prolifération d’une
population de cellules souches et la différenciation de ces cellules en adipocytes matures.
L'implication de PPAR-y dans !’adipogenése est supportée par un bon nombre
d’observations. En premier lieu, il a é¢ observé que I’expression de PPAR-y survient avant
I"expression des génes impliqués dans le stockage et le métabolisme des lipides tels la
protéine de liaison aux acides gras (aP2, adipocyte fatty acid binding protein) et la PEPCK
(Tontonoz ef al., 1994a; Tontonoz et al., 1995). La découverte de PPRE dans le promoteur
de ces génes (Tontonoz ef al., 1994a; Tontonoz ef al.,, 1995) mais aussi dans celui de
nombreux autres génes impliqués dans le métabolisme des lipides supporte fortement le
rile de PPAR-y dans I'adipogenése (Tableau 1). Il a ensuite été démontré in vitro que
I"infection de fibroblastes ou de myoblastes avec un rétrovirus exprimant PPAR-y stimule
la différenciation de ces cellules en adipocytes (Tontonoz et al., 1994b; Tontonoz et al.,
1995). L'activation pharmacologique de PPAR-y par différents agonistes contribue aussi a
stimuler ’adipogenése in vivo et in vitro (Sandouk er al., 1993; Okuno et al, 1998; de
Souza ef al., 2001). En lien avec ces résultats, une réduction de la masse adipeuse a été
observée dans plusieurs modéles murins dans lesquels PPAR-y a ¢été complétement ou
partiellement inactivé (Barak ef al., 1999; He er al., 2003; Koutnikova ef al., 2003; Imai ef
al., 2004; Freedman et al., 2005; Jones et al., 2005). Chez I’humain, les mutations de
PPAR-y conduisant & |'activation ou la répression de son activité ont été associées
respectivement 4 1"augmentation (Ristow et al., 1998) et la réduction de |'adipogenése
(Agarwal et Garg, 2002; Savage ef al., 2003).
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Tableau 1. Liste des génes impliqués dans la captation, |"estérification et la mise en réserve
des lipides qui sont affectés par la stimulation de PPAR-y dans le tissu adipeux.

Géne Fonction spécifique Références

al2 Liaison des acides gras Tontonoz et al., 1994* : Pearson ef al., 1996
ACS Activation des acides gras Schoonjans et al ,1995*%; Bogacka et al., 2004
ACBP Liaison des acides gras Helledie et al., 2002*

DGAT-1 Synthése des triglycérides Ranganathan ef al., 2006

FFAS Synthése des acides gras Hallakou et al., 1997, Ranganathan et al., 2006
FAT/CD36 Captation des acides gras Motojima et al., 1998; Sato ef al., 2002
FATP-1 Captation des acides gras Martin ef al,, 1997 Frohnert ef al., 1999+
GyK Synthése du glycérol Guan ef al., 2002; Guan ef al., 2005*

hFABP Liaison des acides gras Way ef al. 2001b

LPL Hydrolyse des triglycérides Schoonjans el al., 1996%, Lefebvre er al, 1997
ME Production de NADPH Castelein et al., 1994*, Way et al. 2001b
PEPCK Synthése de glycérol Tontonoz ef al., 1995%, Duplus ef al., 2003
PLIN Stockage des triglycérides Nagai ef al., 2004*; Arimura ef al., 2004*

P Synthése de I"oxaloacétate Titrapakdee er al, 2005*%, Way er al. 2001h
SCD-1 Synthése des acides gras Miller ef al., 1996%, Way ef al. 2001b

§3-12 Stockage des triglyeérides Dalen et al., 2004*

* articles dans lesquels un PPRE fonctionnel a été caractérisé pour le géne en question.

Description des abréviations: aP2, adipocyte fatty acid binding protein; ACS, acyl-Cod
synthase, ACBP, acyl-CoA binding protein; DGAT-1, diacylglyeerol acyltransferase-1; FAS,
fatty acid synthase; FAT/CD36, fatty acid translocase/CD36; FATP-1, fatty acid transport
protein-1; GyK, glycerol kinase; hFABP, heart fatty acid binding protein; LPL, lipaproiein
lipase; ME, malic enzyme; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; PLIN, perilipin A,
PC, pyryvate carboxylase; SCD-1, stearoyl-Cod desaturase-1. Pour la traduction frangaise,
voir la section Liste des abréviations.

Les mécanismes par lesquels PPAR-y contréle I'adipogenése sont complexes et

impliquent la participation d’autres facteurs de transcription tels C/EBP-a, -f et -b
(C/EBP, CCAATenhancer binding protein) et ADD/SREBP1c (ADD/SREBP1 e, adipocyte

determination and differentiation factor Issterol regulatory element binding protein Ic)

(Rosen et Spiegelman, 2001). Lors de I'initiation de la différenciation des pré-adipocytes,

les niveaux d’expression de C/EBP-P et -d augmentent rapidement dans les cellules. Cette

augmentation induit I'expression de C/EBP-a et de PPAR-y. Il a ét¢ démontré que
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I'induction de C/EBP-a et de PPAR-y contribue a 1'établissement d'une boucle de
rétroactivation dans laquelle ces protéines favorisent réciproquement leur expression (Fajas
et al., 2001), L'existence de cette rétro-activation est pergue comme un mécanisme de
contrile assurant la différenciation compléte des cellules lorsque le programme de
différenciation a été enclenché. La présence de ADD/SREBPIlc contribue pour sa part
stimuler I'adipogenése en produisant des ligands endogénes pour PPAR-y (Rosen ef al.,
2000). L’activation de PPAR-y par ces ligands favorise I’augmentation de |’expression des
geénes impliqués dans le métabolisme des lipides et ’évolution du pré-adipocyte en
adipocyte mature. En plus de stimuler ’apparition d’une population de petites cellules
nouvellement différenciées, les agonistes PPAR-y réduisent la proportion des gros
adipocytes, possiblement en augmentant |’apoptose de ces cellules (Okuno ef al., 1998; de
Souza el al., 2001). L’augmentation du nombre de cellules adipeuses compétentes est
pergue comme un élément important dans I’amélioration de la lipémie et de la sensibilité a
I"insuline induite par les agonistes PPAR-y (Picard et Auwerx, 2002). La prolifération de
cellules aptes & gérer les lipides permet de réduire la déposition ectopique des graisses et le
développement de la résistance a I’insuline induite par un contréle inapproprié des réserves
lipidiques (Unger, 2003).

3.3.3 La captation, la synthése, I estérification et la mise en réserve des lipides

Tel que mentionné dans la section précédente, la stimulation de PPAR-y dans le
tissu adipeux blanc représente un élément clé pour la différenciation primaire et terminale
des adipocytes. L'acquisition des caractéristiques adipocytaires par les pré-adipocytes
requiert I’expression de nombreux génes impliqués dans |'anabolisme lipidique. Au cours
des derniéres années, plusieurs génes ont été identifiés comme cibles de PPAR-y (Tableau
1). De ces génes, plusieurs ont révélé porter dans leur promoteur un PPRE fonctionnel
facilitant leur transactivation par PPAR-y. Généralement, ces génes peuvent étre classés en
quatre groupes, soit ceux impliqués dans la captation (FAT/CD36, FATP-1, LPL), la
synthése (DGAT-1, FAS, ME, SCD-1), I'estérification (aP2, ACS, ACBP, GyK, hFABP,
PEPCK, PC) et la mise en réserve des lipides (PLIN, §3-12). L’augmentation de
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I"expression de ces génes liée a I'amélioration de la sensibilité a ’insuline et du transport

du glucose dans les adipocytes favorise I"accumulation des graisses dans le tissu adipeux.

En plus de contribuer a I'adipogenése, 1'augmentation de 'expression des génes
listés dans le Tableau 1 est percue comme un élément important lié 4 la réduction des AGL
et des TG circulants lors du traitement avec des agonistes PPAR-y. La captation et
I"estérification des AG dans le tissu adipeux est fortement stimulée in vivo en réponse aux
TZD (Ye et al., 2004). La stimulation de 'expression de FATP-1 (Frohnert ef al, 1999),
FAT/CD36 (Motojima ef al., 1998), PEPCK (Tordjman er al., 2003) et de la GyK (Guan er
al., 2002) semble étre importante a cet effet. L’amélioration de la rétention des AG dans le
tissu adipeux diminue les niveaux plasmatiques d' AGL de méme que 1'accumulation de ces
lipides dans les tissus périphériques (Kuhlmann ef al., 2003; Ye er al., 2004). Cet effet est
reconnu comme un mécanisme important par lequel les agonistes PPAR-y améliorent la
sensibilité 4 "insuline (Berger et Moller, 2002; Picard et Auwerx, 2002; Unger, 2003). La
réduction de la triglycéridémie induite par les agonistes PPAR-y a été principalement
associée a I'augmentation de la clairance des TG via ["activation de la LPL dans le tissu
adipeux (Lefebvre et al., 1997; McTernan ef al., 2002; Bogacka et al., 2004; Nagashima ef
al., 2005). Aussi, il a été¢ observé dans certaines études que les agonistes PPAR~y diminuent
la triglycéridémie en réduisant la sécrétion hépatique des VLDL (Oakes ef al., 2001; Tan ef
al., 2005b). Comme les AGL sont reconnus comme un substrat important pour la synthése
et la sécrétion des TG par le foie (Julius, 2003), leur réduction par les agonistes PPAR-y
pourrait contribuer & diminuer la séerétion hépatique des TG. Ainsi, I'expression des génes
impliqués dans la captation, I’estérification et la mise en réserve des lipides dans le tissu
adipeux semble jouer un rile important dans les effets bénéfiques des agonistes PPAR-y sur

la sensibilité & I"insuline et sur la lipémie.

3.3.4 Lalipolyse

Bien que les effets des agonistes PPAR-y sur la réduction des AGL soient bien
connus, les études relatives & I'impact de ces agonistes sur le potentiel lipolytique du tissu

adipeux blanc ont mené a des résultats contradictoires. Des études produites in vitro avec
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des cellules 3T3-L1 ou des explants de tissu adipeux de rats ou d’humains ont montré que
les TZD réduisent la lipolyse en stimulant la glycéronéogenése et le recyclage des AG dans
le tissu adipeux (Guan ef al., 2002; Tordjman ef al., 2003; Chen ef al , 2005; Leroyer et al.,
2006). En accord avec ces résultats, il a été montré que ['utilisation des TZD réduit
I'expression des génes favorisant la lipolyse du tissu adipeux tels le récepteur fs-
adrénergique (Bakopanos et Silva, 2000; Sell er al., 2004), la leptine (De Vos et al., 1996;
Kallen et Lazar, 1996) et le TNF-a (Hofmann er al., 1994). Aussi, une équipe a observé
que I'expression et "activité de la PDE3B est augmentée chez la souris par le traitement &
la pioglitazone (Tang er al, 1999). De plus, de récentes études effectuées dans nos
laboratoires suggérent que I’activité sympathique et thyroidienne, qui sont toutes deux
reconnues comme étant de puissants activateurs de la lipolyse (Cannon et Nedergaard,
2004), sont réduites dans le tissu adipeux blanc de rats traités avec la rosiglitazone

(Festuccia et Deshaies, observations non publi¢es).

Ftrangement, des études mesurant la cinétique in vivo des AGL chez le rat ont
montré que, durant le jeline, les agonistes PPAR-y stimulent la capacité du tissu adipeux
blanc de libérer des AG (Oakes ef al., 2001; Kalderon et al., 2003). Chez I"humain, des
¢tudes n'ont remarqué aucun cffet de I"agonisme de PPAR-y sur la lipolyse (Mayerson er
al., 2002, Racette ef al., 2002) tandis que d’autres ont rapporté que les TZD ont tendance 4
stimuler la libération des AG par le tissu adipeux (Tan ef al., 2005a; Tan et al., 2005b). La
stimulation de la lipolyse pourrait étre associée a 1’augmentation de 1'activité des lipases
impliquées dans I’hydrolyse intracellulaire des TG. En effet, la rosiglitazone a démontré
étre en mesure d'augmenter |'expression, les niveaux protéiques et |'activité de la HSL
(McTernan ef al , 2002; Tan et al., 2005b; Deng et al., 2006). 1l a aussi été observé & une
reprise que D'expression de la MGL est augmentée dans le tissu adipeux blanc par

I"activation de PPAR-y (Way er al, 2001b). L'effet de la stimulation de PPAR-y sur
I"expression de I'ATGL n’a cependant pas été évalué jusqu’a ce jour.

Les raisons expliquant la divergence de ces résultats sont multiples. L utilisation de
différents modéles cellulaires (3T3-L1, adipocytes primaires, explants de tissu adipeux)

issus de sujets humains ou de rongeurs traités dans des conditions variables (avec ou sans
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insuline, lors du jeline ou en période postprandiale) peut assurément avoir contribué a
I"hétérogénéité des résultats. Aussi, les différentes techniques utilisées pour mesurer la
lipolyse (libération in vitro d’AG ou de glycérol vs. mesure in vivo de la cinétique des
produits lipolytiques) ont pu ajouter & la complexité des résultats. Finalement, I'effet de la
stimulation de PPAR-y sur la différenciation des adipocytes, sur |’augmentation de la masse
adipeux blanche, sur 'amélioration de la sensibilité & 1'insuline, sur la réduction de
"activité adrénergique et thyroidienne et sur la stimulation du recyclage des produits

lipolytiques a pu aussi compliquer I'interprétation des résultats.

3.3.5 La biogenése des mitochondries et I'oxydation des lipides

Plusieurs études réalisées in vivo et in vitro ont montré que la stimulation de PPAR-
1 par les TZD stimule la biogenése des mitochondries dans le tissu adipeux blanc et dans
les adipocytes blancs en culture (Toseland er al., 2001; Wilson-Fritch er al., 2003; Wilson-
Fritch er al., 2004; Bogacka ef al., 2005a; Bogacka ef al., 2005b; Choo ef al., 2006). En
plus d’augmenter la masse mitochondriale, les TZD modifient la disposition de méme que
la forme des mitochondries. Les caractéristiques mitochondriales des adipocytes blancs
traités avec les TZD sont étrangement trés similaires & celles normalement observées dans
les adipocytes bruns (Toseland et al., 2001: Wilson-Fritch et al., 2003; Wilson-Fritch er al.,
2004). Aussi, il a été démontré que ces agonistes stimulent I’expression de nombreux génes
impliqués dans 1’oxydation des lipides et la dissipation de |’énergie (Way ef al., 2001b;
Wilson-Fritch et al., 2004; Boden et al, 2005; Bogacka et al, 2005a; Bogacka er al,
2005b). De ces génes, notons entre autres ceux de la protéine découplante-1 (UCP-1,
uncoupling protein-1), de PGC-la, de la carnitine palmitoyliransférase-1 (CPT-1), de la
cytochrome C oxydase (CytC) et de I"acyl-CoA déshydrogénase, chaine intermédiaire
(Mcad, medium chain acyl-CoA dehvdrogenase) et de "acyl-CoA déshydrogénase, chaine
longue (Acadl, long chain acyl-CoA dehydrogenase). L'augmentation du nombre de
mitochondries et de ’expression des génes mitochondriaux par les TZD a été associée a
I"élévation de la consommation d’oxygéne et de 1'oxydation des AG dans le tissu adipeux
(Wilson-Fritch et al, 2004; Bogacka ef al., 2005a). Ces effets pourraient améliorer la

sensibilité a I"insuline en facilitant I’ utilisation des AG par le tissu adipeux et en diminuant
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les effets négatifs associés & leur déposition ectopique (Wilson-Fritch et al, 2003;
Hondares ef al., 2006).

L.es mécanismes en cause dans ’augmentation de la biogenése des mitochondries et
du potentiel oxydatif du tissu adipeux par I’activation de PPAR-y ne sont pas bien connus
mais impliquent probablement 1'élévation des niveaux de PGC-la. Cette protéine, dont
I"expression est directement régulée par PPAR-y via la présence d’un PPRE dans son
promoteur (Hondares et al., 2006), est reconnue comme étant un élément clé lié a la
biogenése de mitochondries et 4 "expression d’UCP-1 dans le tissu adipeux brun (Lin er
al., 2005b). L. expression de PGC-1a est faible ou nulle dans le tissu adipeux blanc et trés
forte dans le tissu adipeux brun, un dépdt riche en mitochondries impliqué dans la
dissipation de I'énergie et la production de chaleur (Puigserver et Spiegelman, 2003).
L'observation de caractéristiques d’adipocytes bruns dans des adipocytes blancs
surexprimant PGC-la supporte un possible réle de cette protéine dans les effets des
agonistes PPAR-y sur la biogenése des mitochondries (Puigserver et al., 1998, Tiraby ef af.,
2003). Bien que I'effet des TZD sur la stimulation de la biogenése des mitochondries et du
potentiel oxydatif ait été démontré dans des adipocytes 3T3-L1 en culture (Bogacka er al.,
2005a), il est possible qu'une partie des observations faites in vivo concernant |"acquisition
de caractéristiques du tissu adipeux brun par le tissu adipeux blanc refléte le développement
d’adipocytes bruns dans la masse adipeuse blanche (Sell et al., 2004). Pour le moment, le
type cellulaire 4 partir duquel émergent les adipocytes bruns qui se retrouvent dans le tissu
adipeux blanc n’est pas connu. En effet, on ne sait pas si ces cellules proviennent de pré-
adipocytes blancs, de pré-adipocytes bruns, ou si elles sont issues de la transdifférenciation

d’adipocytes blancs matures (Nedergaard ef al., 2005).

Bien que les agonistes PPAR-y stimulent la biogenése mitochondriale et le potentiel
oxydatif du adipeux blanc, aucune réduction de la masse adipeuse n'est observée lors de
traitement avec ces agonistes. Au contraire, 'activation de PPAR-y est reconnue pour
augmenter I*accumulation des lipides dans ce tissu (de Souza er al., 2001; Shadid et Jensen,
2003; Berthiaume er al, 2004). De plus, aucune étude n'a permis d’observer une

modulation de la consommation d’oxygéne et de la dépense énergétique pouvant corroborer



35

les observations relatives & la stimulation de I'oxydation des lipides par les agonistes
PPAR-y (Burkey er al., 2000; Sell er al., 2004; Smith er al., 2005). Premiérement, il est
possible que |’effet des agonistes PPAR-y sur la stimulation de la consommation d’oxygéne
du tissu adipeux blanc soit trop faible pour étre détectée en chambre métabolique. Aussi, il
est possible que la forte augmentation de I'estérification des lipides par le tissu adipeux
surpasse sa propre capacité oxydative et favorise 1’établissement d’une balance énergétique
positive menant 4 1'accumulation des graisses. Finalement, il est aussi possible que la
réduction de "activité adrénergique et de 'activité de 1'axe thyroidien induite par les TZD
puisse contrebalancer ["augmentation du potentiel oxydatif induit par ces agonistes
(Thurlby et al., 1987; Sell et al., 2004; Festuccia et al., observations non publiées). Des
¢tudes supplémentaires sont requises afin de déterminer I'impact précis de la biogenése des
mitochondries sur le métabolisme du tissu adipeux, sur la balance énergétique et sur les

effets systémiques des agonistes PPAR-y.

3.3.6 Le remodelage du tissu adipeux

Chez I"'homme, I'activation de PPAR-y par les agonistes de la classe des TZD est
reconnue pour augmenter légérement mais significativement I'indice de masse corporelle
(Akazawa et al., 2000; Carey et al., 2002; Rasouli ef al, 2005). L'augmentation de poids
induite par les TZD a été associée a de la rétention d’eau mais aussi & I’augmentation de
I’accumulation des graisses dans le tissu adipeux (Picard et Auwerx, 2002). L’effet
stimulateur des agonistes PPAR-y sur 'expression des génes liés au métabolisme des
lipides dans le tissu adipeux représente le mécanisme le plus probable favorisant la
déposition des lipides chez les individus traités avec les TZD. Plusieurs études publiées ces
derniéres années ont démontré que les TZD favorisent I’accumulation des graisses dans les
dépdts adipeux sous-cutanés et réduisent, ou maintiennent, la déposition des graisses dans
les dépdts adipeux viscéraux (Tableau 2). L étroite liaison entre la masse adipeuse viscérale
et le développement de déréglements métaboliques tels la résistance a I'insuline, le diabéte
de type 2, I'hypertriglycéridémie et 1’athérosclérose suggére que I'effet des TZD sur la
masse adipeuse viscérale puisse jouer un réle important dans "amélioration du profil

métabolique. L"accumulation préférentielle des lipides dans le tissu adieux sous-cutané, un
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dépdt reconnu comme ayant moins d'effets délétéres sur le métabolisme (Krotkiewski ef

al., 1983), contribue probablement aux effets bénéfiques des TZD chez I'homme.

Les mécanismes par lesquels les agonistes PPAR-y ménent a la redistribution des
graisses n’ont pas encore été identifiés. 11 a été démontré a quelques reprises que des pré-
adipocytes humains isolés du tissu adipeux sous-cutané se différencient plus efficacement
que ceux isolés des dépdts viscéraux (Adams er al., 1997a; Hutley er al, 2003). Ces
différences n'ont toutefois pas été observées dans toutes les études (van Harmelen et al.,
2002; Grohmann er al, 2005). Récemment, la transfection d’adipocytes humains avec un
plasmide portant en sa séquence le PPRE de I"acyl-CoA oxidase (ACO) associé a un géne
rapporteur a montré que |'activité transactivatrice de PPAR-y est plus importante dans les
adipocytes du tissu adipeux sous-cutané que dans ceux du tissu adipeux viscéral (Sauma et
al., 2006). Les facteurs moléculaires a la base de 'activation différentielle de PPAR-y ne

sont pas connus mais plusieurs hypothéses sont envisagées afin d’expliquer ce phénomeéne.

En premier lieu, 'expression différentielle de PPAR-y a ¢ét¢ envisagée comme un
facteur pouvant mener 4 la redistribution des graisses. Cette hypothése suggére qu'une
expression de PPAR-y plus forte dans le tissu adipeux sous-cutané puisse favoriser
préférentiellement la déposition des lipides dans ce tissu lors de "activation de PPAR-y.
Ainsi, plusieurs études ont été produites chez 1'humain afin de vérifier I"expression de
PPAR-y dans le tissu adipeux sous-cutané et viscéral. Bien que certaines études aient noté
une expression plus forte de PPAR-y dans le tissu adipeux sous-cutané (Lefebvre er al,
1998; Giusti ef al, 2003), plusieurs études n’ont noté aucune différence (Yanase et al,
1997; Lefebvre et al., 1998; Montague ef al., 1998). Une étude publiée récemment a méme
rapporté que PPAR-y est exprimé plus fortement dans le tissu adipeux viscéral que dans le
sous-cutané (Quinkler er al, 2006). L’inconsistance des résultats suggére qu’il est peu
probable que I'expression différentielle de PPAR-y puisse étre la cause de la redistribution
des graisses induite par les TZD. Puisque I'expression génique différe souvent de la
synthése des protéines, il serait intéressant de comparer la masse protéique des différents
isoformes de PPAR-y entre les tissus adipeux. Malheureusement, aucune étude n’a jusqu’ici

¢té publide 4 ce propos.



Tableau 2. Revue de la littérature des effets des thiazolidinediones sur la redistribution du tissu adipeux blanc chez I"homme.

Référence Agoniste Dose Durée Patients H/F  IMC SC vV  VISC

Kawai et al., 1999 Troglitazone 400mg/j 13 semaines  Diabéte de type 2 18/0 22 - - |
+diéte

Kawaier al., 1999 Troglitazone 400mg/j 13 semaines  Diabéte de type 2 15/0 22 - - -
+ sulfonyluré

Kelly eral., 1999 Troglitazone 600mg/j 13 semaines  Diabéte de type 2 16/5 29 - 4

Mori er al., 1999 Troglitazone 400mg/j 26 semaines  Diabéte de type 2 711 26 ] } |

Aleazama ef al., 2000 Troglitazone 400mg/] 52 semaines  Diabéte de type 2 713 25 t - I
+ sulfonyluré

Walli ef af., 2000 Troglitazone 400mg’j 13 semaines  Diabéte de type 2 7 (6) T t [}

+ VIH
Arioglu er al., 2000 Troglitazone 200 4 26 semaines  Résistance 4 l'insuline 2/18 ? { -
H00mg/] + lipedystrophie

Nakamura et al., 2001 Troglitazone 400mg/j 12 semaines __ Obésité viscérale 16/13 29 f } |

Carey et af., 2002 Rosiglitazone Bmg/j 16 semaines  Diabéte de type 2 276 30 f -

Gelato er al., 2002 Rosiglitazone Emg/j 6all Diabéte de type 2 W7 (&) 7 1t ) -
+antirétroviral semaines +VIH

Virtanen ef al., 2003 Rosiglitazone dmg/j 26 semaines  Diabéte de type 2 20v8 30 I

Titkkainen et af,, 2004  Rosiglitazone 4mg/j 16 semaines  Diabéte de rype 2 376 k]| - -

Van Wijk er al., 2005 Rosiglitazone 4mg/| 26 semaines  Lipodystrophie 39/0 T -
+antirétroviral +VIH

Feldt er al., 2006 Rosiglitazone dmgfj 24 semaines  Lipodystrophie 14/6 24 f - J
+antirétroviral + VIH

Hirose er al., 2002 Pioglitazone 30mg/j 13 semaines  Diabéte de type 2 1050 26 1 - -
+ didte/sulfonyluré

Mivazaki ef al., 2002 Pioglitazone 45mg/) 16 semaines  Diabéte de type 2 9/4 29 f !} J
+ diéte/sulfonyluré

Shadid er al., 2003 Pioglitazone 30mg/ 20 semaines  Obésité viscérale 10/10 33 ] -

Prasithsirikul er al., Pioglitazone I0mg/j 4 semaines Lipodystrophie ol e ] I

2003 +antirétroviral + VIH

Rasouli er al., 2005 Pioglitazone 43mg/j 10 semaines  Résistance 4 U'insuline  7/7(23) 34 - - I

Smith ef al., 2005 Pioglitazone 45mg/) 24 semaines  Diabéte de type 2 19/23 32 f -
ssulfonylure

Basu ef al., 2006 Pioglitazone 45mg/j 12 semaines Diabéte de tvpe 2 T (E) 32 - -

Abréviations et symboles: H'F, homme/femme; IMC, indice de masse corporelle (kgfm!]n; case vide , aucune mesure; 7, donnée manguante;

SC, tissu adipeux sous-cutané; V, tissu adipeux viscéral; V/SC, ratio tissu adipeux viscéral’tissu adipeux sous-cutané; VIH. virus
d'immunodéficience acquise; -, aucun effet; ||, augmentation; |}, diminution.
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Les modifications post-traductionnelles de PPAR-y sont aussi envisagées comme
des éléments pouvant contribuer a la redistribution du tissu adipeux par les TZD. Tel que
mentionné précédemment, les PPAR sont des protéines phosphorylables. Il est maintenant
bien connu que PPAR-y est phosphorylé par la MAPK sur la sérine 112 chez la souris et la
sérine 114 chez I'homme (Hu ef al., 1996; Adams et al., 1997b; Ristow el al., 1998). Cette
phosphorylation, qui a licu dans le domaine A/B de PPAR-y, méne a la répression de
I"activité de PPAR-y en réduisant la fonction AF-1 de méme que |"affinité du récepteur
pour les ligands (Adams er al, 1997b; Shao er al, 1998). Chez la souris, la mutation
Serl12Ala, qui empéche la phosphorylation de PPAR-y et active le récepteur de fagon
constitutive, a été¢ associée a I"'augmentation de I'adipogenese et a I'amélioration de la
sensibilité a I'insuline (Rangwala et a/., 2003). Chez I"homme, la mutation Prol15GIn de
PPAR-y, qui diminue la phosphorylation du récepteur sur la sérine 114, a été associée &
I"obésité et a la réduction de I"insulinémie (Ristow et al., 1998). Comme la phosphorylation
de PPAR-y affecte de maniére importante |’ activité du récepteur, il a ét¢ suggéré que cette
modification post-traductionnelle puisse étre la cause de la spécificité d’action des TZD sur
les différents tissus adipeux (Montague, 2002). Malheureusement, la comparaison des
niveaux de phosphorylation de PPAR-y entre les dépits adipeux n’a jusqu’ici jamais été

effectuée.

Une autre modification post-traductionnelle de PPAR-y, la SUMOylation, est
envisagée comme un facteur pouvant étre impliqué dans la redistribution du tissu adipeux
par les TZD. Chez la souris, PPAR-y peut étre SUMOyIé principalement sur la lysine 107
du domaine A/B (Floyd et Stephens, 2004; Ohshima er al., 2004; Yamashita et al., 2004;
Pascual et al., 2005). Ce site de SUMOylation correspond a la lysine 109 chez I"homme. La
SUMOylation de la lysine 107 dans des cellules en culture a été associée a une forte
réduction de 1'activité transactivatrice de PPAR-y (Floyd et Stephens, 2004; Ohshima ef al.,
2004; Yamashita ef al., 2004; Pascual ef al, 2005). Inversement, la mutation Lysl07Arg,
qui empéche la SUMOylation de PPAR-y, a été associée a I’activation du récepteur. Il a été
observé que la SUMOylation sur la lysine 107 est favorisée par la phosphorylation de
PPAR-y sur la sérine 112, ce qui contribue & réduire davantage Pactivité du récepteur

(Yamashita et al., 2004). La comparaison des niveaux de SUMOylation entre les dépots
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adipeux et le role de cette modification sur la redistribution du tissu adipeux par les TZD

n’ont toujours pas été¢ déterminés.

Finalement, le recrutement différentiel de cofacteurs nucléaires entre les dépdts
adipeux est considéré comme un mécanisme probable par lequel les TZD induisent le
remodelage de la masse adipeuse. Tel que décrit dans le section 3,1.2, plusieurs protéines
peuvent se lier & PPAR-y et affecter son activité transcriptionnelle. Plusieurs études ont
montré que le recrutement de cofacteurs nucléaires influence directement |’activité
adipogéne de PPAR-y et 'expression génique. Par exemple, le recrutement préférentiel de
TIF-2 par PPAR-y est reconnu pour favoriser I'expression des génes impliqués dans
I'adipogenése (Rocchi ef al., 2001; Picard ef al., 2002b). Au contraire, le recrutement de
SRC-1, qui favorise la liaison de PGC-la sur PPAR-y, a été associé a I'expression des
geénes liés a 'oxydation des substrats (Picard er al., 2002b). Le recrutement des cofacteurs
par PPAR-y est un phénoméne complexe qui peut étre affecté par plusieurs facteurs. Il est
connu que les changements de conformations de PPAR-y induits par différents agonistes
permettent le recrutement de différents cofacteurs qui influencent I’eftfet adipogene de ces
agonistes (Camp ef al., 2000; Rocchi ef al., 2001). Les modifications post-traductionnelles
(phosphorylation et SUMOylation) affectant aussi la conformation de PPAR-y, sont
percues comme des éléments pouvant moduler le recrutement de cofacteurs et affecter
I'expression génique. Pour le moment, la contribution du recrutement différentiel de
cofacteurs nucléaires par PPAR-y dans les effets des TZD sur la redistribution du tissu

adipeux n’a pas été déterminée.

3.3.7 La fonction endocrinienne

Le tissu adipeux blanc a pour fonction primaire d’emmagasiner les lipides en
période d’abondance et de les libérer lors des périodes de jeline. Au-dela de cette fonction,
il est maintenant bien connu que le tissu adipeux produit et libére dans la circulation un bon
nombre d’adipokines et de cytokines pro-inflammatoires ayant des effets majeurs sur le

métabolisme et la balance énergétique (Figure 1). Seront décrits dans cette section les effets
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des agonistes PPAR-y sur la séerétion des principales adipokines et cytokines pro-

inflammatoires influengant le métabolisme énergétique et la sensibilité a ’insuline.

L'adiponectine est une adipokine reconnue pour améliorer le profil métabolique
(Trujillo et Scherer, 2006). I."adiponectine influence la sensibilité 4 |"insuline du foie en
favorisant I'oxydation des lipides et en réprimant la production hépatique de glucose par
des mécanismes dépendants de I'AMPk (Berg er al., 2001; Combs er al., 2001; Yamauchi
et al, 2002). Le lien étroit entre |"hypoadiponectinémie et I'obésité, la résistance &
I"insuline et le diabéte de type 2 suggére un rile central de I’adiponectine dans le maintien
de I"homéostasie métabolique et énergétique (Weyer ef al., 2001). Les TZD augmentent les
niveaux circulants d'adiponectine chez |'homme et chez les rongeurs (Maeda er al., 2001;
Combs et al., 2002). En plus d’augmenter la concentration plasmatique de cette protéine, la
stimulation de PPAR-y favorise la mise en circulation des complexes d’adiponectine de
haut poids moléculaire, la forme d’adiponectine possédant la plus importante bioactivité
(Pajvani et al., 2004). L.’ étroite similitude observée entre la surexpression de I'adiponectine
chez la souris et les traitements avec les TZD suggére un role important de cette adipokine
dans les effets de ces agonistes (Combs et al., 2004). Le traitement de souris déficientes en
adiponectine avec des agonistes PPAR-y a permis d’évaluer le réle de I'adiponectine dans
les effets de ces agonistes. L’ amélioration partielle de la sensibilité & 1'insuline induite par
les TZD en absence d’adiponectine souligne le réle important, mais non essentiel, de cette
protéine dans les effets des TZD (Kubota ef al., 2006; Nawrocki er al., 2006).

L’activation pharmacologique de PPAR-y affecte les niveaux circulants de leptine.
Les TZD diminuent les niveaux plasmatiques de cette adipokine reconnue comme un
facteur de satiété puissant (De Vos ef al., 1996; Kallen et Lazar, 1996). La réduction de la
leptine par les agonistes PPAR-y est pergue comme un meécanisme pouvant contribuer a
"augmentation de la prise alimentaire et de I’accumulation des graisses observées lors de

I"utilisation de tels agonistes (Berger et Moller, 2002).

La découverte d’une étroite liaison entre la sécrétion de TNF-a par le tissu adipeux

el la résistance a I'insuline induite par I'obésité a permis de mettre en évidence le role de
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I'inflammation dans le développement de cette pathologie (Hotamisligil et al, 1993;
Zinman er al., 1999). 1l en ensuite ét¢ démontré que le TNF-a induit la résistance a
I'insuline en réduisant I'efficacité de la signalisation de I'insuline (Hotamisligil et al,
1994) et en stimulant la lipolyse du tissu adipeux (Green et al., 1994; Gasic et al., 1999),
Des études ont montré que les TZD réduisent la sécrétion de TNF-a par le tissu adipeux
(Miles et al., 1997). La réduction de la sécrétion du TNF-a par les TZD est pergue comme
un mécanisme possible par lequel les TZD contribuent & I'amélioration de la sensibilité a
I"insuline (Berger et Moller, 2002). Le degré d’implication des adipocytes dans la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires a récemment été remis en question par la découverte
d’une forte infiltration de macrophages dans le tissu adipeux d'animaux obéses (Weisberg
et al., 2003; Xu er al, 2003b). La colonisation du tissu adipeux par les macrophages,
phénoméne qui est amplifié par la production de MCP-1 (Kanda ef al., 2006; Weisberg et
al., 2006), est désormais considérée comme un nouvel élément pouvant lier I'obésité,
I'inflammation et la résistance a 1'insuline (Wellen et Hotamisligil, 2003; Neels et Olefsky,
2006). L’activation de PPAR-y par les TZD diminue I'infiltration des macrophages dans le
tissu adipeux (Di Gregorio et al., 2005). Cet effet des TZD pourrait étre causé par la
réduction de 'expression de MCP-1 (Di Gregorio ef al., 2005) et par I’augmentation de
I'apoptose des macrophages dans le tissu adipeux (Chinetti e/ al., 1998; Bodles ef al,
2006). La réduction de I'infiltration des macrophages par les TZD pourrait étre impliquée
dans la réduction de la séerétion de TNF-a et dans I"amélioration de la sensibilit¢ a

I'insuline observée lors de I'utilisation de ces agonistes (Lumeng et al., 2007b).

Il est bien établi que les cytokines pro-inflammatoires telles le TNF-a et I'lL-6
augmentent la production de monoxyde d’azote (NO, nitric oxide) en stimulant
I'expression de la synthase inductible de monoxide d’azote (iNOS, inducible nitric oxide
synthase) (Marette, 2002). Le NO est une molécule qui est surproduite lors de
I'endotoxémie, de 'obésité et de la résistance 1'insuline. [l a été démontré chez la souris
que l'inactivation d’iNOS protége contre le développement de la résistance a I'insuline
induit par une diéte riche en graisses (Perreault et Marette, 2001). Le NO induit la
résistance 4 I'insuline dans le muscle en favorisant la S-nitrosation et la dégradation de

protéines impliquées dans la signalisation de I'insuline (Carvalho-Filho et al., 2005). Des
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études ont montré que les TZD réduisent les niveaux d’iNOS et la production de NO dans
plusieurs types cellulaires dont les myocytes, les adipocytes et les macrophages en culture
(Pilon et al., 2004) et dans le tissu adipeux de souris obéses (Dallaire et al., résultats non
publiés). Malgré la trés courte demi-vie du NO, il a été suggéré que la production de cetie
molécule par le tissu adipeux puisse avoir un effet paracrine sur la sensibilité 4 1"insuline du
muscle (Marette, 2002). Puisque plus de tissu adipeux se retrouve dans le muscle des
personnes obéses, une production locale élevée de NO par les adipocytes et les
macrophages pourrait induire la résistance a4 I'insuline dans les myocytes. Ainsi, la
réduction de "activité d’iNOS dans le tissu adipeux, qui est probablement influencée par la
réduction de I'infiltration des macrophages (Lumeng er al., 2007a), est considérée comme

un ¢lément pouvant contribuer a I’effet des TZD sur la sensibilité & I'insuline.

Une autre adipokine, la résistine, a été identifiée comme une cible de PPAR-y. A
I'origine, la résistine a été caractérisée comme une protéine produite principalement par les
adipocytes pouvant causer la résistance a l'insuline (Steppan et al,, 2001). Les niveaux
élevés de résistine chez les rongeurs obéses et la diminution de ces niveaux par la
rosiglitazone suggéraient initialement que cette protéine puisse jouer un rdle dans
I'amélioration de la sensibilité 4 I'insuline induite par les TZD. Toutefois, des études
contradictoires publiées ces derniéres années mettent fortement en doute les conclusions de
cette étude (Way et al , 2001a; Banerjee et Lazar, 2003; Hotamisligil, 2003). Ainsi, le role
de la résistine dans les effets bénéfiques des TZD sur la sensibilité 4 I'insuline semble

beaucoup moins clair qu'originalement décrit.

La récente découverte de I'induction de la résistance a 'insuline par RBP-4, une
protéine produite par le tissu adipeux se retrouvant en forte concentration plasmatigue chez
les obéses, suggére que cette adipokine puisse faire le lien entre I'obésité et la résistance a
I'insuline (Yang er al., 2005). Dans I’étude de Yang et al., il a été¢ démontré que la
rosiglitazone réduit I'expression de méme que les niveaux circulants de RBP-4. Ces
résultats suggérent qu'une partie des effets bénéfiques de la rosiglitazone sur la sensibilité a
I'insuline puissent étre causée par une réduction des niveaux circulants de RBP-4. Bien que

ces résultats soient trés intéressants, d’autres études sont requises afin de préciser les
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fonctions exactes de RBP-4, I"impact de cette protéine sur la résistance a |'insuline chez
I’homme, les mécanismes par lesquels RBP-4 favorise la résistance a 'insuline et

I'implication de cette adipokine dans les effets des TZD.

3.3.8 Modéles génétiques

Afin de vérifier le role du tissu adipeux dans les effets des agonistes PPAR-y, des
souris déficientes en tissu adipeux ont été traitées avec des TZD. Deux modéles de souris
lipodystrophigues ont ét€ utilisés. Le premier modele, la souris A-ZIP/F1, est produit par la
surexpression dans le tissu adipeux de la protéine A-ZIP/F, un protéine reconnue pour
inhiber I'action des C/EBP en limitant leur liaison a I'ADN (Moitra er al, 1998). Le
deuxiéme modele, la souris ap2/DTA, est produite en surexprimant la toxine diphtérique A
(DTA, diphteria toxine A) sous le contrdle du promoteur aP2, un promoteur spécifiqguement
utilisé dans les adipocytes. L’absence d’effet des TZD sur la glycémie et I'insulinémie des
souris A-ZIP/F1 a permis de démontrer que le tissu adipeux est nécessaire pour ['effet
antidiabétique de ces agonistes (Chao er al., 2000). Toutefois, |’effet hypolipidémiant des
TZD est maintenu en absence de tissu adipeux. Le foie, qui emmagasine normalement des
quantités limitées de lipides, devient stéatotique chez les souris A-ZIP/F1 traitées avec les
TZD. Des niveaux élevés de PPAR-y sont retrouvés dans le foie de ces souris, ce qui
coniribue & augmenter la lipogenése et I’acquisition de caractéristiques du tissu adipeux par
le foie. Afin de déterminer si "effet hypolipidémiant des TZD est maintenu dans les souris
A-ZIP/F1 lorsque le foie ne surexprime pas PPAR-y, des souris A-ZIP/F1 n’exprimant pas
PPAR-y dans le foie ont été produites (Gavrilova ef al., 2003). Dans ce modéle, les TZD ne
sont plus efficaces pour diminuer les TG circulants et la glycémie, ce qui démontre
I'importance du tissu adipeux dans les effets de ces agonistes. Le traitement des souris
aP2/DTA a conduit 4 des résultats différents. Ces souris lipodystrophiques montrent une
amélioration de la lipémie et de la glycémie lors du traitement avec les TZD (Burant ef al.,
1997). Comme dans le modéle A-ZIP/F1, des quantités importantes de lipides s”accumulent
dans le foie de ces souris lors du traitement avec ['agoniste PPAR-y, ce qui masque
probablement le réle du tissu adipeux dans la diminution des lipides circulants induite par

ces agonistes. L."absence d’une lipodystrophie totale pourrait expliquer comment les TZD
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maintiennent leur effet antidiabétique dans les souris aP2/DTA (Chao er al., 2000). Bien
gu’il soit difficile de tirer des conclusions claires 4 partir des modeles lipodystrophigues,
ces ¢études sugpgérent un réle tres important, mais non exclusif, du tissu adipeux dans les
effets des TZD.

Afin de vérifier directement le role de PPAR-y du tissu adipeux dans le maintien de
I’homéostasie énergétique et dans les effets des agonistes PPAR-y, différents modéles de
souris n'exprimant pas PPAR-y dans le tissu adipeux ont été générés. Généralement, les
souris déficientes en PPAR-y dans le tissu adipeux montrent un poids corporel réduit, une
masse adipeuse plus faible, des niveaux de lipides circulants élevés et une accumulation de
TG élevée dans le foie (He ef al., 2003; Koutnikova er al., 2003; Imai er al., 2004; Jones et
al., 2005). Ces résultats confirment le role de PPAR-y dans I'adipogenése. Or, plusieurs
observations extrémement confondantes ont été rapportées relativement a I'effet de
I"inactivation de PPAR-y du tissu adipeux sur la sensibilité a I'insuline. Dépendamment des
études, I"inactivation de PPAR-y dans le tissu adipeux cause la résistance 4 I'insuline (He er
al., 2003), une légere intolérance au glucose (Koutnikova er all, 2003) ou aucun effet sur la
sensibilité a I'insuline (Jones ef al., 2005). Ces variations, qui sont probablement issues des
différentes stratégies utilisées pour produire ces souris, rendent difficile I'interprétation du
role précis de PPAR-y du tissu adipeux dans le maintien de I’équilibre métabolique (Gray er
al., 2005). Chez des souris déficientes en PPAR-y dans le tissu adipeux, la rosiglitazone
améliore la sensibilité a 'insuline hépatique mais ne réduit pas les niveaux d’AGL
circulants (He et al., 2003). Bien que sommaires, ces résultats suggérent que PPAR-y du

tissu adipeux est important, mais non essentiel, dans les effets des TZD.

3.4 Effets de la stimulation de PPAR-y sur le tissu adipeux brun

Tel que mentionné précédemment, PPAR-y est fortement exprimé dans le tissu
adipeux brun. Ce tissu, qui est présent chez les nouveau-nés et les petits mammiféres,
contribue significativement 4 la balance énergétique et au métabolisme en transformant des

nutriments issus de 1'alimentation en chaleur lors des périodes de besoin. La production de
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chaleur dans le tissu adipeux brun est dépendante d’UCP-1, une protéine présente dans la
membrane interne de la mitochondrie qui découple I"oxydation des substrats énergétiques
de la synthése mitochondriale d’adénosine triphosphate (ATP) (Cannon et Nedergaard,
2004). Le tissu adipeux brun n'est que peu ou pas présent chez I’homme adulte. Comme
I"étude des mécanismes d’action des agonistes PPAR-y se fait pénéralement dans les
modeéles murins, il est essentiel d’identifier les effets de 1'activation de PPAR-y sur le tissu
adipeux brun et de déterminer I'impact de ces modulations sur 'ensemble du métabolisme.
Bien que les informations découlant de 1'étude de ce tissu soient difficilement applicables &
I"humain, ces derniéres demeurent tout de méme importantes afin d’approfondir les
connaissances de la physiologie et du métabolisme énergétique. De plus, la caractérisation
des effets des agonistes PPAR-y dans le tissu adipeux brun pourrait ultimement fournir des
informations nous aidant a comprendre pourquoi ces agonistes sont généralement plus
efficaces chez les rongeurs que chez 1'homme. Enfin, le développement du phénotype
propre 4 I'adipocyte brun au sein du tissu adipeux blanc humain en réponse aux TZD

souligne la pertinence de I’étude de ce tissu chez le rongeur,

3.4.1 Lasignalisation de I'insuline et le transport du glucose

Tel qu'attendu, les études portant sur les effets des agonistes PPAR-y sur le tissu
adipeux brun sont beaucoup moins nombreuses que celles portant sur le tissu adipeux
blanc. Malgré tout, des informations utiles ont été publiées ces derniéres années concernant
I"effet des TZD sur la signalisation de |'insuline dans des adipocytes bruns. Il a été
démontré que la rosiglitazone augmente 1'expression de méme que la phosphorylation en
tyrosine du récepteur de I’insuline (Hernandez et al., 2003). Cette activation a été associée
a une réduction significative de 1'activité de la protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B),
une proiéine reconnue pour déphosphoryler et inactiver le récepteur de I'insuline (Elchebly
el al., 1999), L'activation du récepteur de !'insuline par la rosiglitazone augmente la
phosphorylation en tyrosine de IRS-1 et IRS-2 et potentialise |'activation de la PI3K et de
la PKB/AKT en réponse a I'insuline. L."amélioration de la signalisation & |’insuline induite
par la rosiglitazone contribue & augmenter la translocation de GLUT4 & la membrane

cellulaire et a stimuler le transport du glucose dans les adipocytes bruns en culture
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(Hernandez ef al., 2003). Aussi, de fagon similaire & ce qui a été décrit dans les adipocytes
blancs, il a ét¢ démontré dans les adipocytes bruns que les TZD empéchent le

développement de la résistance a I"insuline induite par le TNF-a (Hemandez ef al., 2004).

3.4.2 L’adipogenése

Tel que décrit pour les adipocytes blancs (section 3.3.2), la différenciation des
adipocytes bruns requiert la présence de C/EBP-8, -3, -a et de PPAR-y (Uldry et al., 2006).
Plusieurs observations supportent un rile important de PPAR-y dans la formation du tissu
adipeux brun. En premier lieu, il a été noté que la délétion de PPAR-y chez des souris
conduit & une élimination compléte de la masse adipeuse brune (Barak ef al., 1999; Rosen
et al., 1999; Jones ef al., 2005). Aussi, il a été observé que la stimulation de PPAR-y par les
TZD augmente la prolifération (Breider ef al, 1999; Berthiaume er al, 2004) et la
différenciation des adipocytes bruns (Tai ef al., 1996). Comparativement aux adipocytes
blancs, le programme moléculaire impliqué dans la différenciation des adipocytes bruns se
distingue par la stimulation de la biogenése des mitochondries et par |’ expression d"UCP-1
(Klingenspor, 2003). Il a ét¢ démontré que ["acquisition de ces caractéristiques
morphologiques et transcriptionnelles est fortement induite par la présence de PGC-la
(Puigserver ef al., 1998; Tiraby ef al., 2003; Uldry et al., 2006). Les agonistes PPAR-y sont
reconnus pour stimuler fortement I'expression de PGC-1a, d"UCP-1, d’"UCP-2 et d"UCP-3
dans les adipocytes bruns in vivo et in vitro (Foellmi-Adams et al., 1996; Sears et al , 1996;
Kelly er al, 1998, Matsuda er al, 1998; Sell er al, 2004; Hondares er al, 2006). La
présence d’'un PPRE dans le promoteur de PGC-la et d’UCP-1 est pergue comme un
élément clé favorisant la différenciation terminale des adipocytes bruns lors de |"activation
de PPAR-y (Sears ef al., 1996; Hondares ef al., 2006). Il est intéressant de noter que cet
effet de PPAR-y sur I'expression de PGC-1a contribue a I'établissement d’une boucle de
rétroaction positive qui augmente le potentiel de différenciation de PPAR-y. En effet, il a
été démontré que PGC-1a interagit avec PPAR-y et potentialise la capacité de ce récepteur
a transactiver le promoteur de PGC-la et d"UCP-1 (Puigserver et al., 1998; Hondares ef
al., 2006).
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3.4.3 La captation, la synthése, I'estérification et la mise en réserve des lipides

L.'activation de PPAR-y augmente de fagon importante le poids du tissu adipeux
brun, un effet qui est lié & "augmentation de "accumulation des lipides dans ce dépdt
(Kelly ef al., 1998; Breider et al., 1999; Burkey et al., 2000; Toseland et al., 2001; Aleo et
al., 2003; Sell et al, 2004), Bien que les agonistes PPAR-y favorisent le stockage des
graisses dans le tissu adipeux brun, peu d’études ont jusqu'ici mesuré |'effet de ces
agonistes sur ['expression des génes impliqués dans la captation, la synthése,
Iestérification et la mise en réserve des lipides dans ce tissu. Une étude comparant le profil
d’expression génique du tissu adipeux brun d’animaux contréles ou traités avec un agoniste
PPAR-y a permis |'identification de plusieurs génes du métabolisme lipidique dont
I"expression est augmentée par ce traitement (Way ef al., 2001b). De ces génes notons entre
autres I’ACS, la FAS, la FAT/CD36, la FATP-1, la hFABP, la LPL, la ME, la SCD-1 et la
PC. L’augmentation de I'expression de ces génes, de méme que "amélioration de la
sensibilité & I'insuline et du transport du glucose dans les adipocytes bruns, contribuent
probablement & stimuler I"accrétion des lipides dans ce tissu, Bien que 1'accumulation de
lipides dans le tissu adipeux brun des rongeurs traités avec des agonistes PPAR-y soit
importante, la contribution du tissu adipeux brun a I’'amélioration de la lipémie induite par

ces agonistes n’a pas été déterminée.

3.4.4 La fonction du tissu adipeux brun

A I'image du tissu adipeux blanc, la stimulation de ’expression de PGC-la et
d’UCP-1 dans le tissu adipeux brun par les agonistes PPAR-y n’est associ¢ée a aucune
augmentation de la consommation d’oxygéne globale et de la dépense énergétique (Burkey
et al., 2000; Sell et al., 2004; Smith et al, 2005). Au contraire, la déposition des lipides
augmente de fagon spectaculaire dans ce tissu lors du traitement avec ces agonistes (Kelly
et al., 1998; Breider et al., 1999; Burkey er al., 2000; Toseland et al., 2001; Aleo et al.,
2003; Berthiaume e al., 2004; Sell et al., 2004), L augmentation de ’accrétion des lipides
observée en présence d’une augmentation de 1’expression d"UCP-1 suggére que 1’activation

sympathique du tissu adipeux brun puisse étre réduite par le traitement avec les agonistes
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PPAR-y. Il a été démontré que le traitement de rats avec un agoniste PPAR-y et un agoniste
Pi-adrénergique stimule la consommation d’oxygéne au-deld de celle des animaux traités
avec ces drogues séparément (Thurlby ef al., 1987; Sell et al., 2004). Ces résultats montrent
que "activation de PPAR-y augmente le potentiel thermogéne du tissu adipeux brun sans
toutefois permettre sa pleine activation. En plus de ces effets sur I"activité sympathique, des
¢tudes produites dans nos laboratoires suggeérent que les TZD réduisent aussi 1'activité
thyroidienne. En effet, il a été observé que I'expression de I'iodothyronine désiodinase
(Dio2), qui est impliquée dans la production de trilodothyronine ('13) dans le tissu adipeux
brun, de méme que les niveaux circulants de T3, sont réduits par les TZD (Festuccia et
Deshaies, observations non publides). La réduction de ['activité sympathique et
thyroidienne, I'amélioration de la sensibilité a "insuline et 'augmentation de I"expression
de nombreux génes impliqués dans la captation, estérification, la syntheése et la déposition
des lipides sont perqus comme des mécanismes pouvant favoriser la déposition des graisses

dans le tissu adipeux brun lors du traitement avec les agonistes PPAR-y.

3.4.5 Considérations générales

[."analyse microscopique de coupes de tissu adipeux brun et blanc provenant
d’animaux traités avec des agonistes PP AR-y montre clairement que ces agonistes induisent
une convergence phénotypique entre ces types cellulaires (Toseland er al., 2001). Le tissu
adipeux brun emmagasine des quantités importantes de lipides suite au traitement avec ces
agonistes. Au contraire, ’activation de PPAR-y réduit la taille des cellules adipeuses
blanches, contribue a la fragmentation de la vacuole lipidique et augmente dramatiquement
le nombre de mitochondries dans ces cellules. Les mécanismes moléculaires précis ainsi
que le role de cette convergence morphologique dans les effets systémiques des agonistes

PPAR-y n’ont pas été caractérisés jusqu’a présent.
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3.5 Effets de la stimulation de PPAR-y sur le muscle

L’expression de PPAR-y dans le muscle squelettique représente environ 10% de
celle du tissu adipeux (Fajas ef al., 1997; Vidal-Puig et al., 1997), ce qui suggére un role
plutdt limité de ce tissu dans les effets des agonistes de PPAR-y. Toutefois, I"importante
proportion qu’occupe le muscle squelettique dans la composition corporelle suggére que la
faible expression de PPAR-y dans ce tissu puisse tout de méme suffire a affecter
significativement le métabolisme énergétique (Picard et Auwerx, 2002). 1l est toutefois
extrémement difficile de déterminer in vivo les effets directs des agonistes PPAR-y sur le
métabolisme musculaire, En effet, 'impact de ces agonistes sur le muscle peut étre
secondaire 4 1'amélioration de la sensibilité A I'insuline. Aussi, les effets des agonistes
PPAR-y sur le muscle peuvent découler des profondes modifications du métabolisme du
tissu adipeux menant par exemple a la réduction des niveaux circulants d’AGL et de TNF-
a et 4 I'augmentation de I'adiponectine. L utilisation de cellules en culture ou d’explants de
tissu est alors trés utile afin de séparer les effets directs des effets indirects reliés a
I'agonisme de PPAR-y. La distinction entre ces effets sera discutée dans les prochaines

gections,

3.5.1 La signalisation de I'insuline, le transport/métabolisme du glucose

Le muscle squelettique représente le principal tissu responsable de I'utilisation du
glucose en période postprandiale. En effet, entre de 70 & 80% du glucose circulant est
utilisé dans le muscle en ces conditions (Miyazaki er al., 2003). La résistance du muscle a
I'action de I'insuline est considérée comme un important facteur impliqué dans le
développement de la résistance a |'insuline et du diabéte de type 2 (Shulman, 2000).
Puisque les agonistes PPAR-y sont reconnus pour améliorer la sensibilité a I'insuline et la
glyeémie, plusieurs études ont été réalisées afin de comprendre les effets de ces agonistes
sur le métabolisme du muscle squelettique. Plusieurs études ont démontré que les TZD
améliorent la signalisation de "insuline en augmentant la phosphorylation en tyrosine du

récepteur de I"insuline et d’IRS-1 de méme que "activité de la PI3K, d’AKT/PKB et des
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PRC atypiques (Kobayashi er al., 1992; Hayakawa ef al, 1996; Kanoh er al, 2000,
Hevener et al., 2001; Jang et al., 2002; Kim et al., 2002b; Beeson ef al., 2003; Miyazaki ef
al., 2003; Li et al, 2005; Todd er al., 2006). En lien avec ces observations, les TZD
améliorent la captation du glucose par le muscle squelettique chez I"humain (Hallsten ef al.,
2002; Miyazaki et al, 2003; Karlsson ef al., 2005) et les rongeurs (Oakes ef al, 1994,
Zierath et al., 1998; Muurling et al., 2003; Li ef al., 2005; Wu et al., 2005). L augmentation
de la captation du glucose par les TZD a été associée a la stimulation de la glycolyse et de
la synthése de glycogéne (Sreenan ef al, 1999; Jucker et al., 2002; Miyazaki et al., 2003;
Li er al., 2005). Des études ont aussi démontré que les TZD stimulent I'oxydation du
glucose dans le muscle squelettique. Chez le rat, I'agonisme de PPAR-y réduit I'expression
de la pyruvate déshydrogénase kinase-4 (PDK-4) du muscle aprés seulement 24 heures de
traitement (Way et al, 2001b). Cette enzyme, qui phosphoryle et inactive la pyruvate
déshydrogénase (PDH), est reconnue pour réduire I'oxydation du glucose en empéchant le
transfert des produits glycolytiques vers la mitochondrie (Sugden et Holness, 2003). La
réduction de I'expression de la PDK-4 est considérée comme un mécanisme possible par
lequel les TZD stimulent |'activité de la PDH et I"oxydation du glucose dans le muscle

squelettique (Oshida er al., 1999; Sreenan et al., 1999).

Beaucoup des effets des agonistes PPAR-y observés dans le muscle in vivo ont aussi
été observés in vitro. Dans différents modéles de cellules musculaires en culture, il a été
observé que les agonistes PPAR-y améliorent la signalisation de 1'insuline (Zhang er al.,
1994; Kumar et Dey, 2003) et augmentent le transport du glucose (el-Kebbi et al, 1994,
Park er al, 1998; Kumar et Dey, 2003). Cette stimulation du transport du glucose a ¢été
associée dans certaines études a I’augmentation de I’expression, de la synthése et/ou de la
translocation de GLUT4 a la surface des cellules musculaires (el-Kebbi er al, 1994;
Yonemitsu er al., 2001; Al-Khalili et al., 2005). La synthése de glycogéne est aussi
stimulée in vitro par les TZD (Al-Khalili er al., 2005). Ces observations faites in vitro
démontrent que les agonistes PPAR-y exercent des effets directs sur le muscle squelettique.
Ces effets sont susceptibles de contribuer aux effets bénéfiques de ces agonistes sur

I"homéostasie du glucose.
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Ces derniéres années, de nombreuses études produites in vivo et in vitro ont
clairement démontré que les agonistes PPAR-y augmentent [*activité de I’AMPk du muscle
chez I'homme et les rongeurs (Fryer ef al., 2002; Konrad ef al., 2005; Bandyopadhyay et
al., 2006; LeBrasseur ef al., 2006; Lessard et al., 2006; Ye ef al., 2006). Cette kinase joue
un réle central dans le contréle du métabolisme cellulaire en stimulant ’entrée du glucose
et I'oxydation des lipides dans les tissus périphériques lors du déficit énergétique (Long et
Lierath, 2006). Ainsi, une partie des effets des agonistes PPAR-y sur la stimulation du
métabolisme du glucose pourrait étre attribuable a 1’activation de I’AMPk (Konrad et al.,
2005; LeBrasseur er al., 2006). L'impact de ces agonistes sur I'activation de 1I"’AMPk est
rapide et implique vraisemblablement des mécanismes indépendants de la stimulation de la
transcription génique par PPAR-y (Fryer er al., 2002; Konrad er al., 2005; LeBrasseur er
al., 2006; Lessard ef al., 2006).

3.5.2 Les lipides du muscle

Tel que mentionné dans la section 2., I'accumulation des lipides ou de dérivés
lipidiques dans le muscle a été associde 4 de nombreuses reprises au développement de la
résistance @ [I'insuline. Beaucoup d'études ont mesuré [|'accumulation des lipides
intramusculaires lors de traitements avec des agonistes PPAR-y. La plupart de ces études
produites chez I"humain ou les rongeurs montrent que les TZD réduisent la déposition des
TG ou des dérivés lipidiques (diacylglycérol, acyl-CoA a longue chaine, céramides) dans le
muscle (Oakes et al., 1997; Sreenan er al, 1999; Jucker et al., 2003; Kuhlmann ef al,
2003: Mathieu-Costello et al., 2003; Ye er al., 2004; Planavila et al , 2005; Rasouli et al ,
2005; Bandyopadhyay et al, 2006; Todd er al., 2006). Eirangement, quelques études
isolées ont aussi montré que les agonistes PPAR-y augmentent "accumulation des lipides
dans le muscle (Saha er al, 1994; Muurling er al, 2003; Lessard er al, 2004).
[’augmentation de ’adipogenése entre les fibres musculaires induite par les agonistes
PPAR-y pourrait avoir contribué a induire de la variation dans les conclusions de ces études

(Mayerson et al., 2002; Coort et al., 2005; De Coppi et al., 2006; Kook et al., 2006).
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La réduction des lipides et dérivés lipidiques accumulés dans les cellules
musculaires suite au traitement avec des agonistes PPAR-y est considérée comme un
mécanisme probable favorisant I'amélioration de la sensibilité & I'insuline (Picard et
Auwerx, 2002). Les meécanismes par lesquels ces agonistes réduisent la déposition des
lipides dans le muscle ne sont pas parfaitement élucidés. La diminution des AGL circulants
induite par 1’augmentation de la rétention des lipides dans le tissu adipeux représente le
principal mécanisme par lequel la stimulation de PPAR-y réduit I'accumulation des lipides
dans le muscle. Aussi, plusieurs études produites in vitro et in vivo suggérent que les
agonistes PPAR-y réduisent I'accumulation des lipides dans le muscle en stimulant
directement I'oxydation des AG dans les myocytes (Cha et al., 2001; Wilmsen ef al., 2003;
Bandyopadhyay er al, 2006). L activation de I’AMPk du muscle par des mécanismes
dépendants et indépendants de [|’adiponectine, pourrait étre responsable de cet effet
(Bandyopadhyay er al., 2006; LeBrasseur et al, 2006; Lessard et al, 2006). La
phosphorylation de 1'acétyl-CoA carboxylase (ACC) par I’ AMPk menant 4 la réduction de
la production du malonyl-CoA, un inhibiteur puissant de la CPT-1, contribue 4 augmenter
le transport des AG vers la mitochondrie pour leur oxydation. Toutefois, 'absence d’effet
des TZD sur la consommation d’oxygéne des rongeurs et des humains traités avec ces
agonistes souléve des questions quant a la contribution réelle de ces effets dans la réduction
des lipides musculaires observée lors de |'utilisation des TZD (Burkey ef al., 2000; Sell er
al., 2004; Smith et al., 2005)

3.5.3 Modéles génétiques

Des souris déficientes en PPAR-y dans le muscle squelettique ont été développées
récemment par deux ¢quipes de recherche (Hevener ef al., 2003; Norris ef al., 2003). Dans
I"étude de Hevener et al., I'inactivation de PPAR-y dans le muscle méne a la réduction de
I'efficacité de la signalisation de "insuline et de la captation du glucose dans le muscle. En
conséquence du développement de la résistance a !'insuline musculaire, ces souris
deviennent résistantes 4 I’insuline dans le tissu adipeux et dans le foie. Dans I'étude de
Norris et al., l'inactivation de PPAR-y dans le muscle méne aussi a la résistance

systémique a I'insuline. Cependant, aucune différence n'a été observée dans cette étude
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relativement a la captation du glucose par le muscle. Dans ce modéle, la résistance a
I'insuline est observée principalement au niveau du foie. Bien que les conclusions de ces
études soient en partie contradictoires, ces derniéres indiquent clairement que la présence
de PPAR-y dans le muscle joue un réle majeur dans le maintien de "’homéostasie
métabolique et de la sensibilité systémique 4 I'insuline (Gray ef al., 2005; Kintscher et
Law, 2005). Afin de déterminer le role de PPAR-y du muscle dans les effets des agonistes
PPAR-y, les souris déficientes en PPAR-y dans le muscle ont été traitées avec des TZD.
Dans les deux études, le traitement de ces souris avec les TZD a permis d’améliorer les
paramétres de la sensibilité 4 ["insuline, soulignant & nouveau le réle majeur du tissu

adipeux et du foie dans les effets des TZD,

3.6 Effets de la stimulation de PPAR-y sur le foie

A I'image du muscle, les niveaux de PPAR-y retrouvés dans le foie sont beaucoup
plus faibles que ceux observés dans le tissu adipeux (Escher er af., 2001). Cette observation
suggere que le tissu adipeux, et non le foie, représente la principale cible des agonistes
PPAR-y. Cependant, puisque le foie joue un réle central dans le maintien de ["homéostasie
du glucose et des lipides, il est probable que cet organe puisse étre important dans les effets
des agonistes PPAR-y. 1l est toutefois extrémement difficile de déterminer in vivo les effets
directs des agonistes PPAR-y sur le métabolisme hépatique. En effet, 'impact de ces
agonistes sur le foie peut étre secondaire & |'amélioration de la sensibilit¢ a |"insuline.
Aussi, les effets des agonistes PPAR-y sur le foie peuvent découler des profondes
modifications du métabolisme du tissu adipeux menant par exemple a la réduction des
niveaux circulants d’AGL et a I"augmentation de 1'adiponectine. Contrairement au muscle,
beaucoup moins d’études utilisant des explants de tissu ou des cellules hépatiques ont été
réalisées afin de déterminer les effets directs des agonistes PPAR-y sur le métabolisme du
foie. Les modeles génétiques d’inactivation de PPAR-y dans le foie représentent la
meilleure option afin de déterminer le role exact de ce récepteur dans les effets de ces

agonistes.
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3.6.1 La signalisation de ’insuline et le transport/métabolisme du glucose

Quelques études ont permis d’observer une amélioration de la signalisation de
I'insuline dans le foie de rongeurs lors du traitement avec des agonistes PPAR-y (Carpentier
et al., 2002; Jiang et al., 2002). Généralement, ces études montrent une augmentation de
I'effet de I’insuline sur la phosphorylation du récepteur de ’insuline, d’IRS-1, d’'IRS-2 et
de PKB/AKT et sur la réduction de I’activité de PTP-1B dans le foie des animaux traités
avec des TZD. En accord avec I'amélioration de la signalisation de ['insuline,
d’importantes modifications du métabolisme du glucose ont été observées dans le foie
d’humains ou de rongeurs traités avec ces agonistes. Il a été démontré in vivo que les
agonistes PPAR-y augmentent la captation du glucose par le foie (lozzo et al., 2003).
L’augmentation de la captation et de la rétention du glucose dans le foie en réponse aux
agonistes PPAR-y a été associée 4 la stimulation de I’expression de GLUT-2 et de la
glucokinase (GK) (Way ef al, 2001b; Kim et Ahn, 2004). Un PPRE fonctionnel a été
identifi¢ dans le promoteur de ces génes (Kim et al., 2000; Kim ef al., 2004). L activité de
la glycogéne synthase (GS) est aussi stimulée dans le foie de rats traités avec ces agonistes,
ce qui favorise la synthése de glycogéne et la rétention du glucose dans le foie (Inoue ef al.,
1995). En plus de stimuler la captation du glucose, les agonistes PPAR-y réduisent la
production hépatique de glucose (Suter ef al., 1992; Oakes ef al., 1994; Carpentier ef al.,
2002; Bajaj er al., 2004; Gastaldelli er al., 2006b; Natali et Ferrannini, 2006). Cet effet, qui
est principalement attribuable & une diminution de la gluconéogenése, est considéré comme
un important mécanisme par lequel les agonistes PPAR-y réduisent la glycémie (Gastaldelli
et al., 2006a). La réduction de I"expression de la PEPCK et de la glucose-6 phosphatase
(G6Pase), deux enzymes impliquées dans la gluconéogenése, pourrait contribuer 4 réduire
la production endogéne du glucose par le foie lors de traitements avec les agonistes PPAR-y
(Way et al., 2001b). L"augmentation des niveaux circulants d’adiponectine, une adipokine
reconnue pour diminuer la gluconéogenése via I'inhibition de I'expression de ces génes,
pourrait étre en cause dans ces effets des agonistes PPAR~y (Combs er al., 2001). L étroite
corrélation entre les niveaux circulants d’adiponectine et la réduction de la production
hépatique de glucose par les TZD supporte cette hypothese (Bajaj e al., 2004, Gastaldelli

et al., 2006a). De récents travaux dans lesquels des souris déficientes en adiponectine ont
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¢t¢ traités avec des TZD ont permis de confirmer le réle de I"adiponectine dans les effets

des TZD sur la production hépatique de glucose (Kubota er al., 2006).

Des observations faites in vitro suggérent que certains des effets positifs des
agonistes PPAR-y sur le foie soient des conséquences indirectes de |’activation de PPAR-y
dans le tissu adipeux. En effet, il a été observé que ['action des agonistes PPAR-y sur
I'amélioration de la signalisation 4 [insuline du foie se produit tardivement
comparativement au tissu adipeux et au muscle (Jiang ef al., 2002). Dans cette méme ¢tude,
les effets positifs de "agonisme de PPAR-y sur la signalisation a I'insuline sont observés
dans des adipocytes en culture mais ne le sont pas dans des hépatocytes primaires. L’ effet
rapide des agonistes PPAR-y sur la réduction des AGL circulants (Way er al., 2001b; Jiang
et al., 2002), qui sont reconnus pour affecter négativement la signalisation & I'insuline, est
pergu comme un mécanisme possible par lequel ces agonistes améliorent indirectement la
signalisation & ’insuline du foie. Malgré ces observations qui montrent que les agonistes
PPAR-y agissent indirectement sur le foie, plusicurs évidences suggérent tout de méme que
ces agonistes puissent avoir des effets directs. Par exemple, la stimulation de ["expression
génique de GLUT2 (Kim er al, 2000) et de la GK (Kim er al., 2004), la réduction de
I"'expression de la PEPCK (Davies er al., 1999) et de la G6Pase (Davies ef al., 1999) de
méme que la diminution de la gluconéogenese (Raman et Judd, 2000) observées in vitro
lors du traitement d’hépatocytes en culture montre que les agonistes PPAR-y peuvent
exercer certains effets directs sur le métabolisme du foie. D'autres études seront nécessaires
afin de mieux comprendre comment |'agonisme de PPAR-y influence le métabolisme du
foie et dans quelle proportion les effets observés dans le foie sont secondaires 4 ceux

induits dans le muscle et le tissu adipeux.

3.6.2 Les lipides du foie

De nombreuses études ont démontré que les agonistes PPAR-y réduisent
I’accumulation des TG, ou des dérivés lipidigues, dans le foie de rongeurs (Hockings et al.,
2003; Kuhlmann et al., 2003; Ye ef al., 2004) ou d"humains (Mayerson et al., 2002; Bajaj

et al., 2004; Tiikkainen et al., 2004) traités avec ces molécules. Etrangement, quelques
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études produites dans des modéles de souris d’extréme obésité ou de lipodystrophie ont fait
mention d'une augmentation de |'accumulation des lipides hépatiques et du potentiel
lipogéne du foie lors de I'utilisation des TZD (Burant e al, 1997; Chao et al, 2000;
Memon ef al., 2000). Ces observations doivent toutefois étre interprétées avec
discernement car des niveaux anormalement élevés de PPAR-y sont retrouvés dans le foie
stéatotique de ces souris. L’expression élevée de PPAR-y dans le foie est reconnue pour
favoriser I"accrétion des lipides dans cet organe (Gavrilova et al, 2003; Matsusue ef al.,
2003; Yu et al., 2003). Heureusement, aucune augmentation de ’accumulation hépatique
des lipides n"a été observée chez des humains obéses (Mayerson ef al., 2002; Tiikkainen ef
al., 2004) ou lipodystrophiques (Yki-Jarvinen et al., 2003; Prasithsirikul et Bunnag, 2004)
traités avec des TZD. Au contraire, ces études montrent méme que [’agonisme de PPAR-y
réduit la déposition des lipides dans le foie de ces patients. De plus, certaines études
récentes ont méme montré que les TZD ont des conséquences bénéfiques sur les paramétres
histologiques et métaboliques du foie de patients atteints de stéatose hépatique non
alcoolique (Belfort er al., 2006).

Les mécanismes impliqués dans la réduction de "accumulation des lipides au foie
par les agonistes PPAR-y sont multiples. En premier lieu, la forte rétention des AG dans le
tissu adipeux est perque comme un important mécanisme par lequel ces agonistes réduisent
les niveaux circulants d’AGL et leur accumulation dans le foie (Picard et Auwerx, 2002).
I'effet des TZD sur la réduction de la masse adipeuse viscérale, qui est reconnue pour
libérer beaucoup d’AGL vers le foie, pourrait aussi contribuer a réduire la déposition
hépatique des lipides. La forte induction des niveaux circulants d’adiponectine par les
agonistes PPAR-y est considérée comme un autre mécanisme important favorisant la
réduction de I"accumulation hépatique des lipides et I'amélioration du métabolisme du foie
(Berger et Moller, 2002). L adiponectine, qui stimule la f-oxydation dans le foie par des
mécanismes dépendants de I"AMPk, affecte fortement 1'accumulation des lipides dans le
foie (Yamauchi er al., 2002; Xu ef al., 2003a). Chez I"homme, d’importantes corrélations
entre |"augmentation des niveaux circulants d’adiponectine et la diminution des lipides
hépatiques ont été décrites suite a I"utilisation d’agonistes PPAR-y (Bajaj el al., 2004;
Tiikkainen et al., 2004).
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Tel que discuté plus tot, "accumulation ectopique des graisses est un important
facteur qui contribue au développement de la résistance & I"insuline. La diminution des
lipides hépatiques par les agonistes PPAR-y favorise 'amélioration de la sensibilité &
I'insuline du foie. Ces effets influencent & leur tour plusieurs aspect du métabolisme. En
plus de réduire la production hépatique de glucose et la glycémie, la réduction des lipides
hépatiques affecte fortement le métabolisme de 1'insuline. Des études produites chez
I"humain ont montré que la clairance de 1'insuline est fortement associée aux niveaux de
TG hépatiques (Goto ef al., 1995). I a été démontré que la rosiglitazone, qui réduit les TG
hépatiques, augmente significativement la clairance de I'insuline par le foie (Tiitkkainen er
al., 2004). Cet effet contribue probablement a la réduction de I"insulinémie observée lors de
I"utilisation des TZD. Tel que décrit dans la section 1, le foie est un organe jouant un réle
majeur dans le métabolisme des TG. Il est connu que la sécrétion hépatique des VLDL est
intimement liée aux TG accumulés dans le foie (Adiels er al., 2006). La réduction des TG
hépatiques et de la séerétion des TG par le foie est ainsi pergue comme un mécanisme
potentiel pouvant contribuer & la diminution de la triglycéridémie lors du traitement avec
des agonistes PPAR-y. Cependant, bien que plusieurs études chez les rongeurs aient
observé une diminution de la sécrétion des TG par les agonistes PPAR-y (Chicco ef al.,
2000; Oakes er al., 2001; Carpentier et al, 2002), d’autres ¢tudes n’ont vu aucunc
différence (Kaumi et al, 1996; Lefebvre er al, 1997; Oakes er al., 1997). Des études
supplémentaires sont requises afin de préciser le réle du foie dans la réduction de la

triglycéridémie induite par les agonistes PPAR-y.

3.6.3 Les modéles génétiques

Afin de déterminer le réle de PPAR-y du foie dans le maintien de ["homéostasie
métabolique et dans les effets des agonistes PPAR-y, deux équipes de recherche ont
développé des modéles murins déficients en PPAR-y dans le foie. Ces modéles ont été
développés chez la souris obése ob/ob (Matsusue et al., 2003) et la souris lipodystrophique
A-ZIP/F1 (Gavrilova et al., 2003). Généralement, ces études montrent que |’inactivation de
PPAR-y du foie réduit I’expression des génes codant pour des protéines impliquées dans la

lipogenése, ce qui réduit I'accrétion des lipides dans le foie. Malgré ces effets positifs,
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I"inactivation de PPAR-y du foie exacerbe I"hyperlipidémie, réduit la clairance des TG et
augmente la résistance périphérique 4 I’insuline. Bien que les mécanismes impliqués dans
cette détérioration du profil métabolique soient obscurs, ces résultats montrent tout de
méme que PPAR-y du foie joue un réle central dans le métabolisme hépatique des lipides et
dans 1’équilibre métabolique. Le maintien de 1'efficacité des TZD dans les souris ob/ob ou
sauvages n’exprimant pas PPAR-y dans le foie a permis de démontrer que PPAR-y du foie

n’est pas nécessaire aux effets bénéfiques de ces agonistes (Matsusue ef al., 2003).

3.7 Effets de la stimulation de PPAR-y sur les cellules-f§ du pancréas

3.7.1 Effets généraux

Il est généralement accepté que la dysfonction et la réduction de la masse des
cellules-p du pancréas contribuent & la déficience en insuline observée chez les patients
diabétiques de type 2. Les traitements visant la préservation des cellules-f§ du pancréas et la
restauration de la sécrétion de I'insuline sont pergus comme des éléments pouvant aider la

prévention et le traitement du diabéte de type 2 (Kahn, 2003).

L"ARNm et la protéine de PPAR-y sont tous deux retrouvés dans les cellules-p du
pancréas (Dubois er al., 2000). Plusieurs études produites in vivo montrent que la
stimulation de PPAR-y améliore la fonction et prévient la défaillance des cellules-p du
pancréas. Les TZD ont bien démontré étre en mesure de stimuler la sécrétion d’insuline
chez des patients insulino-résistants (Cavaghan et al., 1997) ou diabétiques (Prigeon ef al.,
1998; Kubo, 2002; Mivazaki et al, 2002b) et dans de nombreux modéles murins
diabétiques (de Souza et al., 1995; Diani et al., 2004), Chez les rongeurs, il a été observé
que 1'agonisme de PPAR-y augmente la masse des cellules-p du pancréas en prévenant
I"apoptose de ces cellules (Finegood ef al., 2001). Les dérivés lipidiques qui s’accumulent
dans les cellules-p du pancréas sont reconnus pour favoriser |'apoptose cellulaire (Unger et
Zhou, 2001). Ainsi, il est possible que |’activation de PPAR-y dans les tissus périphériques

puisse indirectement contribuer & réduire I’ apoptose des cellules-p} du pancréas en réduisant
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la lipotoxicité, Cette hypothése est supportée par le fait que la troglitazone n’exerce aucun
effet anti-apoptotique dans des cellules-p cultivées in vitro en présence d’AG (Cnop et al.,
2002). En plus de ces effets sur I'apoptose, la stimulation de PPAR-y contribue & maintenir
la masse des cellules-p} du pancréas en améliorant la sensibilité & 1’insuline dans le muscle
et dans le foie. La réduction de la glycémie induite par I"agonisme de PPAR-y contribue &
réduire la défaillance et I'apoptose des cellules-B du pancréas en réduisant le stress associé

a la surproduction d'insuline (Buchanan er al., 2002).

Plusieurs études ont montré que les agonistes PPAR-y exercent des effets directs
sur le métabolisme des cellules-p du pancréas. En premier lieu, contrairement a I’étude de
Cnop et al., plusieurs équipes ont observé un effet anti-apoptotique des agonistes PPAR-y
sur des cellules-p du pancréas cultivées in vitro. Dans ces études, la stimulation de PPAR-y
réduit I'apoptose des cellules-p induite par I’accumulation de polypeptide amyloide (Lin er
al., 2005a), par I’hyperglycémie (Zeender ef al., 2004), par Iinterleukine 1p (IL-1p)
(Shimabukuro et al., 1997, Zeender er al., 2004) et par les AG (Shimabukuro er al., 1998).
Des études supplémentaires sont toutefois requises afin de déterminer si ces observations
faites in vitro sont représentatives des événements qui se produisent dans des modéles
animaux ou humains traités avec des agonistes PPAR-y. En plus des effets sur I'apoptose,
les agonistes PPAR-y stimulent ’expression de GLUT2 et de la GK dans les cellules-f§ en
culture. Un PPRE fonctionnel a été identifié dans le promoteur de ces génes (Kim er al,
2000; Kim et al., 2002a). L.'augmentation de |'expression de ces protéines pourrait stimuler
I"entrée du glucose et déclencher les étapes initiales menant a la libération de I'insuline
(Kim et Ahn, 2004). Toutes ces observations faites in vivo et in vitro supportent un role,
direct et/ou indirect, des agonistes PPAR-y sur la protection des cellules-p. Ces effets
contribuent probablement a I’amélioration de 1"homéostasie du glucose observée chez les

patients insulino-résistants et diabétiques traités avec ces agonistes.

3.8 Résumé

Tel que décrit tout au long de la section 3, I'activation de PPAR-y induit de

profondes modulations dans le métabolisme du tissu adipeux, du muscle squelettique, du
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foie et des cellules-f du pancréas. Ces modulations induites par les agonistes PPAR-y
influencent chacunes a leur fagon la sensibilité A I"insuline et le métabolisme du glucose et
des lipides. La figure 4 résume les principaux effets des agonistes PPAR-y sur les tissus de

méme que 1'impact de ces modifications sur le métabolisme du glucose et des lipides.
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Figure 4. Représentation schématisée des principaux effets des agonistes PPAR-y sur les
tissus et de I'impact de ces modifications sur le métabolisme du glucose et des
lipides.

La stimulation de PPAR-y induit un remodelage du tissu adipeux en favorisant |"apoptose des grosses cellules
adipeuses et la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures. Parallélement, I'agonisme de PPAR-
1 augmente I"expression de plusieurs génes impliqués dans la captation, la synthése et I"estérification des AG,
ce qui favorise la rétention des AGL dans le tissu adipeux. Chez I'humain, les TZD sont reconnus pour
réduire 1'accumulation des graisses dans le tissu adipeux viscéral, un dépdt intimement relié a plusieurs
problémes métaboliques. La stimulation de PPAR-y augmente la biogenése des mitochondries dans le tissu
adipeux, ce qui pourrait contribuer 4 réduire les AGL circulants. Les agonistes PPAR-y stimulent I'expression
et I"activation de nombreuses protéines impliquées dans la signalisation de I'insuline et dans le transport du
glucose, En plus d'augmenter la captation du glucose par le tissu adipeux, cet effet contribue 4 réduire la
lipolyse du tissu adipeux. La stimulation de PPAR-y réduit I"infiltration des macrophages dans le tissu
adipeux de méme que la production des cytokines pro-inflammatoires. La fonction endocrinienne du tissu
adipeux est altérée en réponse aux agonistes PPAR-y. La diminution des AGL, du TNF-a, de RBP-4 @&t
I"augmentation de 1"adiponectine en circulation améliorent le métabolisme des tissus périphériques. Bien que
I"agonisme de PPAR-y ait des effets directs sur le foie, le muscle et le pancréas, les effets des agonisies
PPAR-y sur ces adipokines sont pergus comme des éléments clés favorisant I"amélioration du métabolisme de
ces tissus, L'amélioration de la sensibilité 4 I"insuline dans ces tissus permet la réduction de I"insulinémie et
de la glyeémie. La diminution de la triglycéridémie est causée par 'augmentation de ["hydrolyse des TG dans
le tissu adipeux et peut-étre aussi par la réduction de la séerétion des TG par le foie, Pour des détails relatifs
aux abréviations, voir la section Liste des abréviations.



62

PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS DES TRAVAUX

Problématique

L’ accumulation des graisses dans les dépdts adipeux blancs viscéraux est associée i
une détérioration du profil métabolique pouvant conduire a la résistance a |'insuline, au

diabete de type 2, aux dyslipidémies, a |"hypertension et aux maladies cardiovasculaires.

Les agonistes PPAR-y de la classe des TZD utilisés présentement en clinique pour
le traitement de la résistance 4 l'insuline et du diabéte de type 2 ont démontré étre en
mesure de diminuer |'accumulation des graisses dans les dépdts adipeux blancs viscéraux et
d’augmenter leur déposition dans les dépdts adipeux blancs sous-cutanés. La nature plus
inerte et la localisation périphérique du tissu adipeux sous-cutané font en sorte que ce tissu
n‘est que trés peu impliqué dans la détérioration du profil métabolique. L augmentation de
la rétention des lipides par le tissu adipeux sous-cutané est percue comme étant un élément
clé pouvant protéger les tissus périphériques (muscles squelettiques, foie, pancréas) contre
le développement de la résistance & I'insuline induite par la déposition ectopique des

lipides.

En conséquence, le remodelage de la masse adipeuse blanche favorisant la
diminution de I'accumulation des graisses dans les dépdts viscéraux et |'augmentation de la
déposition dans les dépdts périphériques représente un mécanisme possible par lequel les
agonistes PPAR-y contribuent a I'amélioration du profil métabolique. Bien que les effets
des agonistes PPAR-y sur la redistribution des graisses soient bien caractérisés, il n'en
demeure pas moins que les mécanismes en cause dans cet effet ne sont pas encore connus.
Le fait que les TZD induisent des effets variables sur la masse adipeuse viscérale chez les
rongeurs a compliqué jusqu’ici 1I’étude des mécanismes en cause dans la redistribution du

tissu adipeux.

En plus de leurs effets sur I'amélioration de la sensibilité a I'insuline et sur le

remodelage de la masse adipeuse blanche, les agonistes PPAR-y sont reconnus pour
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améliorer le profil lipidique. La diminution des TG circulants lors de traitement avec ces
agonistes a ¢t¢ associée a I'augmentation de I’hydrolyse intravasculaire des TG dans le
tissu adipeux et a la diminution de la sécrétion des TG. L'activation de la LPL du tissu
adipeux par les agonistes PPAR-y est considérée comme un ¢lément important favorisant la
réduction de la triglycéridémie. Jusqu'a ce jour, la contribution relative des divers tissus
adipeux et du foie & D'effet hypotriglycéridémiant des agonistes PPAR-y n’a pas été
déterminée. Aussi, 'impact de ’activation différentielle de la LPL sur le remodelage du

tissu adipeux blanc n’est toujours pas connu.

Les agonistes PPAR-y sont reconnus pour diminuer fortement les niveaux d’AGL
plasmatiques. Cet effet est aujourd’hui considéré comme un facteur important contribuant &
I'amélioration de la sensibilité 4 1’insuline par ces agonistes. Les mécanismes impliqués
dans la réduction des AGL par les agonistes PPAR-y ne sont toujours pas clairement
identifiés. Bien qu’il ait été bien démontré que ces molécules augmentent la rétention des
AG dans les adipocytes, des observations faites dans certaines études suggérent que la
lipolyse du tissu adipeux puisse étre augmentée et non réduite par la stimulation de PPAR-
v. L’impact des agonistes PPAR-y sur la lipolyse et sur I"expression des principaux génes
contrdlant ce sentier métabolique n’a pas été formellement étudié. De plus, les effets des
agonistes PPAR-y sur la lipolyse n'ont jamais été mesurés dans les différents tissus adipeux

blancs.
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Objectifs des travaux

1)  Déterminer les mécanismes par lesquels ["agonisme de PPAR-y favorise le
remodelage de la masse adipeuse blanche.

2}  Comprendre comment les modulations du métabolisme du tissu adipeux contribuent &
I'amélioration de la lipémie lors de traitement avec des agonistes PPAR-y.

Objectifs spécifiques

l.a) Mesurer dans le tissu adipeux sous-cutané et dans le tissu adipeux viscéral les effets
de la stimulation de PPAR-y sur les déterminants métaboliques impliqués dans la
captation, I’estérification et la déposition des graisses.

1.b) Evaluer dans le tissu adipeux sous-cutané et dans le tissu adipeux viscéral les effets
de la stimulation de PPAR-y sur les déterminants métaboliques impliqués dans la
libération des AGL.

l.c) Déterminer dans le tissu adipeux sous-cutané et dans le tissu adipeux viscéral les
effets de la stimulation de PPAR-y sur les déterminants métaboliques impliqués dans
I"oxydation des substrats et la dissipation de 1"énergie.

2.a) Délerminer les mécanismes primaires a la base des effets hypotriglycéridémiants des
agonistes PPAR-y et évaluer la contribution des divers tissus adipeux 4 ces effets.

2.b) Evaluer I'impact des agonistes PPAR-y sur la lipolyse des divers tissus adipeux

blancs et déterminer la contribution de ces modulations sur la réduction d’AGL

induite par ces agonistes.
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RESUME

Cette étude a été réalisée afin de déterminer si les effets des agonistes des récepteurs
nucléaires activés par les proliférateurs des peroxysomes-y (PPAR-y) sur la redistribution
du tissu adipeux (sous-cutané [TASC]| vs, viscéral [TAV]) sont associés a des changements
dans I"expression de la lipase lipoprotéique (LPL) ou d’autres génes impliqués dans le
métabolisme des lipides. Ces travaux ont aussi été réalisés afin de déterminer dans quelle
mesure les changements de I'activité de la LPL induits par la stimulation de PPAR-y
affectent la triglycéridémie. Des rats ont été nourris durant 3 semaines avec une diéte
standard ou avec une di¢te promouvant 1’obésité. Ces animaux ont été traités ou non avec
I"agoniste non-thiazolidinedione COOH. Les effets de 1'agoniste furent essentiellement les
mémes dans les deux cohortes alimentaires. Le COOH n’a pas affecté le poids corporel des
rats, mais a augmenté le poids du TASC (inguinal) par deux fois et réduit le poids du TAV
(rétropéritonéal) de moitié. Des modulations des niveaux d’ARNm de la 11§-
hydroxystéroide déshydrogénase (11B-HSD-1) et de la protéine découplante-1 (UCP-1)
pouvant expliquer la redistribution du tissu adipeux ont été observées. L agoniste COOH a
augmenté le poids du tissu adipeux brun (BAT) et "activité de la LPL du BAT entre 5 et 8
fois. Dans les animaux réalimentés avec la diéte standard aprés un jene de 24 heures, le
COOH a réduit I"insulinémie de moitie. L’agoniste a augmenté |’ expression et ["activité de
la LPL dans le TASC, mais n’a eu aucun effet dans le TAV. L.’augmentation de 2 4 3 fois
des niveaux de triglycérides (TG) circulants observée en réponse 4 la prise alimentaire a été
littéralement abrogée par le traitement avec le COOH. Cet effet est probablement
attribuable a la forte augmentation de ’activité de la LPL dans le TASC et le BAT. Ainsi,
I"agoniste COOH a eu des effets différentiels puissants sur le métabolisme du tissu adipeux
¢t sur 'acerétion des lipides qui ont pu favoriser I'amélioration de la triglycéridémie
postprandiale. La régulation différentielle de I'expression de la LPL, de la 11[-HSD-1 et

d"UCP-1 pourrait étre en cause dans ces effets.
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ABSTRACT

This study sought to determine whether the adipose depot-specific (subcutaneous
[SF] vs. visceral [VF]) action of peroxisome proliferator activated receptor-y (PPAR-y)
aponists on fat deposition extends to the expression of lipoprotein lipase (LPL) and other
key adipose lipid metabolism genes, and whether changes in LPL impact triglyceridemia.
Rats were fed a standard diet or an obesity-promoting diet for 3 weeks, with or without
treatment with COOH, a non-thiazolidinedione PPAR-y agonist. Treatment effects were
essentially similar in both dietary cohorts. COOH did not affect weight gain, but increased
SF (inguinal) fat mass twofold and reduced VF (retroperitoneal) accretion by half.
Corresponding depot-specific alterations were observed in mRNA levels of the
glucocorticoid-activating enzyme 11-f-hydroxysteroid dehydrogenase-1 (11p-HSD-1) and
the thermogenic modulator uncoupling protein 1 (UCP-1). COOH increased brown adipose
tissue (BAT) weight and LPL availability by five- to eightfold. In rats refed standard diet
after a 24-h fast, COOH reduced the insulin excursion by half. The agonist increased SF
LPL activity and mRNA levels, but had no effect on VF LPL. The two- to threefold
postprandial increase in plasma triglycerides (TGs) was abrogated in COOH-treated rats,
likely in part because of increased LPL in SF and BAT. Thus PPAR-y agonist treatment
had a powerful, site-specific effect on adipose metabolism and lipid deposition, and greatly
impacted the postprandial handling of TG-rich lipoproteins. These depot-specific effects
may be mediated by differential regulation of key metabolic genes, including LPL, 11-
HSD-1, and UCP-1.
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INTRODUCTION

Elevated postprandial triglyceridemia is considered to be highly atherogenic and is
frequently associated with obesity, particularly its visceral form (1-3). Endothelium-bound
lipoprotein lipase (LPL; EC 3.1.1.34) hydrolyzes circulating triglycerides (TGs) (4) and is
therefore a key modulator of postprandial triglyceridemia (5). Recently, it was shown that
white adipose tissue (WAT) LPL activity becomes transiently resistant to insulin, the
necessary and sufficient postprandial activator of adipose LPL (6), in both a genetic and a
dietary model of the resistance of glucose metabolism to insulin (insulin resistance) (7,8).
In the dietary model, the blunted postprandial increase in adipose LPL has been associated
with hypertriglyceridemia without changes in intravascular TG input, which would

therefore suggest a causal role for LPL.

Peroxisome proliferator activated receptor-y (PPAR-y) is a ligand-activated nuclear
receptor whose 2 form is highly expressed in WAT, where it regulates the expression of a
number of genes involved in lipid metabolism, including LPL. The net result of PPAR-y
activation is a remodeling of WAT with a larger number of smaller adipocytes (9 —12).
PPAR-y activation also efficaciously ameliorates whole-body and muscle insulin resistance
(9,13,14) and hypertriglyceridemia (10,15). Synthetic thiazolidinedione (TZD) PPAR-y
ligands are used clinically to treat insulin resistance and type 2 diabetes (14,16). At least
part of the insulin-sensitizing action of PPAR-y agonists is thought to derive from enhanced
lipid retention by WAT that reduces exposure of insulin-sensitive tissues to fatty acids.
Because PPAR-y agonists positively modulate WAT LPL expression, the first objective of
the present study was to assess whether increased transcription of the LPL gene by a
PPAR-y agonist would influence LPL activity and thereby impact postprandial
triglyceridemia. PPAR-y agonists have been reported to exert a depot-specific action on
lipid accumulation in subcutaneous fat (SF) and visceral fat (VF) in humans (17-20).
Because LPL acts as a gateway for the entry of TG-derived fatty acids into WAT, the
second objective of the study was to verify whether there existed some depot specificity in
the PPAR-y-mediated modulation of LPL expression, as well as that of other PPAR-y

responsive enzymes and modulators of adipose lipid metabolism (21,22). These included
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11p-hydroxysteroid  dehydrogenase-1 ~ (11f-HSD-1), which  converts inactive
glucocorticoids into potent glucocorticoid receptor agonists in WAT, and uncoupling
protein 1 (UCP-1), which dissipates energy from fatty acid oxidation as heat in brown
adipose tissue (BAT).

The above objectives were pursued by chronically treating rats with the non-TZD
PPAR-y agonist COOH, which bears a carboxylic acid pharmacophore in place of the TZD
moiety found in glitazones. As shown earlier (23), this non-TZD compound is a potent and
highly selective PPAR-y full agonist with many features (except structure) similar to
rosiglitazone. The response of WAT LPL to refeeding in 24-h-fasted, insulin-sensitive, and
diet-induced obese, insulin-resistant rats (7,24-27) was quantified. The length of fasting
was selected for its ability to reduce both insulinemia and adipose LPL of obese rats to that
of lean animals (7), thereby allowing assessment of LPL responsiveness to food intake
against similar fasting backgrounds. Pelleted standard diet was given to both dietary
cohorts during refeeding to allow comparison of the LPL response to an identical

nutritional stimulus.
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RESEARCH DESING AND METHODS

Animals and treatments. Male SD rats (n 96: 90-100 g) were purchased from Charles
River Laboratories (5t. Constant, Canada) and housed individually in stainless steel cages
in a room kept at 23+1°C with a 12:12 h light-dark cycle (lights on at 20:00 h). The animals
were cared for and handled in conformance with the Canadian Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, and the protocols were approved by our institutional animal care
committee. For the first 2 days, rats had free access to tap water and a stock diet (Charles
River Rodent Diet #5075; Ralston Products, Woodstock, Canada; digestible energy
content: 12.9 kJ/g). Then rats were divided into two groups: 48 rats were given the ground
stock diet (standard diet) and the remaining 48 animals were fed a purified high-sucrose,
high-fat (HSHF) diet, the composition of which is detailed elsewhere (7). The HSHF diet
rapidly induces insulin resistance in peripheral tissues, including adipose tissue and
muscles (24,28). Half of the animals in each dietary cohort were given the non-TZD PPAR-
y agonist COOH [2-(2-(4-phenoxy-2-propylphenoxy)ethyl)indole-5-acetic acid] as an
adjunct to their diet at a dosage of 30 mgekg™'day™’ for the entire feeding period of 3 weeks.
The amount of COOH was adjusted twice weekly to the average consumption of each diet.
At the end of the treatment, the animals were killed 1 h after the beginning of the lighted
period, after either a 24-h fast or a 24-h fast followed by 1, 3, or 6 h of refeeding, but within
the same 3-h period of the day to allow comparison of groups at the same point in the
circadian glucocorticoid rhythm. All rats were refed pelleted standard diet, without the
agonist, 1o allow comparison of treatment-related changes independent of meal size and

composition (7,8).

Plasma and tissue sampling, Rats were killed by decapitation. Their blood was
centrifuged (1,500g, 15 min at 4°C) and the plasma was stored at —70°C until later
biochemical measurements. Inguinal (SF) and retroperitoneal (VF) WAT and interscapular
BAT were excised and weighed. Tissue samples were homogenized and processed exactly

as described earlier (6), and were stored at —70°C until measurement of LPL activity.
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Plasma determinations. Plasma glucose concentrations were measured by the glucose
oxidase method with the Beckman glucose analyzer. Insulin and corticosterone levels were
determined by radioimmunoassay (RIA; Linco Research, St. Charles, MO) with rat insulin
and corticosterone as standards, respectively, Plasma TGs were measured by an enzymatic
method (Roche Diagnostics, Montreal, Canada), as were plasma nonesterified fatty acids
(MEF As; Wako Pure Chemical Industries, Richmond, VA).

Tissue lipoprotein lipase activity. Enzyme activity in adipose tissues was determined
exactly as described (6). Briefly, tissue homogenates were incubated with a substrate
mixture containing [carl:u:rxyl-”ﬂ]tric-lein, and NEF As released by LPL were separated and
counted. LPL activity was expressed as microunits (1plU = 1 mol NEFA released per hour
of incubation at 28°C). The interassay coefficient of variation was 4.1%, and was
determined using bovine skim milk as a standard source of LPL. To account for diet- and
agonist-induced differences in tissue TG content, data are expressed as LPL activity per
gram of total tissue protein (29). LPL activity per total adipose depot is depicted for some

time points to illustrate its global tissue availability.

RNA isolation and analysis. Total RNA was prepared from WAT of rats chronically fed
the standard diet, both in the fasted state and after refeeding for 6 h, using the Ultraspec
Total RNA Isolation Reagent (Biotecx, Houston, TX) and the RNAeasy 96 total RNA
isolation kit (Qiagen, Valencia, CA) according to the manufacturers’ protocols. RNA
concentration was estimated from absorbance at 260 nm. The expression level of specific
mRNAs was quantitated using quantitative fluorescent real-time PCR. RNA was first
reverse transcribed using random hexamers according to the manufacturer's protocol (PE
Applied Biosystems, Foster City, CA). Amplification of each target ¢cDNA was then
performed with TagMan PCR Reagent Kits in the ABI Prism 7700 Sequence Detection
System according to the manufacturer’s protocols (PE Applied Biosystems). Primer/probe
sets were selected using the Primer Express program (PE Applied Biosystems) and were
synthesized by the same company. The levels of mRNA were normalized to the amount of
185 ribosomal RNA (primers and probes from PE Applied Biosystems) detected in each
sample. Results are expressed as target mRNA/18 S mRNA. The primer/probe sets in Table
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1 were used for the amplification step.

Statistical analysis. Data are presented as means £ SE, The main and interactive effects of
the chronic diet and agonist on variables related to food intake and body and organ weight
were analyzed by a 2 x 2 (standard diet/HSHF diet and control/COOH) factorial ANOVA.
The main and interactive effects of the chronic diet, agonist, and nutritional status on
variables measured at various times of refeeding were analyzed separately for the effect of
diet and the agonist. The effect of diet was analyzed by a 2 x 4 (standard diet/ HSHF diet
and (/1/3/6 h of refeeding) factorial ANOVA in the control and COOH-treated cohorts
separately. Likewise, the effect of agonist treatment was analyzed by a 2 x 4
(control/COOH and (/1/3/6 h of refeeding) factorial ANOVA in the standard diet fed and
HSHF diet—fed cohorts separately. When justified by a significant treatment interaction,
differences between individual group means were analyzed by Fisher’s protected least
squares difference (PLSD) test. The effects of agonist treatment (control, COOH) and
dietary status (fasted, 6-h refed) on mRNA levels in adipose depots (inguinal,
retroperitoneal) were compared according to a 2 x 2 x 2 factorial ANOVA, Differences

were considered statistically significant at P < 0.05.
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RESULTS

Cumulative energy intake was larger (17%) in the HSHF diet-fed than in the
standard diet fed cohort, and treatment with the PPAR-y agonist slightly increased food
intake (7%) independent of diet (Table 2). Final body weight and weight gain were
proportionally increased (gain of 15%) by the HSHF diet, but not by the agonist, which
only tended to increase body weight gain (5%; P = 0.06). Food efficiency (grams of weight
gain per megajoule energy ingested) was not affected by diet or COOH. Upon refeeding,
the HSHF diet—fed rats unexpectedly ingested less diet (=3.5 g) than did those chronically
fed the standard diet, whereas PPAR-y agonist treated rats ingested more food acutely (+2.5
g). Over 6 h of refeeding standard diet, rats ingested ~67% of their daily ad libitum food
intake.

As depicted in Table 3, the inguinal depot weight was increased 61% in the HSHF
diet cohort compared to in the standard diet-fed cohort, whereas COOH treatment increased
inguinal weight by 46% independent of diet. Total protein content of the depot was
increased 21% by diet, and was doubled by PPAR-y agonist treatment in both dietary
cohorts. Therefore, the metabolic (protein) mass of the tissue was increased by both the
HSHF diet and the agonist, but more so by the latter, with these effects being additive. In
sharp contrast, diet and the agonist had opposite effects on retroperitoneal adipose depot
weight. Retroperitoneal weight was roughly doubled by ingestion of the HSHF diet
compared to standard diet, whereas COOH treatment reduced retroperitoneal pad accretion
by 28% in standard diet fed rats, and even more so (65%) in HSHF diet rats (diet X agonist
interaction). Total protein content of VF was increased ~60% by the HSHF diet in both
control and treated rats, and protein content was increased by the PPAR-y agonist by the
same amount in both dietary cohorts. Diet and agonist effects were fully additive, Inasmuch
as the inguinal and retroperitoneal fat depots are representative of SF and VF, respectively,
in general, the sum of the weight of the two depots and their weight ratio were computed to
obtain a crude representation of total body fat and distribution. As is shown in Table 3,
chronic consumption of the HSHF diet roughly doubled the sum of the two depots, whereas

the PPAR-y agonist did not affect this sum. The inguinal/retroperitoneal weight ratio was
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the same in both dietary cohorts, but was doubled in COOH-treated animals compared to
their untreated counterparts regardless of diet. Therefore, the HSHF diet increased fat
deposition equally in both SF and VF, whereas the PPAR-y agonist brought about a
redistribution of fat deposition toward SF at the expense of VF. Diet and agonist treatment
interacted with BAT and protein content. The HSHF diet did not increase BAT weight and
protein in untreated rats, but did in COOH-treated animals (weight, +41%; protein, +18%).
Similarly, COOH increased BAT weight in both dietary cohorts, but slightly more so in
HSHF diet-fed (weight; 7.7-fold; protein: 5.1-fold) than in standard diet fed animals
(weight, 6.4-fold; protein, 4.6-fold).

As shown in Fig. 1, diet exerted a significant effect (P < 0.002) on glycemia, with
glucose being higher in HSHF diet-fed than in standard diet fed animals, but there was no
diet-related difference in glucose levels in COOH-treated rats (Fig, 14). Overall, the PPAR-
v agonist slightly raised plasma glucose levels (P < 0.02) in standard diet-fed rats, but no
between-group difference was significant at any individual time point (including fasting).
The agonist did not affect plasma glucose in HSHF diet-fed rats, The nature of the chronic
diet did not influence fasting or postprandial plasma insulin levels in either control or
COOH-treated rats (Fig. 18). The PPAR-y agonist did not affect fasting insulinemia in
either dietary cohort, but greatly reduced the postprandial insulin rise in both groups (0.03
=P < 0,0001).

The postprandial increase in TG upon refeeding with the standard diet was of a
lesser magnitude in rats fed the HSHF diet long term than in those on the standard diet (Fig.
24). COOH abrogated the postprandial TG increase in both dietary cohorts, and even
reduced postprandial TG levels below fasting values in the cohort on the standard diet
(agonist X time interaction). As expected, plasma NEFA levels were largely reduced upon
refeeding, but less so in HSHF diet-fed than in standard diet fed rats with or without
COOH (diet X time interaction, 0.02 = P < 0.008) (Fig. 2B). The postprandial fall in
plasma NEFA levels was not affected by COOH in standard diet fed rats, but was
potentiated by the agonist in HSHF diet—fed rats (agonist X time interaction in HSHF diet—
fed rats, P < 0.006).
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The typical adipocyte remodeling elicited by PPAR-y agonist treaiment was
confirmed in the present study, as both inguinal and retroperitoneal depots displayed an
increased number of small adipocytes and fewer large adipocytes (data not shown). In the
standard diet fed cohort, PPAR-y agonist treatment increased inguinal LPL activity at all
time points, including in the fasted state, whereas in the HSHF diet-fed rats, COOH
prolonged LPL activation until the 6-h time point without affecting enzyme activity earlier
during the refeeding period (Fig. 34). Diet interacted with time on retroperitoneal LPL
activity, as evidenced by the fact that LPL was increased twofold by standard diet refeeding
in rats fed that diet chronically, but was only minimally affected in HSHF diet—fed animals,
thereby indicating insulin resistance (Fig. 38). COOH had no effect on retroperitoneal LPL
regardless of the chronic diet. Such depot specificity was independent of the time that
elapsed after COOH was last ingested, as it was identical to that observed in fasted and
postprandial rats treated short-term with COOH (not shown). To illustrate the diet and
agonist effects on global LPL availability, LPL activity per total depot in the fasted state is
depicted in Fig. 3C. As expected after the 24-h fast, total inguinal LPL activity was
identical in both dietary cohorts. PPAR-y agonist treatment increased total inguinal LPL
nearly fourfold independently of diet. In the retroperitoneal depot, total LPL activity
remained unaffected by diet (P = 0.06) and COOH treatment.

As is shown in Fig. 44, refeeding did not alter BAT LPL regardless of the chronic
diet, but COOH slightly increased postprandial LPL in standard diet fed rats (P < 0.02).
However, fasting enzyme activity per total depot was enhanced five- to eightfold by the
PPAR-y agonist in both dietary cohorts (Fig. 4B). In the present study, diet and agonist
effects on skeletal muscle (soleus and vastus lateralis) LPL activity were minor and not
significant (data not shown). Refeeding decreased corticosterone levels in all groups (Fig,
5). Fasting corticosterone levels in standard diet fed rats were not significantly affected by
COOH, whereas the fasting hypercorticosteronemia present in rats chronically fed the
HSHF diet was abrogated by chronic PPAR-y agonist treatment. Overall, the PPAR-y
agonist potentiated the refeeding-induced reduction in corticosterone (agonist X time
interaction, 0.02 = P < (,003).
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Chronic COOH treatment increased LPL mRNA in inguinal SF, but not in
retroperitoneal VF (agonist X depot interaction, P < 0.004) regardless of the nutritional
status, which, as expected, also had no effect (Fig. 64). In sharp contrast, the PPAR-y
agonist did not affect 113-HSD-1 mRINA expression in SF, but greatly decreased it in VF
(agonist X depot interaction, P < 0,02), again independently of nutritional status (Fig. 653).
UCP-1 mENA was affected by adipose depot location, nutritional status, and COOH
treatment, and all factors interacted with each other (depot X nutrition X agonist
interaction, P < (.01} (Fig. 6C). Refeeding increased UCP-1 mRNA more robustly in rats
previously treated with the PPAR-y agonist than in untreated rats, whereas in both the
fasted and fed states, COOH treatment increased UCP-1 mRNA to a much higher level in
VF than in SF.
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DISCUSSION

This study demonstrated that activation of PPAR-y abrogates the postprandial rise in
TG levels seen in rats chronically fed diets that maintain either a low or high lipid flux. In
association with this change in TG levels, COOH increased LPL expression and activity in
an adipose depot specific manner. Also, PPAR-y activation increased subcutaneous fat
deposition at the expense of visceral fat. Such remodeling was accompanied by a congruent
depot specificity of changes in the mRNA levels of proteins associated with increased (LPL
and 11p3-HSD-1) or reduced (UCP-1) lipid accumulation.

We have previously shown that rats fed the HSHF diet are frankly
hypertriglyceridemic and hyperinsulinemic compared to standard diet-fed rats after a short-
term (overnight) fast as well as after being refed their habitual diet (24). In the present
study, based on our previous work on the insulin resistance of adipose LPL (7,8), rais were
fasted for 24 h and refed standard diet. This, along with a slightly lower food intake upon
refeeding, explains the weaker TG response in HSHF diet-fed compared to standard diet-
fed rats (liver lipogenesis from carbohydrate precursors is lowered by chronic high-fat
feeding) (30) and their similar postprandial rise in insulin (glucose-mediated insulin
secretion is hampered in high-fat fed rats) (31). These observations should not be
interpreted as an absence of glucose metabolism insulin resistance in HSHF diet rats, which
has been amply demonstrated (7,24-27), but rather as a naive metabolic response to a first
encounter with the high-carbohydrate diet. Insulin resistance in HSHF diet-fed rats was
illustrated by their higher postprandial glucose excursion and weaker NEFA reduction in
the face of identical insulinemia compared to standard diet-fed rats and by the lack of
response of their visceral WAT LPL to refeeding (7). Likewise, the lack of effect of COOH
on fasting levels of glucose, insulin, and lipids is undoubtedly attributable to the long
duration of the fasting period. Remarkably, PPAR-y activation greatly reduced the insulin
response to refeeding in both standard diet-fed and HSHF diet—fed animals. This confirms
the well-established insulin-sensitizing action of PPAR-y agonisis (9,13,14), which extends
to the insulin-mediated inhibition of lipolysis, as demonstrated by decreased plasma NEFA

concentrations,
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COOH administration resulted in adipocyte remodeling (smaller, more numerous
cells) typical of PPAR-y agonists in general (9-11) in both inguinal and retroperitoneal
depots. As has been determined in pilot studies, SF yields approximately fourfold more
total RNA than VF, most likely because it is richer in nonadipocyte cells. Furthermore, 2
weeks of exposure to PPAR-y agonists such as rosiglitazone doubles the amount of total
RNA per unit tissue weight, which reflects the increase in cell number. In the present study,
COOH exerted strong, depot-specific actions on LPL activity, which extended to LPL gene
expression, as suggested by mRNA levels. In standard diet-fed rats, COOH upregulated
LLPL. activity relative to total protein in inguinal WAT specifically, resulting in higher
fasting LPL. Interestingly, the postprandial activation of LPL was relatively larger in
COOH-treated rats than in controls, as enzyme activation appeared to be prolonged beyond
3 h, a time at which LPL had stabilized in untreated rats. This effect of COOH is all the
more remarkable because it occurred in the face of a much reduced postprandial insulin
increase. This raises the intriguing possibility that the PPAR-y agonist could affect the
posttranslational activation of LPL. Alternatively, the upregulation of LPL expression by
PPAR-y agonists seen here and previously (32-34) could simply make more enzyme
available for activation. In HSHF rats, although total depot LPL activity was greatly
elevated by COOH, there was no increase in fasting LPL relative to total protein, as was
observed in standard diet—fed rats. However, as in the latter, the agonist prolonged the late

postprandial rise in enzyme activity.,

In sharp contrast to its action on subcutaneous WAT LPL, COOH had no effect on
retroperitoneal LPL regardless of diet. Whether the lack of effect of PPAR-y activation on
LPL expression in VF is the result of PPAR-y’s inability to directly affect LPL gene
transcription through its previously identified peroxisome proliferator response element
(33) or is secondary to PPAR-y-induced changes in other signaling pathways that modulate
LPL expression is unknown. As was shown in our previous study (7), retroperitoneal LPL
in HSHF diet-fed animals was unresponsive to postprandial activation. The PPAR-y agonist
was unable to overcome the resistance of visceral LPL to feeding-induced activation, thus
indicating that any PPAR-y agonist mediated insulin sensitization of adipocytes (35) did not

extend to insulin-mediated postprandial activation of LPL in VF.
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As was the case in visceral WAT, COOH did not affect LPL activity relative to total
protein in BAT. However, in contrast to visceral fat, the large increase in BAT weight
elicited by PPAR-y agonist treatment was accompanied by a parallel sixfold elevation in
total tissue availability of the enzyme. It can be suggested that the latter contributed
substantially to the seven- to eightfold increase in BAT weight through lipid uptake. COOH
and other PPAR-y agonists (36,37) therefore appear to direct BAT metabolism toward lipid
storage.

The present findings extend those of previous studies that have reported a robust
hypotriglyceridemic effect of PPAR-y agonists, as assessed through single time point
measurements (10,15), by demonstrating that chronic PPAR-y activation abolished the
postprandial increase in TG at least until the 6th h of refeeding. This action was all the
more powerful because refeeding elicited almost a threefold increase in plasma TG levels.
In fact, in rats chronically fed standard diet, COOH decreased triglyceridemia
postprandially to half of that seen after a 24-h fast. In the absence of an effect of PPAR-y
activation on muscle LPL, it is reasonable to conclude that the COOH-induced increase in
the availability of LPL in subcutaneous WAT and BAT contributed significantly to such a
large reduction in circulating TGs. In addition to increasing LPL expression and activity in
these tissues, PPAR-y agonists may favor TG clearance through vasodilation (38), which
could conceivably augment the delivery rate of TG-rich lipoproteins to LPL-rich tissues.
By virtue of its potentiating effect on the postprandial lowering of NEFAs, COOH may also
have lowered hepatic VLDL TG secretion. The respective contribution of these major

determinants of triglyceridemia remains to be established.

Treatment with COOH was depot specific, not only at the level of LPL activity, but
also at the level of lipid deposition. Indeed, the agonist nearly doubled inguinal depot mass
(most of that being stored TGs), whereas it decreased retroperitoneal depot accretion by
half despite overt adipogenesis. This effect is similar to that reported for other PPAR-y
agonists in humans (17-20). Although the mechanisms by which lipid deposition is blunted
in VF by COOH remain to be understood, several possible explanations can be proposed.

The lack of effect of the PPAR-y agonist on LPL expression and activation in VF, as
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opposed to the large increase in SF, may in part limit lipid uptake by visceral relative to
subcutaneous adipocytes, but at the same time argues against a contribution of decreased
uptake of TG-derived fatty acids to the frank reduction in VF accretion. Enhanced lipolysis
and fatty acid export from VF is also improbable because plasma NEFAs were not
increased, and were even further decreased postprandially, by COOH. These considerations
raise the as yet unproven possibility that COOH may have enhanced fatty acid oxidation
specifically in VF. This hypothesis is supported by the observation that COOH upregulated
UCP-1 expression by a much greater magnitude in the visceral than in the subcutaneous
depot. As a result, locally increased thermogenesis may have favored lipid loss in the
retroperitoneal versus the inguinal depot, without overtly affecting whole-body energy
balance. It must be noted, however, that although PPAR-y agonists stimulate fatty acid
oxidation in adipocytes (39,40), the ability of PPAR-y agonists to do so is unestablished.
Furthermore, the metabolic efficiency of UCP-1 in PPAR-y agonist treated rodents remains
speculative because, as was seen here and in previous studies (36), increased expression of
UCP-1 in BAT by PPAR-y agonists occurs in the face of a large expansion of the tissue,
thereby suggesting that at least in BAT, newly synthesized UCP-1 is not actively

uncoupling mitochondrial respiration.

A second PPAR-y modulated pathway that has been shown to be responsible for
adipose tissue homeostasis involves the enzyme 11p-HSD-1 (23), which locally converls
inactive corticosteroids into potent glucocorticoid receptor agonists (41,42). Here we found
that PPAR-y agonist treatment caused 113-HSD-1 expression to be greatly diminished in
VF, but not in SF. As a result, the local production of bioactive glucocorticoids in VF, to
which it is particularly sensitive because of high glucocorticoid receptor density (43,44),
may have been decreased, thereby reducing the local lipogenic drive and supporting the
noted diminution in fat accretion in this depot. In this regard, it is worth noting that patients
with hypercorticosteroidism display increased wvisceral obesity (45,46) and metabolic
maladies that show a striking similarity to type 2 diabetes (47). Furthermore, 11p-HSD-1
null mice are resistant to diet-induced insulin resistance (48). whereas transgenic mice
overexpressing 11B-HSD-1 exhibit increased corticosterone levels, visceral obesity, and

insulin resistant diabetes (49). Therefore, it is not unreasonable to suggest that a decrease in
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adipocyte and systemic glucocorticoid levels may contribute to the global adipose depot

specific effects of PPAR-y activation and to global insulin sensitization as well.

In conclusion, this study demonstrated that the PPAR-y agonist COOH exerted
depot-specific effects on adipose LPL expression and activity that were accompanied by
equally depot-specific differences in fat deposition. COOH increased LPL activity in BAT
and subcutanecous WAT, but not in visceral WAT. It is likely that such changes in LPL
contributed, at least in part, to the abrogation of postprandial hypertriglyceridemia through
increased TG clearance. The depot specificity of COOH action extended to fat deposition,
with SF being increased at the expense of VF. Our data demonstrated that such depot-
specific actions may be mediated by the differential expression of genes involved in the
modulation of various aspects of lipid metabolism, including LPL, UCP-1, and 11f-HSD-1.
A more profound understanding of the role of PPAR-y agonists in preventing VI accretion
in humans and rodent models now awaits the assessment of the effects of such compounds
on metabolic parameters, including fatty acid oxidation, thermogenesis, glucocorticoid

metabolism, and lipogenesis, in individual fat tissues.
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TABLES

Table 1. Primers/probe set used for PCR amplification.

Crene 4 Primer (5°-1°) F Primer (3'-1') Frobee (33}
LPL CTAAACTATGTACTTCAGGCTTACCTTGAA  ATGGTTATCAAGCTCCCAGCAC TCTCAACCATCCTGCCTTGGCTTCCT
HB-HED-1 GAAACAGAGCAATGGCAGCAT CAAMCTTGCTTGCAGAGTAGGAAG  CTOCATGGCTOGGAAAATGACOCAN

LICE]

CATCACCTTOCCGCTGEGEA CTAATAGTACTGGAAGOCTGHUCT  CAAAGTOCGOCTTCAGATCUAAGETG




Table 2. Food intake and body weight variables in rats chronically fed standard or HSHF
diet and treated or not with the PPAR-y agonist COOH for 3 weeks.

Standard dict HEHF diet ANOWA
Placeho QOO Placeho COOH [t Agonist Dict % agonist
Food intake (M 6.2 =l (NN T4x02 77201 <0001 (. 00E WS
Body weight (g) 2K =R 02+ 4 ql6 6 e < ILO00L NS NS
Body weight gain (g) 1 =5 ldd = 4 IGT+4 166+ 4 <= O] NS NS
Food efficiency (oM 221 =06 312 + 045 212 = 04 214 * 04 NS N5 NS
t-h refeeding intake (@) 164 = 1.1 178 =050 121 + 08 4.4 = 1.4 000G 0.0 NS

Data are means = SE of 24 animals, The ANOVA columns represent the bevel of significance of the effects of diet with two kevels (standand
amid TISHF divsts) and agonist (placebo and COOH) and their interection. Food eliciency represents grams ol body weight gain per megajoule
al’ ingesied food, NS, nol significan.
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Table 3. Weight and protein content of inguinal and retroperitoneal white adipose tissue
and in interscapular brown adipose tissue of rats chronically fed standard or HSHF
diet and treated or not with the PPAR-y agonist for 3 weeks.

Stardand die TSP diet ANOVA
Caomitrod COHOH Control CO0H Iret Agonist.  Diet = agonist
Ing weight LG * 0,05 LED = 007 LER =000 2E0+ 011 <001 <0001 N&
Ing protein {mg) H g o = 4 40+ 4 Bl1*6 0.007 <0.0001 NS
Ret weighr (g) LOG = 007 076 = 005" 2360000 L4300 <ol <0000l (00
Ret protein {mg) 14 +1 24 %1 24 +1 avxl 00001 =0.0001 NS
Sum Ing + Ret weight (g) 22=x01 26=01 43*02 42x02 <1000 N5 N5
Ing/Ret weight ratio 1.1*+01 25=01 0.4+ 0.0 21+01 00005 =0.0001 NS
BAT weight (g) 0,20 = 002" L&G = 0412" 086002 2T 006 <0000] = (L001 =L
BAT protein (mg) a3 +an 153 + B a5 + 2" L8O+ 8 002 = 00001 .06

Diata are means = SE of 24 animals. The ANOVA columins represent the level of significance of the effects of diet with two levels (standard
and HSHE diets) and agonist (placebo and COOH) and their interaction, When o treatment interaction was detected by ANOVA, post hoe
individoal hetween-groun eomparisons (Fisher's PLSD) were performes]. For the latler variables, means nol Sharing a common superseript
are signilicantly dilferent lrom cach olher, P < 005 Ing, inguinal; Rel, retroperiioneal
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. Plasma glucose (4) and insulin (F) concentrations after a 24-h fast (0-h time
point) and after 1, 3, or 6 h of refeeding with standard diet ad libitum, in rats chronically
fed standard or HSHF diet and treated (filled circles) or not (empty circles) with the PPAR-
y agonist COOH for 3 weeks. Each point represents the average + SE of six animals. The 2
X 2 ANOVA results that follow represent the level of significance (P value) of the main
effects of diet (D) and time (T) and their interaction (D X T) in untreated and COOH-
treated rats, and that of the main effects of agonist (A) and time and their interaction (A X
T) in standard diet-fed and HSHF diet-fed rats. Glucose: in untreated (controls), D = 0.002,
T <0.0001, D X T =NS; in COOH-treated, D = NS, T < 0.0001, D X T = NS; in standard
diet-fed, A =0.02, T <0.0001, A X T = NS; in HSHF diet-fed, A NS, T<0.0001, AXT
= NS, Insulin: in untreated, D= NS, T < 0.0001, D X T = NS; in COOH-treated, D=NS§, T
< 0.0001, D X T = NS; in standard diet-fed, A =0.03, T <0.0001, A X T = 0.05; in HSHF
diet-fed, A < 0.0001, T <0.0001, A X T =NS.

Figure 2. Plasma TG (4) and NEFA (B) concentrations after a 24-h fast (0-h time point)
and after 1, 3, or 6 h of refeeding with standard diet ad libitum in rats chronically fed
standard or HSHF diet and treated (filled circles) or not (empty circles) with the PPAR-y
agonist COOH for 3 weeks. Each point represents the average + SE of six animals. The 2 X
2 ANOVA results that follow represent the level of significance (P value) of the main
effects of diet (D) and time (T) and their interaction (D X T) in untreated and COOH-
treated rats, and that of the main effects of agonist (A) and time and their interaction (A X
T) in standard diet-fed and HSHF diet-fed rats. TGs: in untreated, D = 0.008, T < 0.0001, D
X T =NS; in COOH-treated, D = 0.002, T = 0.002, D X T = NS; in standard diet-fed, A <
0.0001, T =0.0003, A X T < 0.0001; in HSHF diet-fed, A = 0.002, T < 0.0001, A X T =
NS. NEFAs: in untreated, D = NS, T < 0.0001, D X T = 0.008; in COOH-treated, D <
0.0001, T<0.0001, D X T = 0.02; in standard diet—fed, A = NS, T <0.0001, A X T =NS5;
in HSHF diet-fed, A =0.04, T < 0.0001, A X T = 0.006.
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Figure 3. Relative (per unit total protein) LPL activity in inguinal (4) and retroperitoneal
(B) depots after a 24-h fast (0-h time point) and after 1, 3, or 6 h of refeeding with standard
diet ad libitum in rats chronically fed standard (STD) or HSHF diet and treated (filled
circles) or not (empty circles) with the PPAR-y agonist COOH for 3 weeks. The 2 X 2
ANOVA results that follow represent level of significance (P value) of the main effects of
diet (D) and time (T) and their interaction (D X T) in untreated and COOH-treated rats, and
that of the main effects of agonist (A) and time and their interaction (A X T) in standard
diet-fed and HSHF diet-fed rats. Inguinal relative LPL: in untreated, D = NS, T = 0.002, D
X T =NS; in COOH-treated, D = 0.05, T <0.0001, D X T = NS; in standard diet-fed, A =
0.0002, T = 0.0005, A X T = NS; in HSHF diet-fed, A = 0.03, T = 0.0008, A X T = 0.03.
Retroperitoneal relative LPL: in untreated, D = 0.002, T < 0.0001, D X T = 0.007; in
COOH-treated, D < 0.,0001, T < 0.0001, D X T = 0.02; in standard diet-fed, A =NS, T <
0.0001, A X T = NS; in HSHF diet-fed, A = NS, T < 0.04, A X T = NS, : Total LPL
activity per depot in the fasted state. *Different from control in corresponding dietary
cohort, P < 0.004, Each point or column represents the average + SE of six animals.

Hatched columns, control ; filled column, COOH.

Figure 4, Relative (per unit total protein) LPL activity in interscapular BAT (A) after a 24-
h fast (0-h time point) and after 1, 3, or 6 h of refeeding with standard diet ad libitum in rats
chronically fed standard or HSHF diet and treated (filled circles) or not (empty circles) with
the PPAR-y agonist COOH for 3 weeks. The 2 X 2 ANOVA results that follow represent
level of significance (P value) of the main effects of diet (D) and time (T) and their
interaction (D X T) in untreated and COOH-treated rats, and that of the main effects of
agonist (A) and time and their interaction (A X T) in standard diet-fed and HSHF diet-fed
rats. Relative LPL: in untreated, D = NS, T = NS, D X T = NS§; in COOH-treated, D = NS,
T=NS, DXT=NS: in standard diet-fed, A =0.02, T =NS, A X T = NS§: in HSHF diet—
fed, A = NS, T = NS, A X T = NS, B: Total LPL activity per depot in the fasted state.
*Different from control in corresponding dietary cohort, < 0.0001, Each point or column
represents the average + SE of six animals. Hatched columns, control; filled column,
COOH.
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Figure 5. Plasma corticosterone concentrations after a 24-h fast (0 h time point) and after 1,
3, or 6 h of refeeding with standard diet ad libitum in rats chronically fed standard or HSHF
diet and treated (filled circles) or not (empty circles) with the PPAR-y agonist COOH for 3
weeks. Each point represents the average + SE of six animals. The 2 X 2 ANOVA results
that follow represent level of significance (P value) of the main effects of diet (D) and time
(T) and their interaction (D X T) in untreated and COOH-treated rats, and that of the main
effects of agonist (A) and time and their interaction (A X T) in standard diet-fed and HSHF
diet-fed rats. In untreated, D = NS, T < 0.0001, D X T =0.001; in COOH-treated, D = NS,
T=0.002, DX T=NS; in standard diet-fed, A=NS5, T =0.001, A X T = 0,02; in HSHF
diet-fed, A = 0.04, T = 0,0003, A X T = 0.003,

Figure 6. mRNA levels of LPL (A), 11p-HSD-1 (8), and UCP-1 (C) in inguinal (/efi) and
retroperitoneal (right) adipose tissue after a 24-h fast and after 6 h of refeeding with
standard diet ad libitum in rats chronically fed standard diet and treated or not with the
PPAR-y agonist COOH for 3 weeks. Each column represents the average SE of six animals.
Note different scales in  for retroperitoneal and inguinal depots. The 2 X 2 X 2 ANOVA
results that follow represent level of significance (P value) of the main effects of depot
(De), nutritional state (Nu), and agonist (A) and their interactions. Only P < 0,05 values are
given; other effects and interactions were NS. LPL: De < 0.0001, A < 0.0001, De X A
0.004, De X Nu X A =0.03. 11B-HSD-1: A < 0.0001, De X A = 0.02. UCP-1: De = 0.003,
Nu=0.006, A=0.005, De X Nu= 0.006, De X A =0.005, Nu X A=0.009, De X NuX A
(.01. Hatched columns, control; filled columns, COOH.
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RESUME

Dans cette étude, nous désirions mettre 4 jour les mécanismes par lesquels la
stimulation des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes-y (PPARy)
favorisent |'accumulation des pgraisses dans le tissu adipeux sous-cutané (TASC) et
diminuent leur accumulation dans le tissu adipeux viscéral (TAV). Chez des rats traités
avec I"agoniste COOH (30mg = kg™ « jour™") durant 3 semaines, le poids du TASC a doublé
et celui du TAV a été réduit de 30% comparativement aux animaux témoins. La captation
d’acides gras dérivés de I'hydrolyse des triglycérides a ¢été¢ fortement induite dans le TASC
(14 fois). Cet effet du COOH était moins marqué dans le TAV (4 fois). La forte stimulation
de la captation des lipides dans le TASC a ét¢ associce 4 ’augmentation de ’expression des
génes codant pour des protéines impliquées dans la captation (lipase lipoprotéique), la
rétention (aP2) et I'estérification (diacylglycérol acyltransférase-1) des lipides. La lipolyse
basale et le recyclage des acides gras ont été stimulés par le COOH également entre les
tissus adipeux. L agoniste a favorisé ["augmentation de 1’expression des génes codant pour
des protéines impliquées dans I'oxydation et la thermogenése plus fortement dans le TAV
que dans le TASC. Des changements similaires ont été observés relativement a la
consommation d'0; par des adipocytes isolés des deux dépdts. La biogenése des
mitochondries a été stimulée également entre les tissus. Ces observations démontrent que la
stimulation de PPAR-y induit la redistribution du tissu adipeux en stimulant le potentiel de
captation et d’estérification des lipides dans le tissu adipeux sous-cutané. La balance entre
la captation et I'oxydation des lipides a favorisé la déposition des graisses dans le TASC.
Dans le TAV, la faible augmentation de la captation des lipides associée 4 la forte
stimulation du potentiel d’oxydation ont conduit & la réduction de I'accumulation des

graisses dans ce dépit.
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ABSTRACT

This study aimed to establish the mechanisms whereby PPARy agonism brings
about redistribution of fat toward subcutaneous (SF) depots and away from visceral fat
(VF). In rats treated with the full PPARy agonist COOH (30 mg/kg/d) for 3 weeks, SF mass
was doubled and that of VF was reduced by 30% relative to untreated rats. Uptake of
triglyceride-derived nonesterified fatty acids was greatly increased in SF (14-fold) and less
so in VF (4-fold), with a concomitant increase, restricted to SF only, in mRNA levels of the
uptake-, retention-, and esterification-promoting enzymes lipoprotein lipase, aP2, and
diacylglycerol acyltransferase-1. Basal lipolysis and fatty acid recycling were stimulated by
COOH in both SF and VF, with no frank quantitative depot specificity. The agonist
increased mRNA levels of enzymes of fatty acid oxidation and thermogenesis much more
strongly in VF than in SF, concomitantly with a stronger elevation in O, consumption in
the former than in the latter. Mitochondrial biogenesis was stimulated equally in both
depots, These findings demonstrate that PPARy agonism redistributes fat by stimulating the
lipid uptake and esterification potential in SF, which more than compensates for increased
0, consumption; conversely, lipid uptake is minimally altered and energy expenditure is

greatly increased in VF, with consequent reduction in fat accumulation.
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INTRODUCTION

Individuals with visceral fat deposition are at high risk of developing the metabolic
syndrome, type 2 diabetes, and cardiovascular disease (1,2), in contrast with those with
similar amounts of adipose tissue stored in subcutancous depots (3). Visceral fat (VF)
releases into the circulation more nonesterified fatty acids (NEFA) than subcutaneous fat
(SF) (4,5), which is liable to expose the liver to high amounts of NEFA and to increase
hepatic glucose production and VLDL secretion (6,7). High plasma NEFA lead to lipid
accumulation in non-adipose tissues and interfere with insulin signaling (8,9). Also,
enlarged VF secretes a wide range of pro-inflammatory cytokines that reduce insulin

signaling and promotes endothelial dysfunction (10).

Peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy) is a ligand-activated nuclear
receptor that is highly expressed in mammalian white adipose tissue (WAT) where it
regulates the expression of a number of genes involved in lipid and glucose metabolism.
PPARy agonists of the thiazolidinedione (TZD) class are currently used for the treatment of
insulin resistance and type 2 diabetes. The mechanisms involved in the insulin-sensitizing
effect of PPARy agonists are not completely understood but appear to involve changes in
WAT metabolism to a large extent. In WAT, TZDs affect adipokine secretion and favor
lipid uptake, retention, and fatty acid (FA) oxidation (11,12), which together lessen the pro-

inflammatory and lipid burden on non-adipose tissues.

Thiazolidinediones increase overall adiposity (13,14) by favoring lipid deposition in
SF while reducing or maintaining VF mass (14-16). Redistributing fat from lipolytic VF to
more anabolic SF is thought to play a role in the insulin-sensitizing activity of PPARy
agonists in humans. The mechanisms of such fat redistribution are not known.
Thiazolidinediones strongly induce differentiation of human preadipocytes isolated from
SF but not those from VF (17,18). However, the depot specificity of PPARy agonism on
overall adipose lipid metabolism has not been addressed in detail. Our previous study
suggested that PPARy agonism may lead to the redistribution of WAT by exerting depot-

specific actions on several aspects of adipose lipid metabolism (19).
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Fat storage represents the balance between accretion (uptake, synthesis,
esterification) and depletion (release of lipolytic products, oxidation, energy-consuming
cycling, thermogenesis). This study aimed to establish by which of these pathways PPARy
agonism leads to depot-specific fat accretion. To this end, determinants of adipose lipid
metabolism were assessed in SF and VF, including TG-derived FA uptake and retention,
lipolysis, FA reesterification, and energy expenditure. Quantification of the level of
expression of major genes of these pathways was combined with their assessment at the

functional level.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and treatment. Male Sprague Dawley rats (90-100g, n=12 per protocol, 3
protocols; Charles River Laboratories, St.Constant, QC, Canada) were housed individually
in stainless steel cages (23 + 1°C, 12:12 h light:dark cycle, lights on at 0700). The animals
were cared for and handled in conformance with the Canadian Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, and the protocols were approved by our institutional animal care
committee. Initially, rats had free access to tap water and a stock diet (Charles River
Rodent Diet #5075; Ralston Products, Woodstock, ON, Canada). Rats were then fed a
purified high-sucrose, high-fat diet (HSHF, compesition detailed in (20)) to maximize the
effect of PPARy agonism on lipid flux, During the 3-week feeding period, half of the
animals were given the non-TZD PPARy agonist COOH [2-(2-(4-phenoxy-2-
propylphenoxy)ethyl)indole-5-acetic acid] as an adjunct to their diet at a dose of 30
mgr’kg'fda}r., previously shown to bring about frank redistribution of fat in the rat (19).

Serum and tissue sampling. Rats were killed by decapitation after a 10-h fast, trunk
blood was centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C), and serum was stored at —80°C. Tissue
samples (inguinal depot as representative of SF and retroperitoneal depot as representative
of VF) were homogenized and processed exactly as described earlier (21,22), and stored at
—80°C until measurements of enzyme activities. Fresh samples were used for fat cell

1solation and explant incubation as described below.

Adipose tissue mRNA levels, Total RNA was isolated using QIAzol and the
RNeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For ¢cDNA synthesis,
Expand reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) was used following
manufacturer’s instructions and ¢DNA was diluted in DNase-free water (1:25) before
quantification by real-time PCR (primers listed in Table 1). mRNA transcript levels were
measured using a Rotor Gene 3000 system (Montreal Biotech, Montreal, QC, Canada).
Chemical detection of the PCR products was achieved with SYBR Green | (Molecular
Probes, Willamette Valley, OR). Data are expressed as the ratio between the expression of

the target gene and the housekeeping gene L27.
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Adipocyte isolation and cell size distribution. Adipocytes were isolated from fat
pads by a slight modification of Rodbell’s method (23). Briefly, fat pads were removed and
placed in 2.5% Krebs-Ringer bicarbonate (KRB) buffer. The minced tissue was incubated
in 2.5% KRB containing 0.25 mg/ml collagenase (Invitrogen) at 37°C for 18-21 min with
shaking at 150 cycles/min. Cells were then filtered through a nylon mesh, and collagenase
was removed by repeated (3x) washings with fresh KRB. Cell size distribution (in 10 pm
increments, 20-260 pm) was determined microscopically in cell suspensions containing
0.4% trypan blue. Structures <20pm were not considered. Cell diameter was measured in at

least 300 cells per depot for each rat.

Adipose tissue uptake of TG-derived FA. Control and COOH-treated (18 days) rats
were cannulated into the jugular vein under isoflurane anesthesia. After 3 days of recovery,
10-h fasted rats were injected through the jugular catheter with 0.15 mlkg of 10%
Intralipid containing “H-9,10-labeled trioleoylglycerol (570 dpm/nmol FA; kindly provided
by Drs, T, and G. Olivecrona, Umed University, Sweden) diluted 1:6 with 20% Intralipid
(165 mg/kg of TG were injected), and prepared as described previously (24). Twenty min
after injection, rats were killed by ketamine-xylazine injection. Radioactivity content of
tissues was quantified as described previously (24). Lipid uptake is expressed as %o injected

dose,

Adipose tissue LPL activity. Tissue homogenates were incubated with a substrate
mixture containing [carboxyl-""C]triolein, and '*C-NEFA released by LPL were separated
and counted (21). LPL activity is expressed as microunits (1 plJ = 1 pmol NEFA/h at 28°C)

per total depot to illustrate global tissue availability.

Adipose tissue PEPCK activity. Tissue homogenates were incubated with
[HC]bicarbanata and incorporation of radioactivity into acid-stable malate was measured
after 'YCO; evaporation (22). PEPCK activity was calculated as nmol phosphoenolpyruvate

converted to malate per min at 37°C, and is expressed per unit total tissue protein (25).
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[1-"'Clpyruvate incorporation into lipids. As a measure of FA reesterification into
TG (26), isolated adipocytes (~7500/well) were incubated for 2 h in 2.5% KRB without
glucose in a humidified atmosphere of 5% CO; and 95% O, at 37°C. KRB was
supplemented with 5 mmol/l pyruvate and 1 uCi [1-"*C]pyruvic acid (Na salt, Amersham,
Piscataway, NJ). Total lipids were extracted (27) and [1-"*C]pyruvate incorporation was

counted.

Lipolysis. Pieces of tissue (20-25 mg) obtained from 10 h-fasted rats were incubated
2hin 1 ml 2.5% KRB with or without insulin (100 pmol/l} in a humidified atmosphere of
5% CO; and 95% O, at 37°C. Explants were then removed and incubation media were
frozen until measurement of NEFA (Wako, Richmond, VA) and glycerol (Sigma, Oakville,
ON, Canada). NEFA and glycerol release are expressed per unit DNA determined using the
DNeasy Tissue Kit (QIAGEN).

Oxygen consumption. lsolated adipocytes were washed in 2.5% KRB. Excess
buffer was removed and 200 pl of floating packed cells were divided into aliquots in a BD
Oxygen Biosensor System (BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada) in triplicate. Plates
were read on a Fluostar Galaxy fluorometer (BMG Technologies, Durham, NC) at 1-min
intervals for 120 min at an excitation wavelength of 485 nm and emission wavelength of
610 nm. Results are expressed as the slope of fluorescence intensity/time (s) = 1000/pg

DNA.

Mitochondrial mass. Isolated adipocytes were incubated at 37°C for 30 min in
2.5% KRB with 100 nmol/l MitoTracker Green FM (Molecular Probes, Invitrogen), a
mitochondrion-specific dye, and images were acquired with an Evolution QEi camera
(MediaCybernetics, Silver Spring, MD) mounted on an Olympus BX51 microscope
(Olympus America, Melville, NY). Quantification was achieved using Image Pro Plus 5.0
(MediaCybernetics). The fluorescence/cell surface x 100 ratio was measured on 25 different

cells for each depot and averages were calculated for each rat.
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Plasma analytes. Thawed plasma samples were used to measure levels of glucose
(glucose oxidase method, YSI 2300 STAT Plus glucose analyzer), insulin (RIA, Linco
Research, St. Charles, MO), TG (enzymatic, Roche Diagnostics, Montreal, QC, Canada),
MNEFA and glycerol (as above).

Statistical analysis. Data are means £ SEM. Morphometric and serum variables
were analyzed by Student's unpaired 7 test. Adipose tissue variables were first analyzed by
factorial ANOVA to establish the individual and interactive effects of fat localization, with
two levels (SF, VF), and PPARy agonist treatment, with two levels (Control, COOH).
Individual pairwise between-group comparisons were then made using Fisher’s Protected

Least Significant Difference test. Significance was set at <005,
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RESULTS

Morphometry, serum variables, and fat distribution

The 21-day COOH treatment tended to increase food intake, body weight and body
weight gain, however the effect did not reach significance (Table 2). The agonist did not
affect fasting glucose but significantly reduced circulating insulin (-72%). As also
anticipated, circulating TG and NEFA were reduced by the agonist (-28% and —42%,
respectively). Serum glycerol was slightly increased (24%) by COOH, resulting in a large
decrease (—43%) in the serum NEFA/glycerol ratio. Confirming WAT remodeling by
COOH, SF weight accretion from beginning to end of the 3-week treatment was more than
2-fold larger in treated (gain of 9.5 g) than control rats (gain of 4.5 g), whereas that of VF
was reduced by 32% in treated (gain of 3.6 g) vs. control rats (gain of 5.3 g), such that the
VF/SF weight ratio was reduced by more than half (Control, 1.0 vs. COOH, 0.4) (Fig. 1A).
Total DNA content was markedly increased by COOH in SF (3-fold), but remained
unaffected in VF (Fig. 1B). PPARy2 expression level was higher in VF than in SF, and was
not affected by the agonist (Fig. 1C). COOH brought about the expected shift in adipocyte
size distribution toward smaller cell diameters in SF and VF, the shift being however much
more marked in the latter than in the former (Fig. 1C). Indeed, COOH reduced peak
diameter by <10 pm in SF and by ~25 pm in VF. Of note was the large COOH-induced
increase in the relative number of cells of the smallest diameters (=50 pum) in SF, likely

representing newly differentiated adipocytes, such increase being barely detectable in VF.

Determinants of adipose FA uptake and esterification

To gain insight into the mechanisms implicated in COOH-induced WAT
remodeling, we first examined the expression of genes involved in FA handling, and
measured functional uptake of FA derived from lipoprotein-bound TG. COOH increased
both the mRNA level (Fig. 2A) and total tissue activity (Fig. 2B) of the TG-hydrolyzing
enzyme LPL 2-fold in SF, but remained without effect in VF. Levels of mRNA of the fatty
acid binding protein aP2, a major adipose PPARy target involved in adipogenesis, long-
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chain FA uptake and retention (28,29) was increased 2-fold by COOH in SF, but remained
unaffected in VF (Fig. 2C). At the functional level, COOH increased the in vivo uptake of
FA derived from the hydrolysis of TG in both depots, the effect being however much more
marked in SF (14-fold) than in VF (4-fold) (Fig. 2D). DGAT-1 catalyzes the terminal, rate-
limiting step in TG synthesis, and its overexpression favors fat gain (30). COOH increased
DGAT-1 expression 2-fold in SF (Fig. 2E), suggesting an increase in FA commitment to

TG synthesis, whereas DGAT-1 mRNA in VF was unchanged by the agonist.

Lipolysis

Although PPARy agonism reduces serum NEFA levels, there is evidence that it
stimulates adipocyte lipolysis (31-33), concomitantly with stimulation of FA reuptake and
reesterification that counter the release of lipolytic products. The possible contribution of
COOH-mediated modulation of lipolysis to differential fat accretion was therefore
assessed. In control rats, as anticipated, basal glycerol and NEFA release was higher in VF
than in SF (Fig. 3A, top panel). COOH increased basal glycerol release in both SF (3-fold)
and VF (2-fold). Because of increased FA reesterification (see below), the effect of COOH
on NEFA release was of lesser magnitude (nil in the case of VF, Fig. 3A, middle panel)
than that predicted by the increase in glycerol release, resulting in a 40% reduction in the
NEFA/glycerol ratio in both depots (Fig. 3A, bottom panel). The combined stimulatory
effects of COOH on lipolysis and FA reesterification observed in vitro were reflected in
plasma levels of lipolytic products, that is higher glycerol and lower NEFA and
NEFA/glycerol ratio in COOH vs. control rats (Table 2). A physiological concentration of
insulin did not affect glycerol and NEFA release from tissues of untreated rats (Fig, 3B),
but did tend to reduce glycerol and NEFA release in tissues of COOH-treated rats,
suggesting sensitization of adipose lipolysis to insulin action. Of note is the fact that FA
cycling (reflected by the reduced NEFA/glycerol ratio) was amplified in the presence of
insulin (SF, —56%: VF, —-67% compared to untreated, vs. —40% without insulin), indicating
additivity of the positive action of chronic COOH and acute insulin on FA reesterification,
Finally, expression levels of ATGL (Fig. 3C), recently highlighted as an important
determinant of basal lipolysis, were higher in VF than in S8F, and were increased by COOH
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in both VF (2.3-fold) and SF (1.5-fold), in general congruence with treatment effects on

lipolytic rates.

Determinants of glycerol and FA cyeling

PPARy agonism stimulates in WAT the reesterification into TG of both glycerol
and FA released by intracellular lipolysis, thereby favoring lipid retention, through
enhancing the expression of GyK (glycerol phosphorylation) and PEPCK
(glyceroneogenesis) (26). Their possible contribution to differential fat accretion was
therefore assessed. COOH increased PEPCK activity (Fig. 4A) and mRNA levels (Fig. 4B)
in both depots. Basal activity and mRNA of PEPCK were lower in SF, and the relative
increase induced by the PPARy agonist was slightly larger in SF than in VF. In parallel
with PEPCK, [1-"C]pyruvate incorporation into lipids (a functional measure of
glyceroneogenesis) was more important in VF than in SF, and was increased by COOH in
both depots (Fig. 4C). COOH also increased mRNA levels of GyK 2-3-fold in both SF and
VF (Fig. 4D).

Determinants of FA oxidation and energy expenditure

Despite favoring whole body positive energy balance, PPARy agonists locally
increase WAT energy expenditure (11). We therefore sought to determine whether COOH
favored the latter differentially in SF and VF. PDK-2 and PDK-4 phosphorylate and
inactivate the pyruvate dehydrogenase complex (PDC) and thereby facilitate FA oxidation.
PDK-2 mRNA expression was augmented by COOH only in VF, and PDK-4 mRNA was
increased much more strongly in VF than in SF (Fig. 5A). A similar pattern (stimulation
by COOH in both depots, but more marked in VF than in SF) was observed for mCPT-1,
the limiting enzyme in FA transport to the mitochondrion, PGC-la, a major cofactor
involved in thermogenesis, and Acadl, which plays an important role in P-oxidation.
Likewise, COOH increased the expression of UCP-1, a key thermogenic gene, to a much

greater extent in VF than in SF (note scale change in Fig 5A). At the functional level, in
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accordance with its effect on gene expression, COOH increased O, consumption in both

adipose depots, but significantly more so in VF than in SF (Fig. 5B).

COOH increased mitochondrial density identically (2.5-fold) in adipocytes isolated
from SF and VF (Fig. 6A), and induced important changes in mitochondrial distribution,
morphology, and inferaction with lipid stores in both depots (Fig. 6B; only VF cells are
depicted). Unlike in control cells, mitochondria in adipocytes of COOH-treated rats
displayed a reticular shape, and appeared to surround clusters of small lipid droplets,

indicating a major rearrangement of the cell’s lipid-metabolizing infrastructure.
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DISCUSSION

This study aimed to identify the mechanisms whereby PPARy agonism results in the
redistribution of adipose tissue to subcutaneous depots at the expense of visceral fat. It was
found that COOH, a non-TZD agonist that mimicks the fat remodeling seen in humans
treated with TZDs, increased lipid uptake and esterification capacity to a greater extent in
SF than in VF. Conversely, COOH enhanced the expression of genes involved in FA
oxidation and thermogenesis as well as O, consumption to a greater degree in VF than in
SF. In this model, fat redistribution elicited by PPARy agonism is therefore the

consequence of concerted changes in multiple pathways of adipose lipid metabolism.

Remodeling of WAT by COOH included cell proliferation exclusively in SF, in
which numerous very small adipocytes were present, as well as a reduction in peak
adipocyte size indicative of reduced fat content, which was much more marked in VF than
in SF. The study is in line with the depot-specific action of PPARy agonism on fat cell
differentiation established in isolated human preadipocytes (17,18). In addition to its effect
on fat remodeling, COOH promoted changes in plasma variables that are hallmarks of

PPARy agonism, namely decreases in fasting insulinemia, triglyceridemia, and NEFA (29).

The induction of ‘lipid trapping’ by WAT is regarded as one important mechanism
of the insulin-sensitizing action of PPARy agonism, and the lipid trapping—insulin
sensitivity relationship has been directly demonstrated in rodents (34). The present study
extends these findings by demonstrating that PPARY agonism increases the uptake by WAT
not only of circulating NEFA (34,35), but of lipoprotein TG-derived FA as well. In
congruence with this functional depot specificity, LPL expression and activity as well as
aP2 expression were increased by COOH specifically in SF, extending our previous
findings on the role of LPL in this important phenomenon (19). The increase in newly
differentiating adipocytes avidly taking up NEFA released from hydrolysis of circulating
TG likely contributed to this depot-specific effect of COOH. The study also revealed an as
yet unrecognized, SF-specific increase in mRNA levels of DGAT-1, suggestive of a

preferential commitment of FA taken up by SF toward esterification (30). The agonist also
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increased TG-derived FA uptake in VF, albeit to a much lesser extent than in SF, without
altering LPL or aP2, however these two proteins are not the only factors affecting TG-
derived lipid uptake (36). Finally, in a separate study with chow-fed rats treated with
COOH for 3 weeks and then fasted for 24 h, quantification of mRNA levels of SREBP-Ic,
a PPARy target and a master regulator of the expression of lipogenic genes, revealed a 2-3-
fold COOH-induced stimulation that was identical in SF and VF (Laplante M, Deshaies Y,
unpublished observations). Taken together, the above findings establish that, specifically in
SF, COOH increased the relative number of small adipocytes as well as the potential for
hydrolysis of lipoprotein-bound TG and subsequent FA uptake, sequestering and

esterification, thus creating conditions favoring fat accretion.

A stimulatory effect of PPARy agonists on adipose lipolysis was reported earlier in
obese Zucker rats (31,32), and was confirmed here and in our recent study (33). Higher
lipolysis is counteracted by increased FA reesterification into TG, as discussed below, as
well as by increased FA reuptake by adipocytes (34,35). In the present study, basal lipolysis
in untreated rats was, as expected, higher in VF than in SF, and was robustly increased by
COOH in both depots. Of note is the fact that lipolysis was reduced by a low, physiological
concentration of insulin only in fat explants from COOH-treated animals, confirming
higher sensitivity to the antilipelytic effect of insulin (31,32). Thus, increased FA cycling
together with potentiation of the sensitivity of lipolysis to insulin action counteract net FA
release from adipocytes. COOH stimulated lipolysis in both depots roughly equally, and
lipolytic rate did not appear to contribute to the depot-specific effect of COOH on fat
accretion. The study also confirmed our previous study (33) showing that ATGL is a
PPARy target. Quantitative depot specificity of the COOH effect on ATGL mRNA
appeared more pronounced than that on lipolysis, however other lipolysis-related enzymes
are altered by PPARy agonism (33) and likely influence, together with depot differences in

reesterification rates, the net release of lipolytic products.

The TZD-induced reduction in circulating NEFA was recently shown to be
associated with an increase in PEPCK-mediated glyceroneogenesis in WAT (26). However,

the contribution of this pathway to PPARy-induced fat redistribution has not been
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addressed. As shown previously (26), basal PEPCK expression and activity as well as
[1 "C)-pyruvate incorporation into lipids were higher in VF than in SF. The expression
levels of GyK, which under control conditions does not contribute much to glycerol
recycling, was similar in both depots. We show here that COOH robustly increased
PEPCK, [1-"*C]-pyruvate incorporation into lipids, and GyK expression in both depots.
The relative increase (fold over control) tended to be larger in SF than in VF, however
absolute values remained higher in the latter than in the former. Therefore, as in the case of
lipolysis, the rate of reesterification of lipolytic products does not appear to contribute to a

large extent to the depot-specific action of PPARy agonism on fat accretion in this model.

Thiazolidinediones increase the expression of genes involved in lipid oxidation and
energy expenditure (28,29), and promote mitochondrial biogenesis in WAT (11,12,37,38).
The resulting increase in energy expenditure likely comprises contributions from FA
oxidation, energy-consuming FA/TG cycling, and uncoupling of oxidative phosphorylation,
In concordance with the above actions, COOH was found here to increase the expression of
several transcripts involved in FA oxidation, thermogenesis, and mitochondrial
proliferation. Firstly, mRNA levels of PDK-2 and 4, which lower glucose utilization and
facilitate FA oxidation (39), were increased by COOH. PPARy agonism was earlier shown
to reduce PDK-4 expression in muscle but to increase its expression in WAT (40), The
present study extends these findings by showing that stimulation of PDK-4 expression is
more marked in VF than in SF, and further revealed a concomitant stimulation of PDK-2,
which occurred exclusively in VF. In addition, the expression of mCPT-1, Acadl and UCP-
| followed the same pattern, with a particularly striking between-depot difference in the
case of UCPI, confirming and extending our previous study (19). Such differential gene
expression had a functional impact because COOH stimulated O; consumption in both
tissues, but more strongly so in VF than in SF, such that energy expenditure, which was
similar in both depots of control rats, became nearly 3-fold higher in VF than in SF of
COOH-treated rats. Stimulation of energy expenditure contributed in all likelihood to
restrain fat accretion in VF. In SF, the stimulation of lipid uptake clearly overwhelmed the
increase in energy expenditure, leading to the establishment of a balance favoring fat

deposition.
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The higher activation of O; consumption in VF than SF led us to postulate that
COOH might exert depot-specific effects on mitochondrial biogenesis. However, it was
found that COOH strongly increased mitochondrial mass in both depots, indicating that the
larger stimulation of energy expenditure in VF relative to SF was instead associated with
the increase in oxidative/uncoupling capacity resulting from the changes in enzyme
expression described above. In addition to increasing the number of mitochondria, COOH
induced important changes in mitochondrial distribution, morphology, and interaction with
lipid stores, as reported earlier in rats and dogs treated with rosiglitazone (11,37). The
augmentation of mitochondrial mass coupled with a higher contact surface between
mitochondria and lipid droplets may have contributed to the overall stimulatory action of

COOH on O3 consumption.

The observed COOH-induced increase in the potential for FA oxidation, energy
dissipation, mitochondrial biogenesis, and O; consumption confirm earlier findings with
TZDs (11,38) and indicate that white adipocytes, either newly differentiated or mature,
have acquired features that normally characterize brown adipose cells. A further indication
of this is the COOH-induced increase in the expression of PGC-1a, a molecular switch that
turns on several key components of the adaptive thermogenic program in brown fat (41).
Overexpression of PGC-1a in white adipocytes increases UCP-1 expression, proteins of the
respiratory chain, and FA oxidation exactly as occurs in brown adipose cells (42). In the
present study, the stronger COOH-mediated induction of PGC-1a expression in VF than in
SF therefore constitutes a likely mechanism explaining the depot-specific magnitude of the
activation of oxidative/thermogenic gene expression and O consumption. Why such depot
specificity of action of COOH on PGC-la did not translate into differences in
mitochondrial mass is unknown, but may conceivably involve interaction with the many
other factors modulating the complex mitochondrial biogenesis program (11). Finally, it is
worth noting that the PPARy-mediated increase in WAT energy expenditure does not

appear to be of sufficient magnitude to impact whole body energy balance.

The reasons why various pathways of lipid metabolism are differentially recruited

by PPARy agonism in SF and VF have yet to be established. There is no major difference
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in PPARy expression between human 8F and VF (43-45), whereas higher expression in VF
compared to SF observed here confirms an earlier study in high fat-fed rats (46). PPARy2
expression was unchanged by COOH, ruling out the possibility that receptor expression
levels might explain the depot-specific modulation of fat accretion by exogenous PPARy
agonism. PPARy activity is however highly regulated by the recruitment of a vast array of
nuclear coactivators and corepressors (47,48) with widely diverging metabolic
consequences. Differential recruitment of such cofactors in SF and VF by the PPARy
receptor-agonist complex constitutes an attractive possibility to explain, at the molecular

level, the depot-specific actions of PPARy agonism.
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Table 1. Primers used for quantitation of mRMNA by real-time gPCR

TABLES

125

Gene Accession # 5" Primer (5°-3") 3" Primer (5°-3")

aP2 NM_ 053365 ATGTGTGATGCCTTTGTGGG CCCAGTTTGAAGGAAATCTC
Acad| NM_012819 AGCTCCCACAGGAAAGGCTT CTCGAGCATCCACGTAGGCT
ATGL XM 341960 CACTTTAGCTCCAAGGATGA TGGTTCAGTAGGCCATTCCT
DGAT-1 NM_053437 TATTACTTCACTTTTGCTTCC AAAGTAGGTGACAGACTCAG
GyK NM_02438] CCTGTCCATTGAAATGTGTCATCC GCCATGAAGCCATGACAATTAGTG
LPL NM_012598 AACCTTTGTGGTGATCCATGGA COAAATCCGCATCATCAGGA
L27 NM 022514 CTGCTCGCTGTCGAAATG CCTTGCGTTTCAGTGCTG
mCPT-1 NM_013200 COOAAGCACACCAGGCAGTA GCAGCTTCAGGGTTTGTCGGAATA
PDK.-2 NM 030872 GGGGTGTCCCCTTGAGGAAGAT TTCTTGGGCTCTGTGCTGGG
PDK.-4 NM_053551 TTCTACTCGGATGCTCATGA CACCTCGGTCAGAAATCTTG
PEPCK NM_ 198780 TGGGTGATGACATTGCCTGG ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG
PGC-la NM_ 031347 TCCTGTTACTATTATGAATCAAGCC AAACCATAGCTGTCTCCATCATCC
PPARy2 AF156666 GGTGAAACTCTGGGAGATCC TGAGGGAGTTTGAAGGCTCTTC
UCP-1 NM 012682 TGGTGAGTTCGACAACTTCC OTGGGCTGCCCAATGAATAC

Abbreviations: aP2, adipose fatty acid binding protein; Acadl, long-chain acyl-coenzyme A
dehydrogenase; ATGL, adipose triglyceride lipase; DGAT-1, diacylglycerol acyltransferase 1:
Gyk, kinase; LPL, mCPT-1,
palmitoyltransferase 1; PDK-2 and -4, pyruvate dehydrogenase kinase 1 and 4, PEPCK,

glycerol lipoprotein  lipase; muscle-type  carnitine

phosphoenolpyruvate carboxykinase; PGC-la, PPARy coactivator la; PPARy2, peroxisome

proliferator-activated receptor 2; UCP-1, uncoupling protein 1.
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Table 2. Morphometric and plasma variables in rats treated or not with COOH for 3 weeks

Control COOH
Food intake (MJ) 8.4+0.4 8.8+0.5
Final body weight (g) 32613 356420
Body weight gain (g) 17211 199+15
Glucose (mmol/L) 7.8+0.2 7.5+0.2
Insulin (pmol/L) 252+53 TO£11 *
Triglycerides (mmol/L) 2.4+0.3 1.4+0.2 *
NEFA (mmol/L) 0.61+£0.02 0.44+£0.05 *
Glycerol (mmol/L) 0.17x0.01 0.21+£0.02 *
NEF A/glycerol ratio 3.7+0.2 2,102 *

Data are mean + SEM of 6 rats, * Different from Control, P < 0.05.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Depot weight (A), total DNA (B), PPARy2 mRNA level (C), and adipocyte size
distribution (D) of SF and VF of rats treated or not with COOH for 3 weeks. In (A),
hatched areas indicate depot weights measured in a separate group of rats at the beginning
of the 3-week treatment period. In (D), numbers on x axis indicate upper limit of a 10 pm
range; SEM were omitted for clarity. Data are expressed as mean + SEM of 6 rats. * P <

0.05 vs. same depot in control group, T P <0.05 vs. SF in same treatment group.

Figure 2. LPL mRNA level (A) and hydrolytic activity (B), mRNA levels of aP2 (C),
uptake of chylomicron TG-derived labeled FA (D), and mRNA level of DGAT-1 (E) in SF
and VF of rats treated or not with COOH for 3 weeks. Data are expressed as mean + SEM

of 6 rats. * P < (.05 vs. same depot in control group, T P < 0.05 vs. SF in same treatment

group.

Figure 3. Basal (A) and insulin-inhibited (B) release of glycerol (top panels) and NEFA
(middle panels), NEF A/glycerol ratio (A, B, bottom panels), and mRNA level of ATGL (C)
in SF and VF explants isolated from rats treated or not with COOH for 3 weeks, Data are
expressed as mean = SEM of 6 rats. * P < (1.05 vs. same depot in control group, ¥ P < 0.05
vs. SF in same treatment group, I P < 0.05 vs. same depot and treatment incubated without

insulin (A).
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Figure 4. PEPCK activity (A) and mRNA level (B), incorporation of [1-'*C]-pyruvate into
lipids (C), and GyK mRNA level (D) in SF and VF of rats treated or not with COOH for 3
weeks, Data are expressed as mean + SEM of 6 rats, * P < 0.05 vs. same depot in control

group, T P <0.05 vs, SF in same treatment group.

Figure 5. mRNA levels of PDK-2, PDK-4, mCPT-1, PGC-1a, UCP-1, and Acadl (A), and
adipocyte Oz consumption (B) in SF and VF of rats treated or not with COOH for 3 weeks.
Data are expressed as mean + SEM of 6 rats, * P < (.05 vs. same depot in control group, t

P < 0.05 vs. SF in same treatment group.

Figure 6. Mitochodrial mass in live adipocytes isolated from SF and VF of rats treated or
not with COOH for 3 weeks (A), and representative micrographs of adipocytes isolated
from the retroperitoneal depot of control and COOH-treated rats (B). In (A), data are
expressed as the mean + SEM of 6 rats in each of which 25 cells were analyzed. * P < 0.05
vs. same depot in control group. In (B), white arrows indicate clusters of small lipid

droplets surrounded by mitochondria.
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CHAPITRE 3

PPAR-y AGONISM IMPROVES TRIGLYCERIDEMIA IN RATS BY
INCREASING ADIPOSE DEPOT-SPECIFIC LIPOPROTEIN LIPASE ACTIVITY
AND TRIGLYCERIDE-DERIVED LIPID UPTAKE
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RESUME

Les récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes y (PPAR-y) sont des
récepteurs nucléaires hautement exprimés dans le tissu adipeux, dans lequel ils régulent
I'expression de nombreux génes impliqués dans le métabolisme des lipides et du glucose. 11
est connu que les agonistes PPAR-y réduisent les triglycérides (TG) dans les études
produites chez les rongeurs et dans certaines études effectuées chez "’homme. Cette étude
avait pour but de quantifier la contribution des tissus (tissus adipeux, muscles, foie) a I'effet
hypotriglycéridémiant d’un agoniste PPAR-y. Des rats ont été traités avec I’agoniste PPAR-
y COOH (30 mg/kgljour) durant 3 semaines. A la fin du traitement, une émulsion
synthétique de TG marqués a été injectée 4 ces animaux et la partition de la radioactivité
entre les tissus a été évaluée. L'activité de la lipase lipoprotéique (LPL) a été quantifi¢e
dans les tissus. Cette étude montre que I’agonisme de PPAR-y favorise la clairance des TG
en augmentant |"activité de la LPL et la captation des lipides issus de 1"hydrolyse des TG de
fagon spécifique a chaque tissu. Le COOH a fortement augmenté 1'activité de la LPL et la
captation de lipides marqués dans le tissu adipeux blanc sous-cutané inguinal (TASCI) et
dans le tissu adipeux brun (TAB). Des trois tissus adipeux blancs viscéraux récoltés
(épididydimaire [TAVe], mésentérique [TAVm], rétropéritonéal [TAVr]), seul le TAVm a
montré une augmentation de ’activité de la LPL et de la captation de lipides. De fortes
corrélations ont été observées entre la captation de lipides marqués et 1'activité de la LPL
dans le tissu adipeux, soulignant I'importance de cette enzyme dans I'hydrolyse
intravasculaire des TG, Le COOH n’a pas induit la LPL dans les muscles. L augmentation
de la captation des lipides marqués par le muscle des rats traités fut apparemment induite
par un procédé indépendant de la LPL. L augmentation de I"expression des génes codant
pour des protéines impliquées dans la liaison intracellulaire (protéine de liaison des acides
gras [aP2]) et dans le transport des acides gras (protéine de transport des acides gras-1
[FATP-1], translocase d’acides gras/CD36 [FAT/CD36]) dans le muscle des animaux
traités avec I*agoniste a pu faciliter la captation des acides gras issus de *hydrolyse des TG
dans le muscle et dans le tissu adipeux. Lorsque considérés dans leur ensemble, ces
résultats montrent que la LPL adipeuse joue un rble important dans |'effet
hypotriglycéridémiant de 1’agonisme de PPAR-y.
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ABSTRACT

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y is a ligand-activated nuclear
receptor that is highly expressed in adipose tissue, in which it regulates the expression of
numerous genes involved in lipid and glucose metabolism. It is know that PPAR-y agonism
reduces circulating triglycerides (TG) in rodent and in some human studies. This study
aimed to quantify the relative contribution of tissues (adipose tissues, muscles and liver) to
the hypotriglyceridemic effect of a PPAR-y agonist. Rat were treated with the PPAR~y full
agonist COOH (30mg/kg/day) for 3 weeks. At the end of the treatment, rats were injected
with a synthetic emulsion of radiolabeled TG and the partition of radioactivity between the
tissues was evaluated. Lipoprotein lipase (LPL) activity also measured in the tissues
collected. This study demonstrates that PPAR-y agonism favors TG clearance by increasing
adipose tissue LPL activity and TG-derived lipid uptake in a depot-specific manner. The
aponist COOH strongly increased LPL activity and TG-derived lipid uptake in
subcutancous inguinal white adipose tissue (iWAT) and in brown adipose tissue (BAT). Of
the three visceral fat depots examined (epididymal [eWAT], mesenteric WAT [mWAT],
retroperitoneal WAT [rWAT]), only mWAT showed a constant increase in LPL activity
and TG-derived lipid uptake in response to COOH. Robust correlations were observed
between TG-derived lipid uptake by adipose tissue and LPL activity, underlining the
important role of LPL in this process. The agonist did not increase LPL activity in muscles.
The enhancement of TG-derived lipid uptake observed in muscles of COOH-treated rats
was apparently mediated by a post-lipolytic process independent of LPL availability.
Increased expression of genes coding for proteins involved in fatty acid binding (fatty acid
biding protein [aP2]) and transport (fatty acid translocase/CD36 [FAT/CD36], fatty acid
transport protein-1 [FATP-1]) in muscles of COOH-treated rats may have facilitated the
uptake of fatty acids arising from LPL-mediated hydrolysis of TG, either in adipose tissue
or in the muscles themselves. Taken together, these findings establish the major

contribution of adipose tissue LPL to the hypotriglyceridemic effect of PPAR-y agonism.
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INTRODUCTION

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y is a ligand-activated nuclear
receptor that is highly expressed in adipose tissue, in which it regulates the expression of
numerous genes involved in lipid and glucose metabolism (3). PPAR-y agonists of the
thiazolidinedione (TZD) class are currently used for the treatment of insulin resistance and
type 2 diabetes. In addition to improving peripheral insulin sensitivity, PPAR-y agonists
have been shown to reduce circulating triglycerides (TG) in studies using rodents (16, 26,
34, 45) and in some (2, 10, 42), but not all (11, 20, 38) studies performed in humans.
Generally, the effect of TZDs on circulating TG is stronger in rodents than in humans. It
has been suggested that this inter-species difference may be associated with the presence of
brown adipose tissue (BAT) in rodents (25). This fat depot, which is nearly absent in adult

humans, has been shown to avidly take up lipids from the circulation in TZD-treated rats.

Plasma TG represent the balance between gut- and liver-derived TG-rich lipoprotein
secretion and lipoprotein lipase (LPL)-mediated clearance in various extrahepatic tissues. It
is now known that PPAR-y agonists increase intravascular hydrolysis of TG-rich particles
by increasing LPL expression and activity in white adipose tissue (WAT) (26, 27, 29). This
effect is mediated by the presence of a functional peroxisome proliferator response element
(PPRE) in the promoter of LPL (40). Although several studies did not find a reduction in
hepatic very-low density lipoprotein (VLDL) secretion rate in response to PPAR-y agonists
(18, 25, 27), other did so (4, 34), suggesting that reduced secretion of TG-rich particles may
contribute to the hypolipidemic effect of these molecules under certain conditions.
Discrepancies among the above studies are likely the result of the use of different models
and by differences in treatment procedures (agonist, dose, duration). Although the
hypotriglyceridemic effect of PPAR-y agonism may be related to changes in both arms of
TG kinetics (clearance and secretion), the increase in TG clearance seen in virtually all

studies is likely to play a major role therein.

In humans, TZDs stimulate fat deposition in subcutaneous fat and maintains or

reduces fat accretion in visceral WAT (32, 33, 41). Considering that individuals with high
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amounts of visceral fat are at high risk for developing metabolic complications compared
with individuals with similar amounts of subcutaneous fat (17, 21, 23), the redistribution of
WAT by PPAR-y agonism is thought to be important in the amelioration of the metabolic
profile. Recent studies using a non-TZD PPAR-y full agonist (COOH) in rats have shown
that the redistribution of fat induced by PPAR-y stimulation was associated with increased
lipid uptake and esterification in subcutaneous fat and with stimulation of energy
expenditure in visceral fat (24, 26). The depot-specific activation of LPL in subcutaneous
fat was suggested as a probable mechanism contributing to the redistribution of WAT and
the improvement of postprandial triglyceridemia (26). However, direct assessment of TG-
derived lipid uptake by tissues (adipose, muscle and liver) and determination of the
contribution of these tissues to the hypotriglyceridemic action of PPAR-y agonists have not

been evaluated to date.

This study was designed to characterize the contribution of lipid clearance to the
reduction in circulating triglycerides (TG) by PPAR-y agonism. By injecting into rats a
synthetic emulsion of radiolabeled TG and by measuring the partition of radioactivity
between the tissues, this study aimed to quantify the relative contribution of tissues

(adipose tissues, muscles and liver) to the hypotriglyceridemic effect of the agonist COOH.
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RESEARCH DESING AND METHODS

Animals and treatments. Male Sprague-Dawley rats (90g-100g) (n=24-32 per
protocol, 2 protocols) were purchased from Charles River Laboratories (8t. Constant, QC,
Canada) and housed individually in stainless steel cages in a room kept at 23 + 1°C with a
10:14-h light-dark cycle (lights on at 1200, off at 2200). The animals were cared for and
handled in conformance with the Canadian Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, and the protocols were approved by our institutional animal care committee.
Upon arrival, rats had free access to tap water and a ground stock diet (Charles River
Rodent Diet #5075; Ralston Products, Woodstock, ON, Canada; digestible energy content:
12.9 kl/g). Rats were then fed a purified high-sucrose, high-fat diet (HSHF), to maximize
the effect of PPAR-y agonism on lipid flux. The composition of the obesity-promoting diet
is detailed elsewhere (37). For 23 days, half of the animals were given the non-TZD PPAR-
v agonist COOH [2-(2-(4-phenoxy-2-propylphenoxy)ethyl)indole-5-acetic acid] as an
adjunct to their diet at a dose of 30 mg/kg/day, previously shown to bring about a frank
redistribution of fat in the rat (24, 26). The amount of COOH was adjusted every other day

to the average consumption of the diet.

Triglyceride clearance rate and tissue uptake. Control and COOH-treated (19
days) rats were cannulated into the jugular vein under isoflurane anesthesia. After 3 days of
recovery, rats of the Fasted groups had their food removed for 10 h (from 2300 to 0900).
Rats of the Refed groups were first fasted for 17h (from 1200pm to 0500) and were then
refed a high-sucrose diet without fat during 6 h. Following the fasting and refeeding
periods, the animals were injected through the jugular catheter with 0.150 ml/kg of 10%
Intralipid containing *H-9,10-labeled trioleoylglycerol (570 dpm/nmol fatty acid) diluted
1:6 with 20% Intralipid [165 mg/kg TG were injected] and prepared as described
previously (13). Blood samples (0.15 ml) were collected with an EDTA-containing syringe
1,2, 5, 10 and 20 min after the injection. Twenty minutes after injection, rats were killed by
ketamine-xylazine injection. The radicactivity content of tissues (and blood) was quantified

as described previously (13). Lipid uptake is expressed as log % injected dose.
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Serum collection. Because the radioactive blood from rats injected with the
emulsion could not be used for serum determinations, a separate protocol with 24 rats was
performed. At the end of the treatment, rats were fasted or refed as described above and
animals were killed by decapitation. Trunk blood was centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C)

and serum was stored at =70°C until later biochemical measurements.

Lipoprotein lipase activity. For the measurement of LPL activity, 100 pl of thawed
tissue homogenates were incubated under gentle agitation for 1 h at 28°C with 100 pl of a
substrate mixture consisting of 0.2 mol/l Tris-HCl buffer, pH 8.6, which contained 10
MBq/l [ecarboxyl-1 4C]triolein (Amersham, Oakville, Canada) and 2.52 mmol/l cold
triolein emulsified in 50 g/l gum arabic, as well as 20 g/l fatty acid—free bovine serum
albumin, 10% human serum as a source of apolipoprotein C-I1, and either 0.2 or 2 M NaCl.
Free oleate released by LPL was then separated from intact triolein and mixed with
Universol (Du Pont-NEN, Montréal, Canada), and sample radioactivity was determined in
a scintillation counter. LPL activity was calculated by subtracting lipolytic activity
determined in a final NaCl concentration of 1 M (non-LPL activity) from total lipolytic
activity measured in a final NaCl concentration of 0.1 M. LPL activity was expressed as
microunits (1 pU = 1 pmol NEFAs released per hour of incubation at 28°C). Results for
LPL activity are presented per total tissue to illustrate its global tissue availability in

relation to lipid uptake.

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated from adipose depots using
QIAzol and the RNAeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For
¢cDNA synthesis, Expand Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Montreal, QC,
Canada) was used following manufacturer’s instructions and cDNA was diluted in DNase
free water (1:25) before quantification by real-time quantitative PCR (qPCR). mRNA
transcript levels were measured in duplicate samples using a Rotor Gene 3000 system
(Montreal Biotech, Montreal, QC, Canada). The primers used for the PCR reactions are
presented in Table 1. Chemical detection of the PCR products was achieved with SYBR
Green | (Molecular Probes, Willamette Valley, OR). At the end of each run, melt curve

analyses were performed and a few samples representative of each experimental group
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were run on agarose gel to verify specificity of the amplification. Data were normalized by
calculating the ratio between the expression of the target gene and the housekeeping gene
36B4. Results are expressed as relative expression of candidate genes in COOH-treated rats

vs, control rats,

Serum/plasma determinations. Serum glucose concentrations were measured by
the glucose oxidase method with the YSI 2300 STAT plus glucose analyzer. Serum insulin
was determined by radioimmunoassay (Linco Research, St. Charles, MO) with rat insulin
as standard. Serum/plasma TG (Roche Diagnostics, Montreal, QC, Canada), NEFA (NEFA
C test kit, Wako Pure Chemical Industries, Richmond, VA) and glycerol (Sigma, Oakville,

ON, Canada) were measured enzymatically.
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RESULTS

As shown in Table 2, treatment with COOH slightly increased cumulative food
intake (5%, p=0.05), final body weight (5%, p=0.08) and body weight gain (8%, p=0.04).
The agonist did not affect food efficiency (g weight gain per MJ energy ingesied). Upon
refeeding after 18 h of fasting, PPAR-y-treated rats ingested significantly more food (17%,
p=0.01).

Although changes in body weight were relatively modest, COOH led to profound
modifications of adipose and non-adipose tissue weight (Table 3). The agonist significantly
increased subcutaneous inguinal white adipose tissue (iWAT) (35%, p=0.001). The weight
of the visceral retroperitoneal (r'WAT) and epididymal (eWAT) depots were both reduced
by the agonist (-42% and -35% respectively, p<0.0001). The other visceral adipose tissue
examined, the mesenteric WAT (mWAT), was not affected by COOH. Brown adipose
tissue (BAT) is known as a major target of PPAR-y agonists in rodents. Here, COOH
increased BAT weight by more that 7-fold (p<0.0001). The agonist reduced the weight of
the soleus (-15%, p=0.001) and the diaphragm (-26%, p<0.0001). No effect on liver or

kidney weight was observed.

Serum variables measured in fasted and refed rats treated or not with COOH are
presented in Table 4, Refeeding rats a high-sucrose diet without fat significantly increased
serum glucose and insulin concentrations while causing a reduction in nonesterified fatty
acid (NEFA) and glycerol levels. As expected, serum TG of control rats did not rise upon
refeeding the fat-free diet. However, postprandial TG were reduced by 68% compared to
fasting TG in COOH-treated animals. The agonist did not change serum glucose but
strongly reduced fasting and postprandial insulinemia (-75% and -25%, respectively). In
parallel with these changes, COOH reduced fasting (-26%) and postprandial NEFA (-36%).
The absence of effect of the agonist on circulating glycerol led to a significant reduction in

the NEFA/glycerol ratio, an indicator of relative NEFA reesterification in adipose tissue.
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Lipoprotein lipase, the rate-limiting enzyme in circulating TG catabolism, is
considered a key modulator of postprandial triglyceridemia (6). The activation of LPL
increases local hydrolysis of TG, providing fatty acids for their storage or use by tissues. In
order to determine how COOH led to an increase in TG clearance, LPL activity was
measured in several quantitatively important tissues. The activity of LPL is expressed per
total adipose depot to reflect the contribution of the whole tissue to TG kinetics. As
expected, the activity of LPL was strongly increased upon refeeding in iWAT (Nutritional
state effect (N) : p=0.0003), BAT (N: p=0.0002), rWAT (N: p=0.02) and mWAT (N:
p=<0.0001) but no effect was observed in eWAT (Fig. 1). No major effect of refeeding was
observed in muscles. In response to COOH, LPL activity was increased in iWAT
(Treatment effect (T): p=0.004), BAT (T: p<0.0001) and mWAT (T: p=0.02) and slightly
reduced in eWAT (T: p=0.03) and rWAT (T: p=0.07). The activity of LPL was reduced in
the diaphragm of COOH-treated rats and no effect was observed in the soleus.

To evaluate the impact of COOH on TG clearance, an emulsion of radiolabeled TG
was injected to rats and blood samples were collected at various time points. As expected,
the emulsion was rapidly cleared from the circulation (Fig. 2). As also shown in Fig. 2, TG
clearance was strongly increased by COOH. No difference between fasting and refeeding

was observed in either control or COOH-treated animals.

Twenty minutes after the emulsion injection, rats were killed and tissues were
collected. Total lipids were extracted from the tissues and radioactivity was measured as an
indicator of TG-derived lipid uptake. As depicted in Fig. 3, COOH strongly increased lipid
uptake in iIWAT of fasted (14-fold) and refed (3-fold) rats (T: p<0.0001). As expected,
higher uptake of lipid in iWAT was observed in refed animals compared to their fasted
counterparts (N: p=0.003). The most robust changes in lipid uptake induced by the agonist
were observed in BAT. COOH increased TG-derived lipid uptake in BAT 44-fold and 9-
fold in fasted and refed rats, respectively (T: p<0.0001). Different observations were made
in visceral fat depots. Firstly, no treatment or nutritional effects were observed in eWAT. In
rWAT, the agonist increased radioactivity uptake only in the fasted state (4-fold) (T:
p=0.001). Here again, higher lipid uptake was observed in refed compared to fasted rats (N:
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p=0.007). Secondly, visceral mMWAT showed a strong increase in lipid uptake in response
to COOH. The agonist increased radiolabel content of mWAT in both the fasted (4-fold)
and refed (3-fold) states, and a significant effect of refeeding was observed in this tissue
(N: p=0.001). In the soleus, COOH increased lipid uptake only in refed rats (4-fold). A
significant interaction was noted in this tissue, in which refeeding reduced lipid uptake in
control but not in COOH-treated animals (N x T: 0.05). A similar trend was noted in the
diaphragm. In addition to adipose depots and muscles, other tissues were collected to
further characterize the impact of COOH on TG-derived lipid uptake. As shown previously
with the use of synthetic lipid emulsions (13), the amount of radioactivity found in the liver
was elevated compared to adipose or skeletal muscles. Notably, treatment with COOH
strongly reduced (by half) lipid uptake in the liver of fasted and refed animals (T:
p=0.0002). As expected from the clearance curves presented in Fig. 2, the amount of
radioactivity that remained in the blood 20 min after the injection was lower in COOH-
treated than in control rats (T: p=0.003). The nutritional status did not affect the level of
radioactivity remaining in the blood. Finally, COOH treatment and refeeding did not affect

the uptake of lipid by the kidneys.

As depicted in Figure 4, strong correlations were observed between LPL activity
and TG-derived lipid uptake by adipose tissues, strongly suggesting that the clearance of
the emulsion and tissue uptake of radiolabeled lipids is mainly dependent on LPL-mediated
hydrolysis of TG. In muscles, no correlations were observed between LPL activity and TG-
derived lipid uptake. In these tissues, COOH increased lipid uptake in the absence of any
change in LPL activity. This suggests that the COOH-mediated increase in TG-derived
lipid in muscles is partly independent from changes in LPL availability per se. Notably,
however, COOH significantly increased muscle expression of genes coding for FAT/CD36,
fatty acid transporter-1 (FATP-1) and adipocyte fatty acid binding protein (aP2) (Fig. 5),
which are involved in NEFA uptake and binding and which may have contributed to

increase muscle TG-derived lipid uptake by increasing LPL efficiency.
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DISCUSSION

This study demonstrates that PPAR-y agonism favors TG clearance by increasing
adipose tissue LPL activity and TG-derived lipid uptake in a depot-specific manner. The
agonist COOH strongly increased LPL activity and TG-derived lipid uptake in
subcutaneous fat (IWAT) and in BAT. Of the three visceral fat depots examined (eWAT,
mWAT and rWAT), only mWAT showed a constant increase in LPL activity and TG-
derived lipid uptake in response to COOH. Robust correlations were observed between TG-
derived lipid uptake by adipose tissue and LPL activity, underlining the important role of
LPL in this process. The agonist did not increase LPL activity in muscles. The
enhancement of TG-derived lipid uptake observed in muscles of COOH-treated rats was
apparently mediated by a post-lipolytic process independent of LPL availability. Increased
expression of genes coding for proteins involved in fatty acid binding (aP2) and transport
(FAT/CD36, FATP-1) in muscles of COOH-treated rats may have facilitated the uptake of
fatty acids arising from LPL-mediated hydrolysis of TG, either in adipose tissue or in the
muscles themselves. Taken together, these findings establish the major contribution of

adipose tissue LPL to the hypotriglyceridemic effect of PPAR-y agonism.

Increased food intake and body weight is a hallmark of treatment with PPAR-y
agonists. The reduction in circulating leptin is thought to contribute to increased food
intake (36). In addition, PPARy agonists stimulate adipocyte differentiation and the
expression of genes involved in fatty acid uptake and esterification in adipose tissue, thus
favoring fat mass accretion (3). In humans, TZDs stimulate fat deposition in subcutancous
fat and maintain or reduce fat accretion in visceral fat (32, 33, 41). Our recent studies have
shown that, in rats, the redistribution of fat induced by the PPAR-y agonist COOH is
associated with increased lipid uptake and esterification in subcutaneous fat and with
stimulation of energy expenditure in visceral fat (24, 26). The present study confirms that
COOH increases fat deposition in subcutancous WAT (iWAT) and BAT and reduces fat
accretion in visceral WAT (rWAT) (26). The present results extend these observations by
showing that COOH differentially affect the accumulation of fat in structurally distinct
visceral fat depots. Indeed, COOH reduced rwWAT and eWAT but did not affect mWAT
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weight. The agonist reduced soleus and diaphragm weight. The effect of COOH on the

reduction in muscle mass has not been reported to date and requires further investigation.

The activity of LPL is regulated inversely in adipose tissue and muscle during
fasting and feeding. Fasting reduces LPL activity in adipose tissue and increases its activity
in the muscle., The opposite situation is observed during feeding. This depot-specific
modulation of LPL activity allows TG-derived fatty acids to be either oxidized in the
muscle or esterified in adipose tissue depending on the energy status (30). Here, refeeding
clearly increased LPL activity in several fat depots but, unexpectedly, did not reduce LPL
activity in muscles (Fig. 1). Although muscle LPL activity was not reduced during
refeeding, TG-derived lipid uptake by the muscles were generally reduced in this condition
(Fig. 3). The discrepancy between LPL activity and TG-derived lipid uptake by muscle
tissues may be related to the very strong propensity of circulating TG to be hydrolyzed by
adipose tissues, which would leave less TG substrates available for hydrolysis in muscle

tissues.

The PPAR-y-mediated increase in adipose tissue LPL activity (26, 27, 29) is thought
to be mediated by the presence of a functional PPRE in the promoter of LPL (40). Our
recent work has found that PPAR-y agonism increases LPL activity in an adipose depot-
specific manner (26). This previous report showed that COOH increased LPL activity in
subcutancous fat (iIWAT) and BAT and reduced LPL activity in visceral fat (rWAT). The
results presented here extend these observations by showing that COOH differentially
affects LPL activity in structurally distinct visceral fat depots. Of the three visceral fat
depots examined (eWAT, rWAT, mWAT), only mWAT showed a significant increase in
LPL activity in response to COOH. Considering that COOH increases the expression of
oxidative genes, mitochondrial biogenesis, and oxygen consumption in adipose tissues (24),
this increase in LPL activity and TG-derived lipid uptake in mWAT may help counteract
the reduction in fat accretion in this tissue that is observed in the other visceral depots. As
expected, the agonist did not increase LPL activity in the muscles. The molecular
mechanisms leading to the depot-specific activation of LPL by PPAR-y agonism has yet to
be established.
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PPAR-y agonists have been shown to reduce circulating TG in studies using rodents
(16, 26, 34, 45) and in some (2, 10, 42), but not all (11, 20, 38), studies performed in
humans. In order to evaluate the impact of PPAR-y-induced depot-specific modulation of
LPL activity on triglyceridemia and lipid uptake by the tissues, rats were injected with a
synthetic emulsion of radiolabeled TG and the partition of radioactivity in the blood and the
tissues was quantified. As shown in Table 4, fasting TG were not lowered by COOH,
however, clearance of the chylomicron-like emulsion from the plasma of fasted rats was
robustly increased by COOH (Fig.2). This effect was associated with higher LPL activity
and TG-derived lipid uptake in adipose tissues (iWAT, mWAT, BAT) (Fig.1 and 3). These
data suggest that, in the fasted state, the increased availability of LPL does not reduce
plasma VLDL-TG of endogenous origin below a certain threshold, likely because
intravascular LPL-lipoprotein interactions are optimal in the fasted state. Hence,
administration of the lipid emulsion would saturate the available LPL in untreated, but not
in COOH-treated animals.

Following fasting, rats were refed their habitual high-sucrose diet but without fat to
evaluate the clearance of the radiolabeled emulsion in conditions of elevated postprandial
insulin levels without the contribution of dietary lipids. As expected, refeeding untreated
animals with this diet maintained postprandial TG to the level observed in fasted animals.
In COOH-treated rats, postprandial TG were significantly lowered compared to controls
(Table 4). The elevation in TG-derived lipid uptake mediated by the increase in LPL
activity in adipose tissue (iIWAT, mWAT, BAT) is likely to have played a role in the
improvement in postprandial triglyceridemia in COOH-treated rats. Although the
possibility that COOH may have reduced circulating TG by improving insulin-mediated
suppression of hepatic VLDL secretion cannot be excluded, the frank induction of TG
clearance and TG-derived lipid uptake by tissues show that TG catabolism plays a major
role in the improvement in postprandial triglyceridemia in COOH-treated animals. In
addition, the dramatic increase in TG-derived lipid uptake by BAT of treated rats supports
the notion that this tissue is important in the hypolipidemic effect of PPAR-y agonists in the
rat (25). The absence of this tissue in humans may partly explain why PPAR-y agonists are

less potent in reducing triglyceridemia in humans.
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A lipid emulsion similar to that used in the present work has been previously shown
to mimic only partially native chylomicrons (13). In this previous report, the comparison of
this lipid emulsion with native chylomicrons showed that significant differences exist in
how these TG-rich particles are removed from the circulation. A significant proportion of
synthetic emulsions has been shown to accumulate in the tissues without or with little LPL-
mediated lipolysis of the TG core (13). This LPL-independent uptake of lipids may explain
some of the discrepancies observed between LPL activity and TG-derived lipid uptake by
the tissues. However, the significant correlations observed between LPL activity and TG-
derived lipid uptake by adipose tissues strongly supports the notion that an important part

of the emulsion was removed from the circulation in an LPL-dependent fashion (Fig. 4).

A significant portion of the lipid emulsion was removed from the circulation by the
liver. Synthetic lipid emulsions can be removed from the circulation independently of LPL
by the resident macrophage system (14, 15). In the present study, a significant reduction in
radiolabeled lipid uptake was observed in the liver of COOH-treated rats. The fact that this
reduction occurred in the face of a significant increase in TG clearance from the blood of
treated rats argues against the notion that COOH may have blunted the ability of Kupffer
cells to take up lipids, thereby increasing lipid availability for uptake by adipose tissues.
The data suggest instead that the increase in LPL-mediated TG catabolism in adipose tissue
of treated rats reduced plasma label availability, thus contributing to lower the net removal

of radiolabeled lipids by the liver.

It has been shown that the uptake of NEFA following LPL-mediated hydrolysis is
facilitated within the micro-environment of the tissues by proteins such as ASP (8) and
FAT/CD36 (12), which promote NEFA cellular uptake, thereby relieving product inhibition
of LPL action. Increased expression of genes involved in NEFA uptake, binding and
retention in adipose tissue has been characterized as a classical effect of PPAR-y agonists
(3, 36) and may participate in the stimulation of TG-derived lipid uptake in adipose tissues
of COOH-treated animals, However, the strong correlations observed between LPL activity
and TG-derived lipid uptake by adipose tissues strongly suggest that TG-derived lipid
uptake in adipose tissue is mainly dependent on LPL-mediated hydrolysis of TG. In
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muscles, no such correlations were observed, showing that the COOH-mediated increase in
TG-derived lipid uptake by these tissues is partly independent from changes in LPL
availability per se. Notably, however, COOH significantly increased muscle expression of
genes coding for proteins involved in NEFA uptake and binding. Increased expression of
FAT/CD36, FATP-1 and aP2 may have contributed to increase the efficiency of LPL action
and TG-derived lipid uptake in muscles. In addition, increased expression of aP2, a fatty
acid binding protein recognized as a marker of adipocyte differentiation (44), suggests that
COOH may have increased lipid uptake in muscle by stimulating intramuscular adipocyte
proliferation. This finding is in accordance with a recent report showing an increase in
extramyocellular lipid content in the muscles of humans treated with rosiglitazone (28).
The observation that muscle satellite cells treated with rosiglitazone show a net increase in
their adipogenic potential and their ability to differentiate into adipose-like cells supports

the possibility that COOH may have increased adipogenesis in muscle (7, 22).

In summary, this study shows that the hypotriglyceridemic effect of PPAR-y
agonism is mediated by depot-specific activation of LPL and TG-derived lipid uptake in
adipose tissues. The agonist COOH strongly increased LPL activity and TG-derived lipid
uptake in subcutaneous fat (iIWAT) and in BAT, Of the three visceral fat depots examined
(eWAT, mWAT and rWAT), only mWAT showed an increase in LPL activity and TG-
derived lipid uptake in response to COOH. Without excluding the possibility that PPAR-y
agonism may reduce circulating TG by lowering TG secretion by the liver, the results
presented here provide strong evidence that increased LPL activity in some adipose tissues
represent a major mechanism contributing to the reduction in triglyceridemia in rats treated

with PPAR-y agonists.
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TABLES

Table 1. Primers used for mRNA quantification by real-time RT-PCR.

Gene Accession # 5" primer (5'37) 3" primer (5'37)
3684 NM_022402 TAAAGACTGGAGACAAGGTG GTGTAGTCAGTCTCCACAGA
aP2 WM_053365 ATGTGTGATGCCTTTGTGGG CCCAGTTTGAAGGAAATCTC

FAT/CD36 NM_03156]1 AGTAATCTCAAATAACTGTACGTCG CTGCAAGCACAGTATGAAATCATAA
FATP-1 NM_053580 TCTGCOGGCGCTTCGATGGCTAT TTGTGGGGGTCTGCAATGGC

hFABP  NM 024162 ACATGAAGTCACTCGGTGTG ACATTGCCATGGGTGAGAGT
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Table 2. Food intake and body weight variables of rats treated or not with COOH for 3
weeks.

Control COOH p value
Food intake (MJ) 8302 §.740.2% 0.05
Initial body weight (g) 15343 15443 NS
Final body weight (g) 3347 3505 (0.08)
Body weight gain (g) 18245 1964 % 0.04
Food efficiency (g/MI)  22.020.5 22.6+0.7 NS
6-h food intake (g) 13.2+0.6 15 4£0.4* 0.01

Data are mean £5EM 11-12 rats. * Different from Control, p<0.03. NS, not significant.



Table 3. Tissue weights (g) of rats treated or not with COOH for 3 weeks.

Control COOH p value
iWAT  B.0x0.5 I1.6£0.8% 0.001
rWAT  6.640.4 3.8+0.2% <0.0001
eWAT 69405 4,540,2% <0.0001
mWAT  2.6+0.2 2.6+0.2 NS
BAT 046£0.03  3.412041*  <0.0001
Soleus  0.13+0.01  0.11+0.01* 0.001
Diaphragm  0.72+0.03 0.53+0.03 =0.0001
Liver 13.8+0.6 13.0+£0.3 NS
Kidneys  2.74+0.1 2.640.1 NS

Data are mean £SEM 11-16 rats. * Different from Control, p<0.05. NS, not significant

160
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Table 4. Serum metabolite and hormone concentrations of rats treated or not with COOH
for 3 weeks and sacrificed after a 10-h fast or an 18-h fast followed by a 6-h

refeeding period.
Fasted Refed ANOVA
CTRL COOH CTRL COOH Mutr. state (N) Treatment (T) N =T
Glucose (mmol/L)  8.1+0.2 7.940.3 9.9+0.3 9.4+0.3 <0.0001 NS NS
Insulin (pmol/L.) 337466 85422 729+05 545472 <0.0001 0.01 NS
TG (mmol/L) 1.6+0.1 14401 1.9+0.4 0.6=0.1 NS 0.006 0.02
FFA (mmol/L)  0.66£0.05 049003  0.22+0.06  0.07+0.01 <0.0001 0.002 NS
Glycerol (mmol/L) 0.20£0.03 0224002  0.1120.01  0.07+0,01 <(.0001 NS NS
FFA/glycerol ratio  3.4+0.3 2.340.1 1.940,3 1.00.1 <(.0001 0.0002 NS

Data are means £5EM 4-6 rats. NS, not significant. The ANOVA values represent the level of
significance of the Nutritional state with 2 levels (Fasting, Refed) and agonist treatment with 2
levels (Control, COOH), and their interaction (W x T).
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — LPL activity in tissues of fasted (10 h) or refed (6 h) rats treated or not with
COOH for 23 days, Each column represents the mean = SEM of 4-6 rats. * P < (.05 vs.
untreated rats with the same nutritional status; ¥+ P < 0.05 vs. fasted rats of the same

treatment group.

Figure 2 — TG clearance following the injection of a synthetic emulsion of TG mimicking
chylomicrons in fasted (10 h) or refed (6 h) rats treated or not with COOH for 23 days.

Each point represents the mean + SEM of 4-6 rats. Symbols: control/fasting (L)
COOH/fasting (L1); control/refed (&), COOH/refed ().

Figure 3 — TG-derived lipid uptake by tissues 20 min following the injection of a synthetic
emulsion of TG mimicking chylomicrons in fasted (10 h) or refed (6 h) rats treated or not
with COOH for 23 days. Each column represents the mean = SEM of 4-6 rats, * P < 0.05
vs. untreated rats with the same nutritional status; ¥ P < 0.05 vs. fasted rats of the same

treatment group.

Figure 4 — Correlations between LPL activity and TG-derived FA uptake in tissues of
fasted (10 h) or refed (6 h) rats treated or not with COOH for 23 days. Each point

represents the value of an individual rat.

Figure 5 — Quantitative real-time RT-PCR analysis of mRNA expression in the soleus of
rats treated or not with COOH for 23 days. Data are expressed as relative expression of
candidate genes in COOH-treated rats vs. control (untreated) rats. Each column represents

the mean = SEM of 10-12 rats. * P <0.05 vs. untreated rats.
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RESUME

Les agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes vy
(PPAR-y) sont des agents sensibilisateurs 4 1'insuline reconnus pour améliorer la lipémie
chez les rongeurs en augmentant "activité de la lipase lipoprotéique (LPL) dans le tissu
adipeux. Afin de tester I'importance de la LPL dans 'effet hypotriglycéridémiant des
agonistes PPAR-y, des souris transgéniques exprimant la LPL humaine seulement dans le
muscle cardiaque (LO-hLPL) ont été traitées avec 1*agoniste PPAR-y COOH (30mg/kg/j, 28
jours). Il a été démontré que le COOH réduit les triglycérides (TG) circulants chez le rat.
L’ hypertriglycéridémie observée chez les souris LO-hLPL nourries avec une diéte riche en
graisse a été corrigée par le traitement avec le COOH, ce qui indique que la LPL du tissu
adipeux n’est pas essentielle & 'effet hypotriglycériémiant de 1’agoniste COOH dans ce
modeéle. La réduction des TG plasmatiques chez les souris LO-hLPL par le COOH a été
associée a la diminution de I'acerétion des TG dans le foie de ces souris (r2=l}.?{], p<0.01).
Aucun changement de |’expression des déterminants impliqués dans 'assemblage des
VLDL (TGH, DGAT-2, MTP) et la captation (ACS, LFABP), la synthése (FAS, SCD-1,
ACC) et I'estérification (DGAT-1) des acides gras n’a permis d'expliquer les effets du
COOH sur la réduction des TG du foie. La diminution des TG hépatiques a été associée a la
réduction de |"activité de la HL dans le foie et des acides gras libres (AGL) plasmatiques
(AGL, r*=0.63, p<0.01). Le COOH a réduit les AGL en augmentant |'expression des génes
impliqués dans leur rétention (aP2, CD36, PEPCK, GyK) dans le tissu adipeux blanc
(TAB) et le tissu adipeux brun (TABr). Le poids du TABr a été fortement augmenté par le
traitement. Le COOH a fortement augmenté les niveaux circulants d’adiponectine, une
adipokine reconnue pour stimuler I'oxydation des lipides dans le foie, chez les souris
sauvages et LO-hLPL. L'expression de la CPT-1a était plus élevée dans le foie des souris
LO-hLPL. Ces effets ont pu agir de concert pour potentialiser 1’oxydation des lipides dans
le foie des souris LO-hLPL. Ces résultats indiquent que la LPL du tissu adipeux n’est pas
essentielle a la diminution des TG par le COOH. La rétention des AGL dans le tissu
adipeux et la stimulation de I'oxydation hépatique des graisses peuvent expliquer la
diminution des TG du foie, la réduction du potentiel de sécrétion des TG et I’amélioration

de la triglycéridémie chez les souris LO-HLPL traitées avec le COOH.
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ABSTRACT

Agonists of the peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) are insulin
sensitizers that potently improve lipemia in rodents, with concomitant enhancement of
lipoprotein lipase (LPL)-mediated lipid uptake by adipose tissues. In order to test the
importance of adipose LPL in the hypotriglyceridemic effect of PPAR-y agonism, mice
expressing a human LPL transgene only in cardiac muscle (LO-hLPL) were treated with the
non-TZD PPAR-y agonist COOH (30mg/kg/day, 28 days) previously shown to reduce
circulating triglycerides (TG) in the rat. Hypertriglyceridemia observed in LO-hLPL mice
fed a high-fat diet was corrected by COOH, demonstrating that adipose LPL is not essential
for the hypotriglyceridemic effect of the agonist in this model. The reduction in plasma TG
by COOH in LO-hLPL mice was strongly associated with a reduction in hepatic TG content
(r*=0.70, p=<0.01). The effect of COOH on liver TG was not the result of major changes in
expression levels of hepatic determinants of VLDL assembly (TGH, DGAT-2, MTP), fatty
acid uptake (ACS, LFABP), synthesis (FAS, SCD-1, ACC) and esterification (DGAT-1),
but was associated with a reduction of HL activity and circulating nonesterified fatty acids
(NEFA, r*=0.63, p=0.01). The COOH-mediated reduction in circulating NEFA was
associated with increased expression of genes involved in adipose fatty acid retention (aP2,
CD36, PEPCK, GyK) in both brown (BAT) and white adipose tissue (WAT). A robust
increase in fat accretion was noted in BAT. In addition, COOH greatly increased
circulating adiponectin, a potent inducer of liver FA oxidation, in both wild type and LO-
hLPL mice. The expression of CPT-1a was higher in the liver of LO-hLPL mice. Such
effects may have acted synergistically to facilitate FA oxidation in the liver of LO-hLPL
mice. These findings show that adipose LPL is not essential for the long-term
hypotriglyceridemic action of PPAR-y agonism. In mice lacking adipose LPL, PPARy
agonism-induced FA retention in adipose tissue as well as FA oxidation in the liver,
possibly mediated via adiponectin, likely explain the reduction in hepatic TG accumulation

and TG secretion potential, and the consequent lowering of triglyceridemia.
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INTRODUCTION

Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-y is a ligand-activated nuclear
receptor that is highly expressed in adipose tissue, in which it regulates the expression of
numerous genes involved in lipid and glucose metabolism (1). PPAR-y agonists of the
thiazolidinedione (TZD) class are currently used for the treatment of insulin resistance and
type 2 diabetes. In addition to improving peripheral insulin sensitivity, PPAR-y agonists
have been shown to reduce circulating triglycerides (TG) in studies using rodents (2-5) and
in some (6-8) but not all (9-11) studies performed in humans. Generally, the effect of TZDs
on circulating TG is stronger in rodents than in humans, It has been suggested that this
inter-species difference may be associated with the presence of brown adipose tissue (BAT)
in rodents. This fat depot, which is nearly absent in adult humans, has been shown to avidly

take up lipids from the circulation in TZD-treated rats (12).

Plasma TG represent the balance between gut- and liver-derived TG-rich lipoprotein
secretion and LPL-mediated clearance in various extrahepatic tissues. PPAR-y agonists
increase intravascular hydrolysis of TG-rich particles by increasing lipoprotein lipase
(LPL) expression and activity in adipose tissue (3; 13; 14). This effect is mediated by the
presence of a functional peroxisome proliferator response element (PPRE) in the promoter
of LPL (15). Although some studies did not observe a reduction in hepatic very-low density
lipoprotein (VLDL) secretion rate in response to PPAR-y agonists (12; 13; 16), others did
50 (2; 8; 17), suggesting that reduced hepatic secretion of TG-rich particles may contribute
to the hypolipidemic effect of these molecules under certain conditions. The relative
contribution of hydrolysis and secretion pathways to the hypotriglyceridemic effect of

PPAR-y agonists has not been systematically evaluated to date.

Lipoprotein lipase knockout mice (L0) (18; 19) or mice lacking LPL in adipose
tissue due to a mutation in the ¢/d locus (20) do not survive to the suckling period and die
from cyanosis between 18 and 24 hours after birth. However, basal expression of a human
LPL transgene exclusively in cardiac muscle (LO-hLPL) rescues LO-mice from neonatal

death (21). Compared to control mice (L2), LO-hLLPL are hypertriglyceridemic during
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suckling but show normal TG levels on a regular diet (rodent chow) after weaning. Mice
lacking LPL in adipose tissue have a normal fat mass due to increased lipogenesis and
HDL-derived lipid uptake (22; 23).

In order to test the importance of adipose LPL in the hypotriglyceridemic effect of
PPAR-y agonism, mice expressing LPL only in the heart were treated with the non-TZD
agonist COOH (30mg/kg/day), which was previously shown to robustly reduce circulating
TG in the rat (3; 24). Contrary to its action on adipose tissue, PPARy agonism does not
affect muscle or heart LPL (15; 25). In the LO-hLPL model, LPL-mediated TG clearance
does occur, but neither in BAT nor in WAT, the major targets of PPARy agonism in terms
of lipid clearance (12). The study shows that the hypertriglyceridemia observed in LO-hLPL
mice fed a high fat diet was completely corrected by 3-4 weeks of treatment with COOH,
demonstrating that the agonist does not require adipose LPL for its hypotriglyceridemic
action. The reduction in plasma TG in COOH-treated LO-hLPL mice was associated with
lower TG accumulation in the liver. The reduction in liver TG by COOH was not the result
of major changes in hepatic expression of genes involved in VLDL assembly, fatty acid
(FA) uptake, synthesis and esterification, but was linked to changes in hepatic lipase (HL)
activity and circulating levels of adiponectin and nonesterified fatty acids (NEFA).
Furthermore, increased expression of genes involved in FA retention in BAT and WAT of
COOH-treated LO-hLPL mice suggests their contribution to lowering circulating NEFA

and TG accretion in the liver, thus reducing the TG secretion potential and triglyceridemia.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and treatment. The generation of the LPL transgenic mouse line used
here as well as their detailed characterization was described previously (21). Genotypes
were identified from tail tip DNA by PCR, as reported. All animals were maintained on a
14 h-10 h light-dark cycle and fed a standard laboratory diet until the beginning of the
experiment. All animal experiments were performed in accordance with the standards
established by the Austrian Federal Ministry of Education, Secience and Culture, Division of
Genetic Engineering and Animal Experiments (Vienna, Austria). Female L2 and L0-hLPL
mice aged 12-24 weeks were fed a high-fat diet (ssniff® EF R/M according to TD8R137
modified, product number E15721-34/10 mm pellets, purchased from sniff, Soest,
Germany) for 3-4 weeks to maximize potential genotype and treatment effects. Half of the
animals were given the non-TZD PPAR-y agonist COOH [2-(2-(-4-phenoxy-2-
propylphenoxy)ethyl)indole-5-acetic acid] as an adjunct to their diet at a dose of 30 mg-kg
J-da}f", previously shown to robustly lower triglyceridemia in the rat (3). At the end of the
treatment, mice were killed either after a 6-h fast (fasting) or during their normal feeding

period (ad libitum).

Serum and tissue sampling. Mice were killed by cervical dislocation. Blood was
centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C) and plasma was stored at =70°C until later biochemical
measurements. Inguinal (iIWAT) and retroperitoneal (rWAT) white adipose tissues, brown
adipose tissue (BAT), liver and gastrocnemius (muscle) were collected, weighed, frozen in

liquid nitrogen and stored at <70°C until biochemical measurements.

Serum/plasma determinations. Plasma TG (Roche Diagnostics, Montreal, QC,
Canada) and NEFA (NEFA C test kit, Wako Pure Chemical Industries, Richmond, VA)
were measured enzymatically with commercial kits. Plasma total adiponectin levels were
determined by radioimmunoassay (Adiponectin RIA kit mouse, Cederlane, Burlington,
ON, Canada).
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Liver TG content. Liver TG content was determined enzymatically as above in

total lipid extracts prepared by the method of Folch (26).

HL activity. For the measurement of HL activity in the liver, a potential contributor
to FA uptake derived from TG-rich lipoprotein remnants, 100 pl of thawed tissue
homogenates were incubated under gentle agitation for 1 h at 28°C with 100 ul of a
substrate mixture consisting of 0.2 mol/l Tris-HCI buffer, pH 8.6, which contained 10
MBq/l [carboxyl-"'C]triolein (Amersham, Oakville, ON, Canada) and 2.52 mmol/l cold
triolein emulsified in 50 g/l gum arabic, as well as 20 g/l fatty acid—free bovine serum
albumin, in absence of the LPL activator apolipoprotein C-IT and in presence of a 1 M final
NaCl concentration to inhibit any LPL activity that could have been present in liver blood
vessels. Free oleate released by HL was then separated from intact triolein and mixed with
Universol (Du Pont-NEN, Montréal, Canada), and sample radioactivity was determined in
a scintillation counter. HL activity was expressed as microunits (1 plU = 1 umol NEFA
released per hour of incubation at 28°C). Results for HL activity are presented per total

liver to illustrate its global tissue availability in relation to lipid uptake.

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated from tissues using QlAzol
and the RMNeasy Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For cDNA synthesis,
Expand Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Montreal, QC, Canada) was used
following manufacturer’s instructions and cDNA was diluted in DNase-free water (1:25)
before quantification by real-time quantitative PCR (gPCR). mRNA transcript levels were
measured in duplicate samples using a Rotor Gene 3000 system (Montreal Biotech,
Montreal, QC, Canada). The primers used for the PCR reactions are presented in Table 1.
Chemical detection of the PCR products was achieved using SYBR Green Jump-Start Tagq
ReadyMix without Magnesium Chloride (Sigma, Oakville, ON, Canada). At the end of
each run, melt curve analyses were performed and a few samples representative of each
experimental group were run on agarose gel to verify specificity of the amplification. Data
are expressed as the ratio between the expression of the target gene and the housekeeping

gene f-actin.
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Adipocyte morphology by light microscopy., WAT and BAT samples were fixed
in 0.1 mM PBS (pH 7.3) containing 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Thin
sections were mounted on glass slides and dyed with hematoxylinfeosin. At least five
digital images of each tissue were captured using an Olympus BX60 microscope equipped
with a Sony RT Slider Spot Camera (Camsen Group, Markham, ON, Canada) at a
magnification of 40x. Quantification was achieved using Image Pro Plus 5.0
(MediaCybernetics, Silver Spring, MD, USA). Briefly, on blinded samples, the lipid
surface of 5 different slides per depot was measured using the Measure-Count/Size tool,

and an average was calculated for each rat.

Statistical analysis. Data are expressed as means £ SEM. When appropriate,
variables were first analyzed by factorial ANOVA to establish the individual and
interactive effects of PPARy agonist treatment, with 2 levels (Control, COOH), and
genotype, with 2 levels (1.2 and LO-hLPL). Individual pairwise between-group comparisons
were then made using Fisher's Protected Least Significant Difference test. Some data were
log transformed before analysis to ensure homogeneity of variance. Significance was set at
P<0.05.
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RESULTS

The absence of LPL in adipose and skeletal muscle of LO-hLPL mice did not affect
body weight but significantly reduced iWAT and rWAT mass relative to L2 control mice
(36% and 42%, respectively, Table 2). No weight change was observed in BAT. Notably,
LO-hLPL mice showed a 44% increase in liver size compared to their control littermates.
Treatment with COOH did not affect body weight nor fat accretion in iWAT or rWAT, but
significantly increased BAT weight (2.8- and 2.6-fold in L2 and LO-hLPL mice,
respectively). Notably, a significant interaction between genotype and treatment on liver

weight was observed, as COOH reduced liver weight only in LO-hLPL mice.

LO-hLPL mice fed the high-fat diet showed frank hypertriglyceridemia under both
fasting and ad libitum conditions (Fig. 1A-B). Treatment of LO-hLPL mice with COOH
strongly reduced plasma triglycerides (TG) to levels observed in L2 mice, in which the

agonist remained without effect.

To confirm the absence of LPL in PPAR-y responsive tissues of LO-hLPL mice and
to assess its expression level in L2 mice, total LPL mRNA (mouse and human isoforms)
were measured in iWAT, r'WAT and BAT by quantitative RT-PCR. As expected, LPL
mRNA was found only in adipose tissues isolated from L2 mice, LPL being barely
detectable in LO-hLPL mice (Fig. 2). COOH did not affect LPL expression significantly in

any adipose tissue.

The plasma concentration of TG is determined by the balance between the secretion
of VLDL by the liver and of chylomicrons by the gut, and the hydrolysis of TG-rich
particles, mainly in adipose tissue and skeletal and cardiac muscle. The reduction in
circulating TG in COOH-treated LO-hLPL mice demonstrates its independence from
adipose and skeletal muscle LPL. Considering that the liver plays a major role in TG
homeostasis, we looked at some determinants of liver TG secretion to better understand the
mechanisms underlying the hypotriglyceridemic effect of COOH in LO-hLPL mice. Liver
TG stores represent the major source of lipid for VLDL assembly and directly affect TG
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secretion (27; 28). As depicted in Fig. 3, liver TG were increased 3.3-fold in LO-hLPL
relative to their 1.2 counterparts (p<0.01). Notably, COOH significantly reduced TG
accumulation in the liver of LO-hLPL mice (48%, p<0.01), thereby decreasing TG

availability for secretion. A similar but nonsignificant trend was observed in L2 mice.

[n order to characterize the mechanisms leading to the reduction in TG
accumulation in the liver and to the consequent reduction in the VLDL secretion potential
in COOH-treated LO-hLPL mice, major determinants of lipid metabolism in the liver were
quantified. We first measured the level of expression of key genes involved in TG
secretion, namely triacylglycerol hydrolase (TGH), diacylglycerol acyltransferase-2
(DGAT-2) and microsomal triacylglycerol transfer protein (MTP). No genotype or
treatment effect was observed on the expression of these genes (Fig. 4A). The activity of
HL and the mRNA levels of liver fatty acid binding protein (L-FABP), acyl-CoA synthase
(ACS), acetyl-CoA carboxylase (ACC), stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD-1), fatty acid
synthase (FAS) and diacylglycerol acyltransferase-1 (DGAT-1) were measured as markers
of lipid uptake, synthesis, and storage. Hepatic lipase activity tended to be higher in the
liver of LO-hLPL compared to L2 mice (36%, p=0.06) (Fig. 4B). Treatment with COOH
reduced HL activity in L2 (-32% p=0.03) and in LO-hLPL mice (-33% p=0.02). The
mRNA levels of L-FABP and ACS were next assessed to evaluate the liver potential to
bind and activate FA. The expression of both genes was increased in the liver of LO-hLPL
mice relative to control L2 mice (46%, p<0.05, and 65% p<0.01 for L-FABP and ACS,
respectively) (Fig. 4B). COOH did not affect L-FABP and ACS mBENA levels. No
difference was observed in the expression of genes involved in hepatic de novo FA and TG
synthesis (ACC, FAS, SCD-1, DGAT-1) (Fig. 4B). To estimate the oxidative capacity of
the liver, the expression of liver type carnitine palmitoyl transferase 1a (CPT-1a) and acyl-
coA oxidase (Acox) as well as circulating levels of adiponectin, a potent activator of
hepatic FA oxidation, were assessed. CPT-1a expression was increased 2-fold (p<0.01) in
LO-hLPL mice relative to their .2 counterparts (Fig. 4C). However, no change was
observed in response to COOH. No genotype or treatment effects were observed regarding
liver expression of Acox. As expected, COOH strongly increased plasma adiponectin (4.2-

fold, p<0.0001), however, no difference was noted between L2 and LO-hLPL mice.
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The above findings are in accordance with the higher deposition of TG in the liver
of LO-hLPL relative to L2 mice. Excepted for HL, these results do not provide strong
mechanism for the reduction in liver and circulating TG by COOH in LO-hLPL. Circulating
NEFA are known to play a major role in VLDL secretion by serving as a major substrate
for the synthesis of TG stores in hepatocytes (28). As depicted in Fig. 5A, COOH
significantly reduced NEFA in L2 (1.7-fold, p<0,05) and in LO-hLPL mice (2.2-fold,
p=<0.01). Interestingly, a close correlation between circulating NEFA and liver TG content
was observed, in support of the important role of NEFA in TG deposition in the liver (Fig.
5B). Because liver TG are known to directly influence VLDL secretion (29), a correlation
between plasma and liver TG was calculated. A significant link was observed between
these variables (r*=0.70, p<0.01), indicating that the COOH-mediated reduction in TG
accumulation in the liver of LO-hLPL is tightly associated with the improvement in

triglyceridemia (Fig. 5C).

Recent studies performed in rats treated with rosiglitazone have shown that WAT
but also BAT plays an important role in the hypolipidemic action of PPAR-y agonism (12).
As presented above, BAT weight was strongly increased by COOH in L2 and LO-hLPL
mice (Table 2). The agonist clearly increased cell size and TG deposition in BAT but not in
iIWAT or rWAT (Fig. 6A,B). Notably, expression levels of genes involved in FA uptake,
trapping and esterification were increased by COOH in BAT of both genotypes, as the
agonist significantly increased fatty acid binding protein-4 (aP2), CD36 and glycerol kinase
(GyK) mRNA expression (Table 3). A similar trend was observed for phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) expression. The absence of effect of COOH on FAS and ACC
excluded de novo synthesis of lipid as a major contributor to fat accretion in BAT of
COOH-treated animals (data not shown). Because no depot-specific effect on fat accretion
was observed between iWAT and rWAT, mENA expression was assessed in rfWAT as
representative of WAT, The expression of aP2, PEPCK and GyK was increased by COOH
in WAT of both genotypes (Table 3). A similar but non-significant trend was observed for
CD36 expression.
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DISCUSSION

Using transgenic mice expressing LPL only in cardiac muscle, this study was
designed to evaluate the hypotriglyceridemic potential of the PPAR-y agonist COOH in the
absence of adipose (and skeletal muscle) LPL. The hypertriglyceridemia observed in LO0-
hLPL mice fed a high fat diet was completely corrected by 3 weeks of treatment with
COOH, demonstrating that in this murine model the agonist does not require adipose LPL
for its hypotriglyceridemic action. The reduction in plasma TG in COOH-treated LO-hLPL
mice was associated with lower TG accumulation in the liver. The reduction in liver TG by
COOH was not the result of major changes in the expression of genes involved in VLDL
assembly, FA uptake, synthesis and esterification, however, it was linked to changes in HL
activity and circulating levels of adiponectin and NEFA. Increased expression of genes
involved in FA retention in BAT and WAT of COOH-treated LO-hLPL mice suggests the
contribution of adipose tissues to the lowering of circulating NEFA and consequent

reduction in TG accumulation in the liver, which in turn reduced its TG secretion potential.

The LO-hLPL mice are hypertriglyceridemic during the suckling period and the
progressive increase in cardiac hLPL during development corrects TG to the levels
observed in L2 mice (21). Here, feeding LO-hLPL mice a high-fat diet clearly caused
hypertriglyceridemia, probably because the hydrolytic capacity of cardiac LPL is overcome
by the high amount of dietary fat ingested. Fasting and ad libitum triglyceridemia was
corrected by COOH in LO-hLPL mice, demonstrating that adipose and skeletal muscle L.PL
are not required for the hypotriglyceridemic action of the agonist. Likely because of low
levels of PPARy expression in these tissues, heart and skeletal muscle LPL is not affected
by PPARy agonists (15; 25). Therefore, the effect of COOH on circulating TG observed
here could be achieved without any increase in the peripheral hydrolytic potential towards
TG-rich particles. It has been recently reported that endothelial lipase (EL) is increased in
WAT of many mice models lacking LPL, including the LO-hLPL mouse (23). The increase
in EL activity and consequent HDL hydrolysis is considered as one probable mechanism by
which WAT mass is preserved in LO-hLPL mice. Although increased EL action may be
important for the maintenance of WAT mass, the very low TG lipase activity of EL (30;
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31) and relatively low TG content of HDL relative to VLDL does not support the notion
that this phospholipase is a relevant contributor to the hypotriglyceridemic effect of PPARy
agonism in the LO-hLPL model.

In the present study, COOH did not affect adipose LPL expression and plasma TG
in control mice, nor did it influence WAT redistribution among subcutancous and visceral
depots as observed in the rat (3; 24). Differences between these studies can be related to the
more malleable nature of rat lipid metabolism compared to mice. The faster induction of
insulin resistance and hypertriglyceridemia in the high-fat fed rat compared to mice
supports this notion. A longer treatment may have been necessary to obtain stronger effects
in the mouse model (32). In the present study, the significant reduction in circulating TG
observed only in LO-hLPL-treated mice is probably related to the frank
hypertriglyceridemia present in this model. Indeed, raising triglyceridemia over a certain
threshold above which normal TG-lowering mechanisms become overwhelmed may

provide an environment in which efficiency of the agonist toward reducing TG is revealed.

Generally, PPAR-y agonists reduce liver TG in humans and in rodents (33-35).
However, some studies using mice models of extreme obesity (eb/ob mice) or leanness
(lipodystrophic A-ZIP/F1 mice) have shown that PPAR-y agonism may also increase
hepatic TG (36; 37). These results should be interpreted in light of the fact that very high
expression levels of PPAR-y are detected in the steatotic livers of these extreme mouse
models, and that a direct connection between high hepatic PPAR-y levels and increased
liver TG content in response to TZD has been clearly demonstrated in such models (38;
39). In the present study, LO-hLPL mice showed very high levels of liver TG compared to
L.2 mice (further discussed below), and the agonist significantly reduced hepatic TG
content only in LO-hLPL mice. Liver TG represents an important source of lipid for VLDL
secretion (28; 40); hepatic TG modulates the metabolic fate of apolipoprotein (apo) B, the
protein upon which VLDL assembly takes place. A diminution in liver TG increases apoB
degradation and decreases hepatic VLDL secretion (27). Hence, the reduction in hepatic
TG content observed in LO-hLPL-treated mice represents a potential mechanism that likely

contributed, through reduction of the VLDL secretion potential, to the improvement in
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triglyceridemia in this model. Such reduction in hepatic VLDL-TG secretion would also
explain the improved handling of dietary TG by heart LPL in fed LO-hLPL mice.

Liver TG content is determined by the balance between FA uptake from circulating
lipids and de novo lipogenesis on one hand, and VLDL-TG secretion and FA oxidation on
the other hand (41). In the present study, PPARy agonism did not modulate the expression
of MTP, the essential enzyme for VLDL assembly and secretion (42; 43). In addition, TGH
and DGAT-1, which are involved in the provision of TG for VLDL assembly (44), were
not affected by COOH. These results suggest that the machinery involved in VLDL
assembly and secretion is not involved in the reduction in hepatic TG and in the
amelioration of triglyceridemia in LO-hLPL mice treated with COOH. Similarly, the
agonist did not modulate the expression of determinants of FA uptake by the liver (LFABP,
ACS). As shown previously (45), HL activity was reduced by PPAR-agonism, indicating
that the reduction in liver TG in COOH-treated LO-hLPL mice could be caused by a
reduction in the liver ability to take up lipids from low and high density lipoproteins (LDL
and HDL). Notably, determinants of FA uptake were all upregulated in the liver of L0-
hLPL compared with L2 mice, which agrees well with the hepatic steatosis found in the
high-fat-fed LO-hLPL mice. An increase in lipid uptake by the liver may represent a
mechanism taking place to counteract the inability of adipose tissue to adequately manage
circulating TG. The development of fatty liver in several models of lipodystrophy supports
this hypothesis (36; 46-48). Finally, in order to evaluate the effect of COOH on de novo
synthesis of lipids in the liver, the expression of ACC, FAS, SCD-1, and DGAT-1 was
assessed. The absence of change in the expression of these genes suggests that de novo
lipogenesis did not strongly contribute to the modulation of hepatic lipid metabolism,

further supporting the contribution of lipid uptake to steatosis.

Notably, hepatic CPT-1a was increased in LO-hLPL mice. This enzyme is strongly
induced by peroxisome proliferators and fatty acids (49), and a peroxisome proliferator
response element (PPRE) has been found in the promoter of the CPT-1a gene (50). The
stimulation of CPT-1a expression may be a consequence of increased fat supply to the

liver. This mechanism may take place as an attempt to limit liver lipid accretion, The net
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increase in hepatic TG content in LO-hLPL shows that stimulation of the oxidative potential
was clearly not sufficient to metabolize the excess fat delivered to the liver. In mice treated
with COOH, circulating levels of adiponectin were, as expected, robustly elevated.
Adiponectin activates p-oxidation in the liver by relieving CPT-1a inhibition via an AMP-
activated protein kinase (AMPK)-dependent process (51). The increase in CPT-la
expression, in association with higher levels of circulating adiponectin, may have
synergistically facilitated FA oxidation in the liver of LO-hLPL mice. This in turn might
explain why COOH was more potent in reducing liver TG content in LO-hLPL compared to

.2 mice.

PPAR-y agonism rapidly reduces circulating NEFA in rodents (5; 12). The
improvement in insulin signaling, including insulin-mediated suppression of lipolysis,
increase in FA recycling and uptake by adipose tissue are thought to be responsible for the
TZD-induced reduction in circulating NEFA (4; 52-54). Here, COOH reduced NEFA in
both L2 and LO-hLPL mice. Increased expression of genes coding for proteins involved in
FA retention in WAT and BAT was observed in COOH-treated animals. Confirming recent
findings in rats, the present data show that PPAR-y agonism leads to profound
modifications of BAT physiology and metabolism (12). The acquisition of WAT features
by BAT provides a new site for FA retention that contributes to the lowering of circulating
NEFA by COOH. A close relationship exists between circulating NEFA and hepatic VLDL
secretion (28; 55). Most exogenous FA must first be esterified to TG and enter a
cytoplasmic pool before being available for VLDL secretion by the liver (28; 41).
Accordingly, we observed a strong link between liver and circulating TG (r*=0.63, p=0.01).
Taken together, these results suggest that COOH-induced FA retention in adipose tissues
may have helped prevent the development of hepatic steatosis in LO-hLPL mice, thus
lowering the VLDL secretion potential and, consequently, circulating TG. Whether this
effect of COOH on circulating NEFA and TG accretion in the liver functionally translate

into a reduction of VLDL secretion is currently under investigation.

PPAR-y agonists have been shown to reduce plasma TG in many rodent models by

increasing LPL-mediated TG catabolism in adipose tissue (12; 13 16). Although none of
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these previous studies have reported a reduction in hepatic TG secretion rate, some studies
did so, suggesting that PPAR-y agonists reduce TG by affecting either or both hydrolysis
and secretion of TG-rich particles (2; 8; 17). The use of different agonists, doses, and
lengths of treatment in rodent models with different degrees of hypertriglyceridemia and of
sensitivity to key mediators (e.g. adiponectin) may all be linked to such discrepancies.
Without contradicting the role of LPL in the hypotriglyceridemic effects of PPARy
agonism in normal conditions, the present findings demonstrate that, in the setting of total
lifelong gene invalidation in adipose tissue and skeletal muscle but functional cardiac
enzyme activity, PPARy agonism can correct hypertriglyceridemia without the contribution

of adipose LPL.
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TABLES

Table 1. Primers used for mRNA quantification by real-time qPCR.

Gene Accession # 5" primer(5°3%) Y primer (5°37)
ACC N 133904 AMCACACAGAGCATCGTGCA CTGOGCTCTGAGGGUAACCTT
ACS MM _007981 GUTOGATCCAGAAGGGGTTCA CCACCOCACACTTCTTGOCT
Acoxl  NM_015729 GCCTGAGCTTCATGCCCTCA ACCAGAGTTGGCCAGACTGC
apl NM_024406  GACGACAGGAAGGTGAAGAG ACATTCCACCACCAGCTTGT
B-actin  NM_007393 CTCTAGACTTCGAGCAGGAG AGAGTACTTGCGCTCAGGAG
CD36  NM_007643 GTCCTGGCTGTGTTTGGAGG GCTGCTACAGCCAGATTCAG
CPT-1a NM_013495 TGCCTCTATGTGGTGTCCAA CATGGCTTGTCTCAAGTGCT
DGAT-1  NM_(H0046  GGOCTGCOCCATGCGTGATTAT — CCCCACTGACCTTCTTCCCTGTAGA
DGAT-2  NM_{26384 GAAGCTGCCCGCAGCGAAAA TCTTGGGCGTGTTCCAGTTAA
FAS  NM_DO7988  CTGGCCCCGGAGTCGCTTGAGTATA  GGAGCCTCCGAAGCCAAATGA
L-FABP  NM_0I7399  GOCCGAGGACCTCATCCAGAAA  CTCTCTTGTAGACAATGTCGCCCA
LPL NM_008509 GCACTTTCCAGCCAGGATGC GGCCTGGTTGTGTTGCTTGE
MTP  NM_008642 ATCCGTCGAGTTCTCAAGGA AAACAGGA TGGCTGACATGE
PEPCK  NM_I98780 TGGOTGATGACATTGCCTGG ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG
TGH MM (53200

TCAGCTOTTATGGTTCATTG CACTGGAATCATATTCTCAGAGATT




193

Table 2. Morphometric variables of L2 and LO-hLPL mice treated or not with COOH for 4

weeks,
L2 LO-hLPL ANOWA

CTRL COOH CTRL COOH genotype (g) treatment (1) gxt
Body weight (g) 27%1 3zl 28x| 27x1 M5, M5, NS,
iWAT (mg)  605+120 h74x141 40577 418455 .04 M5, NS
r'WaT (mg) T2+11 7110 K¥ES 4549 002 M.E, M.5,
BAT (mg) 6247 175419 948 231430 NS, 0.0001 NS
Liver (g)  1.2&0.1 14401 2,040, 1 1,7£0.1 =(.0001 MN.5. (L0086

Data are mean = SEM of 3-5 mice.



Table 3. mRNA expression of lipid uptake/retention genes in white adipose tissue and

brown adipose tissue of L2 and LO-hLPL mice treated or not with COOH for 3

weeks.
WAT
LO-hLPL ANOVA
CTRL COOH CTRL CO0H genatype (g) treatment (1) Ext
aPl Titlt 249£133 4441 | I 4611 M5, 0.0035 M5,
Chin 215470 I0TETS (42428 1354358 M5, M5 (0.08) M5
PEPCE 43427 TAx15 1.240.2 El+15 M5, (.002 M5,
GyK 89243 1310633 105451 52.2419.1 MN.A. 00004 .5,
BAT
LO-hLPL AMOVA
CTRI COOH CTRL COOH genotype (g) treatment (1) gt
al2 4T 129436 5148 121433 M.5, 001 M5,
CDia 2946 52%10 2946 396 M5, 0.03 N.5.
PEPCK 156 2243 1341 22&6 M5, NS, (0.06) N5,
GyvE 147 2444 112 Ja+13 LS. 0.04 M5

Data are mean =5SEM of 4-5 mice
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Fasting (A) and ad libitum-fed (B) plasma TG contentration in L2 and LO-hLPL
mice treated or not with COOH for 3-4 weeks. Each column represents the mean + SEM of

3-5 mice. * P < 0.05 vs. untreated mice of the same genotype; T F < 0.05 vs. L2 mice of the

same treatment group.

Figure 2 — LPL mRNA levels in iWAT, rWAT and BAT of L.2 and LO-HLPL mice treated

or not with COOH for 3-4 weeks. Each column represents the mean + SEM of 3-5 mice. *

P < (.05 vs. untreated mice of the same genotype ; T P < 0.05 vs. L2 mice of the same

treatment group.

Figure 3 — Liver TG content in L2 and LO-HLPL mice treated or not with COOH for 3-4
weeks. Each column represents the mean = SEM of 3-5 mice. * P < 0.05 vs. untreated

mice of the same genotype ; T P <0.05 vs, L2 mice of the same treatment group.

Figure 4 — Expression, activity or circulating levels of determinants of VLDL assembly
and secretion (A), FA uptake, synthesis and esterification (B), and lipid oxidation (C) in the
liver of L2 and LO-hLPL mice treated or not with COOH for 3-4 weeks. Each column

represents the mean = SEM of 3-5 mice. ¥ P < 0.05 vs. untreated mice of the same

genotype ; T P <0.05 vs. L2 mice of the same treatment group, # P < 0.05 vs. L2 mice.

Figure 5 — Serum NEFA concentration (A) of L2 and LO-hLPL mice treated or not with
COOH for 3-4 weeks. Each column represents the mean + SEM of 3-5 mice. * P < 0.05 vs.
untreated mice of the same genotype ; T P < 0.05 vs. L2 mice of the same treatment group.
Simple regression analysis between liver TG and circulating NEFA (B) and between
plasma TG and liver TG (C). Symbols : untreated L2 mice (J); COOH-treated L2 mice
(&) untreated LO-hLPL mice (); COOH-treated LO-hLPL mice (&).
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Figure 6 — iWAT, rWAT, and BAT cell size (A) of L2 and LO-hLPL mice treated or not
with COOH for 3-4 weeks. Each column represents the mean = SEM of 3-5 mice. * P <
(.05 vs, untreated mice of the same genotype ; T P < (105 vs. L2 mice of the same treatment
group, # P < 0.05 vs. L2 mice. Representative micrographs of BAT adipocytes (B) from L2
and LO-LPL mice treated or not with COOH for 3-4 weeks.
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RESUME

Les agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes y
(PPARy) sont des agents sensibilisateurs 4 I'insuline reconnus pour améliorer la lipémie
chez les rongeurs. Cette étude visait & déterminer la contribution de la sécrétion et de la
clairance des lipides de méme que le réle du tissu adipeux blanc (TAB) et du tissu adipeux
brun (TABr) dans I'amélioration rapide de la triglycéridémie induite par |'agonisme de
PPARy. Des rats Sprague-Dawley méles ont été traités avec de la rosiglitazone (RSG,
15mg/kg/)) de | 4 4 jours et les déterminants du métabolisme des lipides furent mesurés en
phase postprandiale. Les triglvcérides (T'G) circulants ont été diminués (-54%) aprés 3 jours
de traitement avec la RSG, un effet d{ 4 une clairance accélérée des lipides. La sécrétion
des TG n’a pas été affectée par le traitement. La captation des lipides fut fortement
augmentée par la RSG dans le TAB et le TABr. La captation des acides gras dérivés de
I"hydrolyse des TG a augmenté de 3 fois dans le TABr et de 60-90% dans le TAB.
L'accélération de la clairance des TG a ét¢ associée avec |'activation de la lipase
lipoprotéique (LPL) principalement dans le TABr. Les acides gras libres (AGL) ont été
réduits (-20%) aprés un seul jour de traitement avec la RSG, un effet associé a
I"augmentation de I'expression des génes codant pour des protéines impliquées dans la
captation (FABP-4), "estérification (DGAT-1) et le recyclage (GyK, PEPCK) des lipides
dans le TABr et le TAB. Aprés 4 jours de traitement avec la RSG, la captation des AGL a
augmenté dans le TABr (2.5 fois) et dans le TAB (40%). Ces résultats démontrent que
"augmentation de |’efficacité de I'hydrolyse des TG par la LPL et de la captation des AGL
par le TABr sont des facteurs importants dans 1’effet hypolipidémiant des agonistes PPAR-

¥ chez le rat.
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ABSTRACT

Agonists of the peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARY) are insulin
sensitizers that potently improve lipemia in rodents. This study aimed to determine the
contribution of lipid secretion vs. clearance and the involvement of white (WAT) and
brown adipose tissue (BAT) in the rapid hypolipidemic action of PPARy agonism. Male
rats were treated with rosiglitazone (RSG, 15 mg/kg/d) for 1 to 4 days and determinants of
lipid metabolism were assessed postprandially. Serum triglycerides (TG) were lowered (-
54%) after 3 days of RSG treatment, due to accelerated clearance from blood without
contribution of changes in secretion rates, Both BAT and WAT were the major sites of
RSG action on TG clearance, the increase in TG-derived fatty acid (FA) uptake reaching 3-
fold in BAT and 60-90% in WAT depots. Accelerated TG clearance was associated with
increased lipoprotein lipase (LPL) activity mostly in BAT. Serum nonesterified FA were
lowered (-20%) by a single dose of RSG, an effect associated with increased expression
levels of FA binding/transport (FABP-4), esterification (DGAT-1) and recycling (Gyk,
PEPCK) enzymes in BAT and WAT, suggesting FA trapping. After 4 days of RSG
treatment, NEFA uptake was also stimulated in both BAT (2.5-fold) and WAT (40%).
These findings demonstrate the causal involvement of increased efficiency of LPL-
mediated TG clearance and reveal the important contribution of TG-derived and albumin-

bound FA uptake by BAT in the rapid hypolipidemic action of PPARy agonism in the rat.
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INTRODUCTION

Peroxisome proliferator-activated receptor v (PPARY) is a ligand-activated nuclear
receptor that is highly expressed in white adipose tissue (WAT). PPARy agonists of the
thiazolidinedione (TZD) class are used clinically for the treatment of insulin resistance and
type 2 diabetes. In addition to improving insulin sensitivity, TZDs tend to reduce
circulating nonesterified fatty acids (NEFA) and, more modestly, triglycerides (TG) in
humans, but do so very robustly and within a few days in rodents (19, 31, 48). The precise
mechanisms whereby TZDs affect the metabolism of circulating lipids are not completely

understood.

Plasma TG levels represent the balance between gut- and liver-derived TG-rich
lipoprotein  secretion and lipoprotein lipase (LPL)-mediated clearance in various
extrahepatic tissues. The TZD rosiglitazone (RSG) given for 3 weeks to insulin-resistant
hamsters was shown to reduce plasma TG by decreasing hepatic VLDL-TG secretion,
without any apparent change in clearance (25), whereas a similar long-term treatment in
obese Zucker rats reduced TG secretion but also increased their clearance (32).
Thiazolidinediones strongly induce the expression of genes involved in lipid uptake,
trafficking and esterification in WAT (2). Consequent lipid retention in WAT is thought to
reduce ectopic fat storage and protect the liver and muscle from fatty acid-induced insulin
resistance (32, 49). PPARy-induced alterations in WAT metabolism could also influence
circulating lipids through changes in adipokine production (e.g. adiponectin), provision of
precursor NEFA to the liver for TG production/secretion, or uptake of lipoprotein TG-
derived FA. The contribution of these various processes to the rapid hypolipidemic action

of PPARy agonism has not been addressed.

PPARy agonism leads to a depot-specific increase in adiposity (10, 30). In rodents,
brown adipose tissue (BAT) undergoes remarkable morphologic and metabolic changes,
turning off its energy dissipating activity to become a lipid storage organ (3, 5, 23). As in
some WAT depots, PPARy agonism induces cell proliferation (4), differentiation (41), and

lipid accretion in BAT (47). This occurs despite a robust increase in the thermogenic
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effector uncoupling protein-1 (UCP-1) (6). PPARy agonism therefore renders BAT quite
similar to its WAT counterpart, however its contribution to the modulation of plasma lipids

by PPARy agonists remains unknown,

The hypolipemic action of PPARy agonism is much more marked and more rapidly
established in rodents (days) than in humans (weeks). Brown adipose tissue is virtually
absent in humans but constitutes a major target organ of PPARy agonism in rodents in
terms of fat accretion. This suggests the possibility of the involvement of adipose tissue in
general, and of BAT in particular, in the action of PPARy agonism on the metabolism of
circulating lipids. The present study was carried out to determine the contribution of lipid
secretion vs. clearance, as well as that of WAT and BAT, to the rapid and robust
hypolipidemic effect of PPARy agonism in the rat. These objectives were pursued by
treating rats for | to 4 days with the PPARy agonist rosiglitazone (RSG), and by assessing
whole-body as well as BAT and WAT determinants of lipid metabolism in. Because long-
term PPARy agonism may exert depot-specific actions on lipid metabolism and fat
accretion (22, 23), inguinal (IWAT) and epididymal WAT (eWAT) were studied as

representative of subcutaneous and visceral WAT, respectively.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals and treatments. Male Sprague-Dawley rats (200-225g) were purchased
from Charles River Laboratories (St. Constant, QC, Canada) and housed individually in
stainless steel cages in a room kept at 23 £ 1°C with a 12:12 h light-dark cycle (lights on at
1600 h). The animals were cared for and handled in conformance with the Canadian Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, and the protocols were approved by our
institutional animal care committee. Upon arrival, rats had free access to tap water and a
ground stock diet (Charles River Rodent Diet #5075; Ralston Products, Woodstock, ON,
Canada; digestible energy content: 12,9 kJ/g). In each of the protocols described below,
half of the rats were given rosiglitazone (RSG, [5-[|4[2- (methyl- 2- pyridinyl Amino)
ethoxy| phenyl] methylene]- 2,4-thiazolidinedione], purchased as AVANDIA® at a local
pharmacy) as an adjunct to the diet at a dose of 15 mg-kg'-day”'. Rats were treated for a
period of 1 to 5 days as indicated in the individual protocols below. To maximize the
impact of treatment on TG metabolism, rats were studied in the postprandial state (23),
standardized as follows: The day before the end of treatment, after normal access to food
during the dark period, food was removed at 1600 h and rats were given a dose of RSG (15
mg/kg) in 0.5% methylcellulose (vehicle alone to controls) by gavage to ensure exposure to
RSG during the fasting period. At 0800 h on the next morning, food (with or without RSG)
was reintroduced and rats were allowed to eat ad libitum for 6 h, after which time the

various procedures described below were performed.

Triglyceride appearance rate. Eight control and 8 RSG-treated rats were used to
assess the rate of appearance of TG into the circulation. Because rats were in the
postprandial state, the procedure estimates the combined appearance of chylomicron- and
VLDL-TG. Rats were treated with RSG for 5 days as described above. Triglyceride
appearance rate was measured at day 5 to cover the whole treatment period so as to obtain a
conservative estimate of the impact of short-term RSG treatment on TG appearance. Three
days after the onset of treatment, rats were cannulated into the jugular vein under isoflurane
anaesthesia. Two days later and following the refeeding procedure described above, rats

were injected through the jugular catheter with 300 mg/kg of Triton WR-1339, a detergent
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that prevents intravascular TG catabolism. Blood samples (0.15 ml) were taken with an
EDTA-containing syringe before (time 00), 20, 40, and 60 min after Triton injection. The
rate of TG appearance into the circulation was determined from regression analysis of TG
accumulation in plasma vs. time, with correction for plasma volume calculated from body
weight (34).

Triglyceride clearance rate and tissue uptake. Fourteen rats were cannulated into
the jugular vein as described above. Two days after surgery, treatment with RSG was
initiated in half of the animals and continued for 3 days. Triglyceride clearance rate and
tissue uptake were assessed after 3 days of treatment, the time at which TG began to be
significantly reduced by the agonist. At the end of the refeeding procedure, rats were
injected through the jugular catheter with 0.15 ml/kg of 10% Intralipid containing YH-9,10-
labeled trioleoylglycerol (570 dpm/nmol FA) diluted 1:6 with 20% Intralipid (165 mg/kg of
TG were injected). The labeled TG emulsion was kindly provided by Drs. Thomas and
Gunilla Olivecrona (Umea University, Sweden) and prepared as described previously (18).
Blood samples (0.15 ml) were collected with an EDT A-containing syringe 1, 2, 3, 5, and 10
min after the injection. Rats were then killed by ketamine-xylazine injection and various
tissues were collected. Measurement of radioactivity in blood and in tissues was performed
as described (18). Clearance rate of TG from plasma was calculated from the slope of
disappearance of label from plasma. A significant proportion of artificial TG emulsions are
cleared from the circulation through LPL-independent pathways, with a large contribution
from liver (18). Triglyceride-derived NEFA uptake by tissues was therefore expressed as %
injected dose minus liver uptake. The latter was not affected by RSG treatment (not

shown).

In vivo rates of FA synthesis. Rats treated for 7 days with RSG exactly as
described above and in the fed state were injected i.p. with *H,0 (3 mCi in 0.5 mL saline).
One h later they were killed by decapitation, blood samples were collected for
determination of serum water specific radioactivity, and eWAT and BAT were rapidly
removed for measurement of label incorporation into triglycerides. Tissue lipid extraction,

isolation of triglyceride-fatty acids, radioactivity counting, and plasma water specific
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radioactivity determination were carried out exactly as previously described (21).

Lipogenesis was expressed as nmol fatty acids/g tissue/min.

Serum and tissue sampling. Rats were killed by decapitation. Trunk blood was
centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C) and serum was stored at —70°C until later biochemical
measurements, Adipose tissue samples destined for quantification of LPL activity were
homogenized and processed exactly as described earlier (36) and stored at —=70°C until

assayed.

Serum/plasma determinations. Serum glucose concentrations were measured by
the glucose oxidase method with the YSI 2300 STAT plus glucose analyser. Serum insulin
was determined by radioimmunoassay (Linco Research, St. Charles, MO) with rat insulin
as standard. Serum/plasma TG (Roche Diagnostics, Montreal, QC, Canada) and NEFA
(NEFA C test kit, Wako Pure Chemical Industries, Richmond, VA) were measured
enzymatically.

Adipose tissue lipoprotein lipase activity, Enzyme activity in adipose tissues was
determined exactly as described (27). Briefly, tissue homogenates were incubated with a
substrate mixture containing [carboxyl-'"*C] triolein, and NEFA released by LPL were
separated and counted. LPL activity was expressed as microunits (1 pU = 1 pmol NEFA
released per hour of incubation at 28°C), The interassay coefficient of variation was 11.2%
and was determined using bovine skim milk as a standard source of LPL. Enzyme activity
is expressed per total adipose depot to illustrate its global tissue availability in relation to
lipid uptake.

Adipose tissue total TG content. Adipose TG content was determined
enzymatically as above in total lipid extracts prepared by the method of Folch (14).

Brown adipocyte morphology by light microscopy. Brown adipose tissue
samples from 6 control and 6 RSG-treated (4 days) rats were fixed in 0.1 mmol/l PBS (pH

7.3) containing 4% paraformaldehyde and embedded in paraffin. Thin sections were
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mounted on glass slides and dyed with hematoxylin/eosin, At least five digital images of
cach tissue were captured using an Olvmpus BX60 microscope equipped with a Sony RT
Slider Spot Camera (Camsen Group, Markham, ON, Canada) at a magnification of 40x.
Quantification was achieved using Image Pro Plus 5.0 (MediaCybernetics, Silver Spring,
MD, USA). Briefly, on blinded samples, the lipid surface of 5 different slides per depot was

measured using the Measure-Count/Size tool, and an average was calculated for each rat.

Ex vivo NEFA uptake. Fat pads from rats treated or not for | or 4 days with RSG
were removed immediately after decapitation. Fat explants of epididymal and inguinal
WAT (20-25 mg) and BAT (10-15mg) were weighed and pre-incubated for 10 min in 1 ml
Krebs-Ringer bicarbonate (KRB) buffer of the following composition (in mM): 118 NaCl,
4.8 KCI, 1.25 CaCly, 1.2 KH:POy, 1.2 MgS0y, 25 NaHCO,, 5 glucose, supplemented with
2.5% fatty acid-free bovine serum albumin (Sigma, Oakville, Canada), pH 7.4. The tissue
explants were then transferred into 24-well plates, each well containing 1 ml KRB
supplemented with *H-oleic acid (0.8 pCi/well). Explants were exposed or not to insulin
(375 pM, which approximates postprandial insulinemia), however insulin did not impact
NEFA uptake, and data from non-exposed explants are presented herein. Fat explants were
incubated for 2 h in a humidified atmosphere of 5% CO; and 95% O; at 37°C. At the end of
the incubation, tissue pieces were washed twice in cold saline and extracted overnight at
room temperature with 1 ml of heptane-isopropanol (2:3). The organic solvent was

evaporated, total *H-lipids were dissolved in scintillation liquid and counted.

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated from adipose depots using
QlAzol and the RNAeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For
cDNA synthesis, expand reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) was
used following manufacturer’s instructions and cDNA was diluted in DNase free water
(1:25) before quantification by real-time quantitative PCR (qgPCR). mRNA transcript levels
were measured in duplicate samples using a Rotor Gene 3000 system (Montreal Biotech,
Montreal, QC, Canada). The primers used for the PCR reactions are presented in Table 1.
Chemical detection of the PCR products was achieved with SYBR Green I (Molecular

Probes, Willamette Valley, OR). At the end of each run, melt curve analyses were
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performed and a few samples representative of each experimental group were run on
agarose gel to verify specificity of the amplification. Data are expressed as the ratio

between the expression of the target gene and the housekeeping gene L27.

Statistical analysis. Data are expressed as means = SEM. When appropriate,
variables were first analyzed by factorial ANOVA to establish the individual and
interactive effects of PPARy agonist treatment, with 2 levels (Control, RSG), and time of
treatment, with 4 levels (1, 2, 3, or 4 days). Individual pairwise between-group comparisons
were then made using Fisher's Protected Least Significant Difference test. Some data were
log transformed before analysis to ensure homogeneity of variance. Significance was set at

P<0.05.



214

RESULTS

Treatment with RSG for 1 to 4 days did not affect body weight or food intake, nor
did it alter postprandial serum levels of glucose and insulin (Table 2). The impact of RSG
on postprandial serum TG and NEFA is depicted in Figure 1. Circulating TG were
significantly higher in RSG-treated rats after the first day of treatment, however this effect
disappeared on the following day (Fig. 1A). R5G strongly reduced circulating TG at days 3
and 4 (-54% and —59% relative to control, respectively). The agonist also rapidly lowered
NEFA (Fig. 1B), the effect being significant after only one day of treatment (—20%) and
maintained thereafier (—26 to —38% below control) until the end of the 4-day study.

Triglyceride clearance was quantified after 3 days of treatment, the time at which
triglyceridemia became significantly reduced by the agonist (Fig. 1A). As shown in Fig.
2A, the rate of disappearance of plasma labeled TG was significantly accelerated by RSG.
In contrast, the rate of appearance of TG into the circulation, measured in another rat cohort
after 5 days of treatment with RSG, remained unaltered (Fig. 2B), indicating that the rapid
RSG-induced lowering of triglyceridemia was entirely due to an amelioration of TG
clearance. We next assessed which tissues were responsible for faster TG clearance in
RSG-treated rats. The agonist significantly increased TG-derived NEFA uptake in all
adipose tissues examined (Table 3). Of note is the fact that the relative magnitude (% over
control) of such increase was much more pronounced in BAT than in iIWAT and eWAT. In
fact, whole tissue lipid uptake by BAT of RSG-treated rats reached the level of uptake seen
in WAT of untreated rats. The agonist had no significant effect on TG-derived NEFA

uptake by the non-adipose tissues examined.

Because RSG improved triglyceridemia by rapidly increasing adipose tissue TG
clearance, the activity of LPL, the rate-limiting enzyme in intravascular TG hydrolysis, was
assessed in BAT and WAT. The activity of LPL is expressed per total adipose depot to
reflect the contribution of the whole tissue to the TG clearance potential. As depicted in
Fig. 3A, the agonist progressively increased total LPL activity in BAT from day 2 to day 4,

such increase reaching its peak at day 3 (234% over control). A more modest increase in



215

LPL activity was also observed in iWAT from day 3 of treatment, such increase reaching
significance at day 4 (Fig. 3B). Rosiglitazone did not affect LPL activity in eWAT (Fig.
30).

Treatment with PPARy agonists decrease both serum TG and albumin-bound
NEFA, as confirmed here. In order to determine the potential of adipose depots to take up
albumin-bound NEFA, fat explants from rats treated during 1 or 4 days with RSG were
incubated with *H-oleate. The agonist significantly increased *H-oleate uptake in BAT,
IWAT and eWAT (Fig. 4). In BAT, FA uptake was not changed after the first day of
treatment, but was robustly increased at day 4. As in the case of TG-derived NEFA, the
level of oleate uptake by BAT at day 4 was similar to the uptake by iWAT and eWAT of
untreated rats (BAT: 2.920.3, iWAT: 3.420.5, eWAT: 3.8+0.6). The RSG-induced relative
increase in BAT oleate uptake (237%) was by far the largest observed among adipose
tissues, the increase in IWAT and eWAT being 38% and 41% over control, respectively, at
day 4. Of note, the stimulation of NEFA uptake in eWAT was observed after a single
administration of RSG, suggesting that this depot may have contributed to the first-day
effect of RSG on the reduction in circulating NEFA.

The impact of the RSG-induced increase in TG-derived and albumin-bound NEFA
uptake by adipose tissues on tissue weight and TG content was next assessed. A single
administration of RSG resulted in a 39% increase in BAT weight (Fig. 5A). This effect was
maintained throughout the study and reached a maximum of 102% at day 3. As expected,
the increase in BAT weight was associated with higher TG accretion (Fig. 5B,C). There
was no effect of RSG on weight, TG content or cell morphology of WAT depots (not
shown). To establish that the RSG-induced increase in BAT TG content was due to higher
lipid uptake and esterification rather than de novo biosynthesis of lipids, the expression
level of fatty acid synthase (FAS), an index of lipogenesis, was assessed. Treatment with
RSG did not significantly increase the expression of FAS in BAT (Table 4). The 4-day
treatment tended to increase FAS in BAT, and did so significantly in WAT, However,
direct assessement of de novo lipogenesis in vivo performed in a separate study in which

rats were treated for 7 days with RSG indicated that this process does not contribute at all
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to TG deposition in BAT and WAT within this time frame (BAT: Ctrl, 50 = 17 nmol
FA/g/min vs. RSG, 46 = 5; eWAT: Control, 51 £ 17 vs. RSG, 63 = 17).

The reduction in circulating NEFA in RSG-treated rats depicted in Figure 1B was
tightly associated with the increase in BAT weight. As shown in Fig. 6A, a strong
correlation was observed between BAT weight and blood NEFA (r* = 0.53, P < 0.0001).
This robust association was confirmed in a separate experiment (not shown). The link
between circulating NEFA and the weight of iWAT (Fig. 6B, r’ = 0.30, P < 0.0001) and
eWAT (Fig. 6C, =027, P <0.0002) was significant but not as robust as that observed for
BAT (Fig. 5B,C). Similar but weaker relationships were noted between triglyceridemia and
adipose tissue weight (BAT: r’ = 0.20, P < 0.002, n = 47; iWAT: r* = 0.20, P < 0.003, n =
43; eWAT: ' = 0.10, P <0.04, n = 48),

Obesity-associated hyperlipidemia constitutes strong evidence that increased lipid
uptake by adipose tissues is not necessarily sufficient in itself to lower plasma lipids. Hence
PPARy agonism has been shown to impact several processes involved in adipose tissue
lipid retention following their uptake from the circulation, To assess the tissue-specific
contribution of these processes to the hypolipidemic action of RSG, genes coding for
proteins involved in FA uptake/esterification and storage were assessed in BAT and WAT.
Because no marked metabolic differences were noted between iWAT and eWAT, gene
expression was measured only in eWAT as representative of WAT. To confirm the well-
established impact of RSG on BAT gene expression, UCP1 mRNA levels were quantitated
in this tissue and were found to be elevated from the first day of treatment (Table 4).
Rosiglitazone increased the mRNA levels of CD36, a membrane-bound FA transporter that
facilitates LPL-mediated TG clearance (15) (Table 4). The effect was observed earlier in
BAT than in WAT. The expression of fatty acid transport protein-1 (FATP-1), which also
favors FA uptake at the cell membrane, was induced only in WAT, and after 4 days of
treatment. The PPARy agonist also increased the expression of adipocyte fatty acid binding
protein 4 (FABP-4, or aP2, a major adipose PPARy target involved in adipogenesis, long-
chain FA uptake and retention) in BAT (3-fold) and in WAT (2-fold) from the first day of
treatment. Phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and glycerol kinase (GyK)
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contribute to FA trapping and TG synthesis by favoring glycerol-3-phosphate synthesis, to
which FA are esterified to form TG. The agonist increased PEPCK expression 7- and 25-
fold in BAT and by 6- and 22-fold in WAT on days 1 and 4, respectively. The increase in
GyK mRNA expression occurred from day 1 on and reached 3-fold in BAT and 14-fold in
WAT on day 4 of treatment. The mRNA level of diacylglycerol acyltransferase-1 (DGAT-
1), which catalyzes the committed step in TG synthesis (40), was also increased by a single
administration of RSG (~2-fold), an effect that was slightly amplified at day 4. The
expression of adipocyte differentiation related protein (ADRP), which is expressed early
during adipocyte differentiation and which plays an important role in the maintenance of
intracellular lipid droplets (26), was increased 2-fold in BAT and 3-4-fold in WAT from the
first day until the end of the 4-day treatment.
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DISCUSSION

This study was designed to assess the contribution of TG secretion and clearance as
well as the role of BAT and WAT in the rapid and marked improvement in the serum lipid
profile brought in the rat by PPARy agonism. The findings show that, at a time when the
rate of appearance of TG into the circulation was not altered, short-term RSG treatment
increased intravascular LPL-mediated TG clearance, as well as NEFA uptake, retention,
and lipid deposition in adipose tissues through increasing the activity/expression of key
enzymes/genes involved in these processes. The acute effects of RSG on albumin-bound
NEFA and TG-derived NEFA uptake were relatively stronger in BAT than in WAT. The
study underlines the key role of adipose tissues and highlights the previously unrecognized
contribution of BAT in the rapid hypolipidemic effect of PPARy agonism.

The rapid reduction in circulating TG is in line with previous work in which obese
rats treated with PPARy agonists showed lower circulating TG after only 2 days of
treatment (19). PPARy agonists given for a longer period of time (weeks) have been shown
to decrease hepatic VLDL-TG secretion in the obese Zucker rat (32) and fructose-fed
hamster models (7), suggesting a role for this process in the reduction in lipemia. Such
longer-term treatment with PPARy agonists is able to robustly decrease liver lipid content
even in the lean, chow-fed rat model used here (M. Laplante, Y. Deshaies, unpublished
observations). In the present study, RSG given for 5 days did not affect the rate of TG
appearance into the circulation, suggesting that the impact of PPARy agonism on liver TG
metabolism is delayed. Because of the low level of expression of PPARy in the liver, the
action of its agonists on hepatic lipid metabolism is thought to be indirect, and may derive
from modifications in WAT metabolism, including a reduced provision of NEFA as

precursors for TG synthesis and an increase in adiponectin secretion.

The absence of a short-term effect of RSG on TG secretion implies that accelerated
intravascular catabolism of TG represents the sole mechanism by which short-term PPARy
agonism lowered triglyceridemia in the present model. The finding of a more rapid rate of

disappearance of a labeled TG emulsion from blood in RSG-treated rats relative to controls
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confirms this notion. It was further established that the major sites of the RSG-induced
increase in TG clearance are BAT and WAT. These findings confirm our previous study
(22) in establishing that PPARy agonism stimulates the uptake by WAT not only of NEFA
(9) but also of lipoprotein TG-derived FA as well. The study further extends these findings
by identifying BAT as a site of the RSG-induced increase in TG-derived lipid uptake.
Indeed, in control conditions, BAT took up 3-4 times less lipid than WAT, whereas after 3
days of RSG treatment BAT took up as much lipid as did control WAT. Hence RSG
increased uptake 60-90% in WAT but nearly 3-fold in BAT. Such robust action on uptake,
which extends to albumin-bound NEFA (see below), appears to explain most of the 2-fold
increase in BAT TG content, given that short-term RSG did not affect de novo lipogenesis.
The higher number of competent brown fat cells resulting from increased adipogenesis (4,
41) by PPARy stimulation likely contributed to increase the ability of BAT to take up and

store lipids.

Lipoprotein lipase, considered a key modulator of postprandial triglyceridemia (8),
is increased by PPARy agonists in adipose tissue of rodents and humans (23, 24, 44). In the
present study, RSG increased LPL activity more rapidly and more strongly in BAT than in
WAT. In fact, RSG had no effect on LPL activity in eWAT, confirming our previous
observation that LPL of visceral fat is far less responsive to PPARy agonism than that of
subcutaneous fat (22, 23). Of note, the induction of LPL activity in BAT preceded the
reduction in circulating TG, further supporting the involvement of BAT LPL in the short-
term hypotriglyceridemic action of RSG. Although TG-derived NEFA uptake correlated
well with LPL activity, discrepancies were noted. For instance, after 3 days of RSG
treatment, TG-derived lipid uptake by eWAT was significantly increased in the absence of
change in LPL. Uptake of TG-derived NEFA is not a completely efficient process (29, 33,
38, 43), and the stimulation of fatty acid uptake in eWAT observed here likely contributed

to increase LPL efficiency by relieving product inhibition (1, 11).

Consistent with previous studies (19, 32), RSG rapidly reduced circulating albumin-
bound NEFA levels, which is considered as one important mechanism by which PPARy

agonism improves peripheral insulin sensitivity (35). Long-term treatment with PPARy
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agonists reduces circulating NEFA by increasing the potential of WAT to take up, esterify,
recycle, and store NEFA as TG (2, 9, 22), such processes also leading to a reduction in the
output by WAT of the products of intracellular lipolysis (12, 32). The present study extends
this notion several ways. Firstly, the involvement of BAT in NEFA trapping, in parallel
with that of WAT, was established. Although at the functional level the RSG-induced
stimulation of the uptake of albumin-bound NEFA appeared earlier in eWAT than in BAT,
the latter displayed the largest relative increase over time. No systematic relationship was
observed here between functional oleate uptake and expression levels of the major transport
proteins CD36 and FATP-1. Uptake of NEFA through the cell membrane is a complex
process involving passive diffusion and possibly several transporters (17, 20, 37), and
further work is clearly needed to unravel the precise mechanisms of action of PPARy
agonism thereupon. Secondly, the study showed that a single dose of RSG, which reduces
serum NEFA, increased in both WAT and BAT the expression of genes involved in FA
binding, esterification, and recycling, as previously shown for longer-term treatment with
PPARy agonists (16, 22, 45, 46) Such trapping effect likely contributed to the increase in
FA uptake (28). Thirdly, the study revealed a rapid induction of the expression of ADRP,
which along with perilipin plays an important role in the stabilization of storage lipid
droplets (26). Finally, it 1s noteworthy that a relationship was established between the
reduction in circulating NEFA and the increase in BAT weight—and that of WAT to a
lesser extent. In the absence of change in de novo lipogenesis, such relationship sugpests
that BAT is a site of albumin-bound NEFA uptake and retention, and a significant
contributor, probably along with decreased NEFA release by WAT, to the rapid RSG-
induced reduction in circulating NEFA. Similar relationships were also noted between
serum TG and adipose tissue accretion, but these were weaker, likely because of the delay

in the LPL-mediated TG response to RSG treatment.

Intriguingly, the rapid modification by PPARy agonism of the BAT phenotype from
a thermogenic to a lipid storage organ, which is a component of the expansion of whole-
body adiposity, occurs despite a marked increase in the expression of the thermogenic gene
UCP-1 (6, 13, 39, 42), and there is no translation of such increased thermogenic potential
into functional heat production (39). Therefore, the so-called thrifty nature of PPARy
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agonism clearly extends to a fundamental change in function of the major thermogenic

organ in rodents, which becomes a significant lipid storage site.

In summary, the present study showed that acute treatment with RSG leads to
profound modifications in BAT metabolism that contribute to the rapid improvement in
lipemia in the rat. The reduction in triglyceridemia by RS5G was synchronized with an
increase in adipose LPL activity and TG-derived FA uptake that were particularly marked
in BAT. Also, the expression of genes involved in FA retention, previously known to be
increased in WAT and thought to mediate the effect of PPARy agonism on circulating
NEFA, were similarly increased in BAT. A strong link between the reduction in serum
NEFA and the increase in BAT weight was observed, without alteration of de novo
lipogenesis, suggesting the involvement of BAT in the reduction in circulating NEFA
levels. Without underestimating the importance of WAT, the present findings highlight the
previously unrecognized contribution of BAT in the early hypolipidemic effects of PPARy
agonists in the rat, and suggest one possible explanation for the species specificity of the

magnitude and chronology of the hypolipidemic action of PPARy agonism.

PERSPECTIVES

In the context of understanding the mechanisms of action of PPARy agonism on
lipid metabolism and insulin sensitivity, the present study lends strong support to the so-
called “lipid steal” scenario, which suggests that lipid trapping by adipose tissue constitutes
an important component of the metabolic actions of these compounds. The study extends
this concept to BAT, which under PPARy agonism turns from a relatively modest
contributor to lipid clearance from the circulation to a significant site of uptake.
Investigation of the mechanisms of action of PPARy agonism on lipid metabolism in the
context of whole body rodent physiology should therefore consider the contribution of
BAT. Obviously, there is little or no BAT in humans, however PPARy agonism does tend
to promote the development of a brown adipocyte phenotype in human white adipose
tissue, as evidenced by the appearance of UCP-1 and PGCla expression. The present

findings may therefore apply to a subpopulation of adipocytes found in humans under
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PPARy agonist treatment. Finally, because brown adipocytes develop many characteristics
of white adipocytes in response to PPARy agonism, rodent BAT provides a relevant model

for the study of adipocyte plasticity.
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TABLES
Table 1. Primers used for gPCR
Gene Accession # 5 Primer (5'-3") 3 Primer (5'-3")
ADRP NM_001007 144 CGCCAGGAAGAATGTGCACA GCGGOGCCATAGACAGAGTATGTG
CD36 MM 031561 AGTAATCTCAAATAACTGTACGTCG CTGCAAGCACAGTATGAAATCATAA
DGAT-1  NM_053437 TATTACTTCATCTTTGCTCC AAAGTAGGTGACAGACTCAG
FABP-4 NM_053365 ATGTGTGATGCCTTTGTGGG CCCAGTTTGAAGGAAATCTC
FAS NM_017332 GAGTCCGAGTCTGTCTCCCGOTTGA  GCCOTGAGGTTGCTGTTGTCTGTAG
FATP-1  NM_053580 TCTGCGGCGCTTCGATGGCTAT TTGTGGGGGTCTGCAATGGC
GyK NM_024381 CCTGTCCATTGAAATGTGTCATCC GCCATGAAGCCATGACAATTAGTG
L27 MM 022514 CTGCTCGCTGTCGAAATG CCTTGUGTTTCAGTGCTG
FEPCK MM 198780 TGGGTGATGACATTGCCTGG ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG

LCP-1 NM_012682 TGGTGAGTTCGACAACTTCC GTGOOGCTGCCCAATGAATAC
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Table 2. Body weight, food intake, serum glucose and insulin of control and rosiglitazone
(RSG)-treated rats after 1,2,3 and 4 days of treatment

Control

RSG

day2 day3 day 4

Day 1 day 2 day 3

day 4

day 1
Initial BW (g) 25047
Final BW (g) 260+5

Cumulative FI (g)  24%1
Glucose (mmol/L)  8.7+0.3
Insulin (pmol/L) 202420

26043 25244 2655
26646 28243 201+6
4561 7543 9843
8.8+0.2 8.7+0.2 8.9+0.]
346+£28 361+20 45140

25545  262+8  255%2
2666 27024 2B24E3
2542 4844 7146
8.9+£0.2 9.0£0.2 9.1+0.1
34127 333436 380+34

237£5
28349
1006
9.0+0.2
362442

ANOVA RSG Duration RSG x Duration
Initial BW NS NS NS
Final BW NS 0.0003 NS
Cumulative FI NS <0.0001 NS
Glucose NS NS NS
Insulin NS 0.03 NS

Data are means £ SEM of 6 rats. BW, body weight; Fl, food intake
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Table 3. Distribution of radiolabeled lipids following the injection of a "H-TG emulsion
into rats treated or not with RSG for 3 days.

% of injected dose

Tissue Control RSG % of change P value
BAT 0.87+0.15 3.27+0.35* +277 0.0001
eWAT 4.66+0,23 7.48+0.62* +60 0.002
IWAT 3.08+0.57 5.90+0.70* +92 0.01
Gastrocnemius 2.61+0.60 1.67+0.36 - NS
Soleus 0.12+0.02 0.09+0.01 - NS
Heart 1.14+0.13 1.29+0,14 - NS
Pancreas 1.20+0.44 1.1£0.38 - NS

Data are mean + SEM of 6 rats. * Different from control, P < 0.05.
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Table 4. mRNA expression in BAT and WAT after 1 and 4 days of treatment with RSG.

Day 1 Day 4
Gene Control RSG Control RSG
Brown adipose tissue
FAS 2.9+0.8 4.0£1.1 3.3£0.8 8.2£3.6
UCP1 4.7+0.8 12.6+0.5* 4.0+0.7 13.9+1.8*
CD36 7.9£0.6 18.0£2,7* 8.0£2.0 11.1£2.0
FATP-1 39+11 3043 56£10 3749
FABP-4 198441 509+£31% 215+50 8044]125%
PEPCK 4+1 30L4* 4x1 11047
GyK 2.6+1.8 6.5+0.6* 3.6+0.5 9.5+0.7*
DGAT-1 2.5£0.5 4.8+0.5* 2.9+0.5 6.6+0.4*
ADRP 2042 45+£3% 2142 50+£5*
Epididymal white adipose tissue
FAS 2.1+£0.9 4.51.0 3.3£1.0 15.6+7.3*
CD36 R+2 10+2 4+1 16:+6*
FATP-1 3.4+£1.1 5.1£0.6 3.0£09 16.3+4.6%
FABP-4 11£3 23£3% 12+3 34£3%
PEPCK 1745 102+18* 8+2 177+26*
GyK 0.11£0.02  0.3320.02% 0.12+0.02 1.65+0.29*%
DGAT-1 7+2 1 T£2* 8+2 243
ADRP 042 2742 1243 46+4*

Data are expressed as arbitrary units mRNA relative to the housekeeping gene .27, and
represent means + SEM of 6 rats. * Different from control at same day, P < 0.05.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Serum TG (A) and NEFA (B) of rats treated or not with rosiglitazone for 1 to 4
days. Each column represents the mean = SEM of 6 rats. * P < 0.05 vs. control at same day;

t P <0.05vs. day | of same treatment group.

Figure 2 — Clearance of a radiolabeled TG emulsion in rats treated or not with rosiglitazone
for 3 days (A), and TG appearance rate (TGAR) following Triton WR-1339 in rats treated
of not with rosiglitazone for 5 days (B). Each point represents the mean + SEM of 6 rats.
Histogram insets in A and B represent the slope of corresponding curves. * P < (.05 vs.

control.

Figure 3 — Whole tissue lipoprotein lipase (LPL) activity in BAT (A), iWAT (B), and
eWAT of rats treated or not with rosiglitazone for 1 to 4 days. Each bar represents the mean
£ SEM of 6 rats. * P < (.05 vs. control at same day; 1 £ < 0.05 vs. day 1 of same treatment

group.

Figure 4 — Ex vivo oleate uptake by BAT (A), iWAT (B) and eWAT (C) explants from rats
treated or not with rosiglitazone for 1 or 4 days. Each bar represents the mean + SEM of 6

rats. * P < 0.05 vs. control at same day.

Figure 5 — Weight (A) and total TG content (B) of BAT isolated from rats treated or not
with rosiglitazone for 1 to 4 days. Each bar represents the mean + SEM of 6 rats. * P <
0.05 vs. control at same day, ¥ P < 0.05 vs. day 1 of same treatment group. (C)
Representative micrographs of BAT adipocytes from rats treated or not with rosiglitazone

for 4 days.

Figure 6 — Correlation between serum NEFA concentration and the weight of BAT (A),
IWAT (B), and eWAT (C) of rats treated (RSG) or not (CTRL) with rosiglitazone for 1 to 4

days. Each symbol represents one individual rat.
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RESUME

Objectifs/hypothéses : Ces travaux ont été réalisés dans le but d’investiguer les
mécanismes par lesquels la stimulation de PPAR-y affecte la lipolyse et le métabolisme des
acides gras non-estérifiés (AGNE) dans le tissu adipeux blanc (TAB). Méthodes : Des rats
ont été traités ou non durant 7 jours avec de la rosiglitazone (15mg.kg " jour). Aprés un
jetne de 6 heures, la lipolyse et les niveaux d'ARNm des lipases ont été mesurés dans des
explants de tissu adipeux provenant de divers dépdts adipeux blancs. Résultats : La
rosiglitazone a fortement augmenté la libération de glycérol et d*AGNE par les explants de
TAB en condition basale et lors de la stimulation avec la noradrénaline. Parallélement,
I"agoniste a amplifié 'effet inhibiteur de 1'insuline sur la libération de glycérol et d'AGNE
par le TAB. Des adipocytes primaires isolés de rats traités avec un agoniste PPAR-y ont
aussi démontré une réponse lipolytique plus forte en réponse a la noradrénaline. Ce résultat
exclut la possibilité que 'effet stimulateur de la rosiglitazone sur la lipolyse soit causé par
un changement dans le nombre d’adipocytes matures présents dans les explants de tissu. La
rosiglitazone a augmenté |'expression de 'ARNm de la lipase des triglycérides du tissu
adipeux (ATGL) et de la lipase du monoacylglycérol (MGL) dans le TAB sous-cutané et
vicéral, et I"expression de la lipase hormono-sensible (HSL) seulement dans le TAB sous-
cutané. L’expression de ces trois lipases a ¢té aussi ¢t¢ augmentée dans des explants de
TAB aprés 12 heures d’incubation avec de la rosiglitazone. Ce résultat suggére un effet
direct de 'agoniste sur la transcription de ces génes. Tel qu’attendu, 1'administration
chronique de rosiglitazone chez le rat a diminué les niveaux circulants d*AGNE, a
augmenté le recyclage de glycérol et d’AGNE et a stimulé I'expression des génes codants
pour des protéines impliquées dans la captation et la rétention des AGNE dans le TAB. Ces
effets ont contribué & diminuer la libéraion des AGNE par le TAB.
Conclusions/interprétation : Ces travaux démontrent que, malgré la réduction des AGNE
circulants, I’activation de PPAR-y augmente la lipolyse du TAB. Cet effet est toutefois
contrebalancé par I'activation des voies métaboliques impliquées dans la rétention des
lipides dans le TAB. Les travaux présentés suggérent que la rosiglitazone stimule la

lipolyse via I’augmentation de I'expression de I'’ATGL et de la MGL dans le TAB.
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ABSTRACT

Aims/hypothesis: This study investigated the impact and mechanisms of action of in
vivo PPARy activation on white adipose tissue (WAT) lipolysis and nonesterified fatty acid
(NEFA) metabolism. Methods: Rats were treated or not for 7 days with 15 rn;g:.kg'l.nztl'1
rosiglitazone, After a 6-h fast, lipolysis and mRNA levels of lipases were assessed in
explants from various adipose depots, Results: Rosiglitazone markedly increased basal and
noradrenaline-stimulated glycerol and NEFA release from WAT explants, and amplified its
inhibition by insulin. Primary adipocytes isolated form PPARy agonist-treated rats were
also more responsive to noradrenaline stimulation expressed per cell, ruling out a
contribution of an altered number of mature adipocytes in explants. Rosiglitazone
concomitantly increased the mRNA levels of adipose triglyceride lipase (4TGL) and
monoacylglycerol lipase (MGL) in subcutancous and visceral WAT, and that of hormone-
sensitive lipase (/SL) in subcutaneous WAT. Lipase expression increased within 12 h of in
vitro exposure of naive explants to rosiglitazone, suggesting direct transcriptional
activation. In parallel, chronic in vivo treatment with rosiglitazone lowered plasma NEFA
and exerted in WAT iis expected stimulatory action on glycerol and NEFA recycling, and
on the expression of genes involved in NEFA uptake and retention by WAT, such
processes counteracting net NEFA export. Conclusions/interpretation: These findings
demonstrate that, in the face of its plasma NEFA-lowering action, PPARy agonism
stimulates WAT lipolysis, an effect that is compensated by lipid-retaining pathways. The
study further suggests that PPARy agonism stimulates lipolysis through increasing the
lipolytic potential, including the expression levels of adipose triglyceride lipase and

monoacylglycerol lipase.
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INTRODUCTION

Thiazolidinediones are clinically used in the treatment of insulin-resistant states.
The compounds exert their potent insulin-sensitizing action by interacting with and
activating peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy), a nuclear receptor that is
mainly expressed in adipose tissue. Along with their impact on white adipose tissue (WAT)
adipokine production and extra-adipose actions [1, 2], several lines of evidence suggest that
one of the insulin-sensitizing mechanisms of thiazolidinediones is a reduction in circulating
nonesterified fatty acids (NEFA), which protects non-adipose tissues against lipid overload

and consequent insulin resistance (reviewed in [2]).

Plasma concentrations of NEFA represent the balance between their release from
WAT and uptake by oxidative tissues, with contribution from adipose reuptake. All of these
processes are affected by thiazolidinediones. Indeed, rosiglitazone was shown to reduce
NEFA uptake by the liver and muscle [3], and to increase NEFA uptake, intracellular
reesterification, and storage into triacylglycerols in WAT [4]. Because of its effect on
plasma NEFA, PPARy agonism might also be expected to reduce lipolysis, however
previous studies that have addressed the issue do not reach a consensus, Whereas some
studies have reported lower in vitro rates of glycerol and NEFA release from WAT [35, 6],
others that include in vivo NEFA kinetic approaches [4, 7] suggest instead that PPARy
agonism stimulates lipolysis, an effect that would be counteracted by its concomitant action

on NEFA reuptake and reesterification.

Until recently, the hydrolysis of triacylglycerols in WAT was thought to be
catalyzed exclusively by the enzyme hormone-sensitive lipase (HSL). Lipolytic hormone-
stimulated, protein kinase A-mediated phosphorylation of both HSL and perilipin results in
hydrolysis of triacylglycerol to NEFA and monoacylglycerol, which is further converted to
NEFA and glycerol by monoacylglycerol lipase (MGL) [8]. Recent studies showing that
adipocytes from Fs/ knockout mice retain a marked basal and adrenergically-stimulated
lipolysis and accumulate diacylglycerols after stimulation of lipolysis demonstrated that

HSL is not the sole lipase involved in triacylglycerol catabolism [9-11]. Three independent
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groups discovered a protein, alternatively termed adipose triglyceride lipase (ATGL) [12],
desnutrin [13], or calcium-independent phospholipase Ai/lipase  (iPLAs() [14], which
fulfills all the predicted characteristics of this new lipase: a preference for the hydrolysis of
the first triacylglycerol ester bond, drastically reduced lipolysis following antibody or
antisense ATGL inhibition, and enhanced basal and isoproterenol-stimulated lipolysis
following Argl overexpression [15]. ATGL therefore plays a particularly important role in
the control of basal lipolysis, but also appears to participate in the lipolytic response to

adrenergic stimulation [16].

The characterization of ATGL prompted us to consider the possibility that, if
PPARy agonism indeed enhances lipolysis, it may do so partly via altering lipase
expression, The present study therefore tested the hypothesis that thiazolidinediones
increase WAT lipolysis, through assessment of the impact of chronic rosiglitazone
treatment of rats on NEFA and glycerol release by WAT explants. Because
thiazolidinediones exert depot-specific actions [17] and their putative modulation of Afgl
and Mgl expression has not yet been addressed, four white adipose depots representing
visceral and subcutaneous fat were investigated. Noradrenaline (NA)-induced stimulation
and insulin-induced inhibition of lipolysis were assessed to establish the impact of PPARy
agonism on the response of lipolysis to neuroendocrine/metabolic control. The depot-
specific mRNA levels of ATGL, HSL, and MGL were determined to verify the second
hypothesis that rosiglitazone-induced changes in lipolysis are associated with the

expression levels of its obligate lipases.
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RESEARCH DESIGN AND METHODS

Animals  and  treatment. Male Sprague-Dawley rats (200-225 g, Charles River
Laboratories, St. Constant, Quebec, Canada) were housed individually in stainless steel
cages (23 + 1°C, 12 h/12 h light/dark cycle, lights on at 1200). The ‘Principles of
Laboratory Animal Care’ (NIH publication no. 85-23, revised 1985) were followed, and
animal care and handling were performed in accordance with the Canadian Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals. All experimental procedures received prior approval
by Laval University's animal protection committee. Rats were divided into a control group
and a treated group that was given the PPARy agonist rosiglitazone (purchased as
Avandia® at a local pharmacy) at a daily dose of 15 mg/kg body weight as an admixture to
the food (Charles River Rodent Diet #5075, Ralston Products, Woodstock, ON, Canada)
for 1 week. This dose is slightly above that which elicits maximal response of glucose and
lipid metabolism to rosiglitazone in rats, as determined in pilot studies. For all experimental
procedures described below, food was removed at 0700, and rats were killed by

decapitation after 6 h of fasting.

In vitro basal, NA-stimulated, and insulin-inhibited lipolysis. Adipose explants (20-25
mg) of inguinal (ING), retroperitoneal (RETRO), epididymal (EPI) and mesenteric (MES)
WAT were incubated in 1 ml of Krebs-Ringer bicarbonate buffer of the following
composition (in mmol/1); 118 NaCl, 4.8 KCI, 1.25 CaCly, 1.2 KHPO,4, 1.2 MgS80,, 25
NaHCOs, 5 glucose, supplemented with 2.5% NEFA-free bovine serum albumin (Sigma,
Oakville, ON, Canada), pH 7.4. Fat explants were incubated for 2 h in a humidified
atmosphere of 5% CO; and 95% O; at 37°C. Insulin (100 and 500 pmol/l), noradrenaline
(NA, 1 pmol/l) and dibutyryl cAMP (DBcAMP, 1 mmol/l) were added to the incubation
buffer to inhibit or stimulate lipolysis. At the end of the incubation, WAT explants were
removed and media were frozen until the measurement, using reagent kits, of NEFA (Wako
Pure Chemical Industries, Richmond, VA, USA) and glycerol (Sigma). Data for NEFA and
glycerol release are expressed as nmol.ug DNA™ h™' (DNeasy Tissue Kit, QIAGEN,

Mississauga, ON, Canada) to correct for cell number. DNA content was determined using
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the following manufacturer's instructions. Additional experimental details are provided in

Electronic Supplementary Material (ESM) [

In vitro exposure of explants to rosiglitazone. Minced pieces (40 mg/well) of each of the 4
depots described above, obtained from 4 control, untreated fasted rats, were incubated in 1
ml of Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, Invitrogen, Burlington, ON, Canada)
supplemented with pure rosiglitazone (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA), final
concentration of 10 pmol/l) or carrier DMSO for 12 h. Treatments were performed in
duplicate for each rat. Fat explants were then removed and frozen in liquid nitrogen until

RNA isolation and analysis.

Trincylglycerol/NEFA  cycling, PEPCK and GyK activities. These variables were
quantified according to established methods, as detailed in ESM 2.

RNA isolation and analysis. RNA was isolated from adipose depots using QlAzol and the
RNAeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN). For ¢cDNA synthesis, expand reverse transcriptase
(Invitrogen) was used following manufacturer’s instructions and ¢DNA was diluted in
DNase free water (1:25) before quantification by real-time PCR., The mRNA transcript
levels were measured in duplicate samples through chemical detection of the PCR products
with SYBR Green | (Molecular Probes, Willamette Valley, OR) using a Rotor Gene 3000
system (Montreal Biotech, Montreal, Quebec, Canada). Primers are indicated in Suppl.
Table 1, and additional methodological details are presented in ESM 3.

Serum determinations. Serum glucose concentrations were measured by the glucose
oxidase method with the YSI 2300 STAT Plus glucose analyzer (YSI, Yellow Springs, OH,
USA). Insulin levels were determined by RIA (Linco Research, St. Charles, MO, USA)
with rat insulin as standard. Serum triacylglycerol levels were measured by an enzymatic
method (Roche Diagnostics, Montreal, QC, Canada), and serum NEFA and glycerol were

determined enzymatically as described above.
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Statistical analysis. Data are expressed as means + SEM. Simple effects of rosiglitazone
treatment were analyzed by Student’s unpaired 7 test. When appropriate, factorial ANOVA
followed by Newman-Keuls’s multiple range test were used to compare the effects of

rosiglitazone in various adipose depots. <(0.05 was taken as the threshold of significance.
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RESULTS

Final body weight and body weight gain were significantly increased (6% and 50%,
respectively) after 7 days of rosiglitazone treatment (Table 1), higher body weight being
associated with an increase in both food intake (18%) and food efficiency (23%), and in the
weight of all WAT depots (30-35%) and interscapular BAT (116%). Rosiglitazone
significantly reduced plasma levels of insulin (=35%), NEFA (-57%), and triacylglycerols
(—=55%), but did not alter serum glucose and glycerol levels. Rosiglitazone therefore exerted
its expected metabolic actions on energy balance, WA'T mass, indices of insulin sensitivity,

and lipemia.

The effects of rosiglitazone on rates of basal and NA/DBcAMP-stimulated glycerol
and NEFA release normalized per DNA are illustrated in Fig. 1. All three visceral depots
behaved similarly on a qualitative basis, and only data for the RETRO depot are presented
along with those of the ING (subcutaneous) depot. In control rats, with the exception of
basal NEFA release, rates of glycerol and NEFA release were, as expected, lower in the
ING (Fig. 1A) than in the RETRO (Fig. 1B) depot. NA and DBcAMP increased glycerol
and NEFA release to the same extent in both adipose depots. Also in both depots, chronic
rosiglitazone treatment markedly increased basal lipolysis, as demonstrated by the much
larger release of glycerol (8-10-fold) and NEFA (5-fold) from explants of treated than
untreated rats. Rosiglitazone retained its ability to stimulate the release of lipolytic products
in the presence of NA and DBcAMP, such that the lipolytic response to combined
adrenergic or DBcAMP stimulation and chronic rosiglitazone treatment were additive. The
possible contribution of rosiglitazone-induced changes in the number of lipolytically
competent cells was ruled out using isolated adipocytes, as discussed in ESM 4 and

illustrated in Suppl Fig. 1.

Because PPARy agonism affects adipose lipid metabolism largely via modulation of
gene expression, we next sought to determine whether the rosiglitazone-induced
stimulation of lipolysis was associated with changes in mRNA levels of the major

intracellular acylglycerol lipases. In control rats, mRNA levels of ATGL (Fig. 2A), HSL
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(Fig. 2B), and MGL (Fig. 2C) were lower in ING than in all visceral depots, with the
exception of MGL mRNA in MES. In concomitance with basal lipolysis, rosiglitazone
increased the mRNA levels of both ATGL (Fig, 2A: ING, 6-fold: all visceral depots, 2-fold)
and MGL (Fig. 2C: ING, 7-fold; all visceral depots, 3-4-fold). Rosiglitazone increased HSL
mRNA levels (2.5-fold) only in the ING depot (Fig. 2B). With data of the four adipose
depots pooled, rates of glycerol release correlated with mRNA levels of both ATGL (Fig.
Ja) and MGL (Fig. 3¢), but not with those of HSL (Fig. 3b). Similar correlation coefficients
were found between lipase mRNAs and NEFA release (r = 0.59 and 0.77, P < 0.0001, for
ATGL and MGL, respectively, and (.07, NS, for HSL).

To address the question of whether rosiglitazone directly stimulates lipase
expression, adipose tissue explants from untreated rats were exposed for 12 h to the
agonist, and lipase mRNA levels were compared to that of adipose fatty acid binding
protein (aP2), a direct, PPAR response element-containing target of PPARy agonism. As
depicted in Fig. 3, within 12 h, rosiglitazone increased the mRNA levels of all lipases to
approximately the same extent as that of aP2 in both ING and RETRO depots, without
altering the mRNA level of the reference L27 gene.

As rosiglitazone proved to increase key elements of the lipolytic machinery, we next
sought to determine whether the agonist altered the response of WAT to the antilipolytic
action of physiological amounts of insulin. In control ING explants, insulin failed to inhibit
basal lipolysis, represented by absolute glycerol release (Fig. 5a) or % relative to basal (Fig.
5b), but did reduce NEFA release (Figs, 5c¢, d) by virtue of its stimulatory action on NEFA
recycling. In ING explants of rosiglitazone-treated rats, insulin did inhibit the release of
both glycerol and NEFA, and to a much greater extent than in control explants (Figs. 5a, b,
¢, d). In the RETRO depot, insulin reduced both glycerol (Figs. Se, f) and NEFA release
(Figs. 5g, h) regardless of treatment, and the magnitude of the inhibition was here again
greater in explants from rosiglitazone-treated than control rats. Notably, despite the greater
magnitude of the relative antilipolytic effect of insulin, fat explants of rosiglitazone-treated
rats continued to release more absolute amounts of NEFA than control ING (Fig. 5¢) and
RETRO explants (Fig. 5g).
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Quantification of major determinants of glycerol and NEFA reesterification (GyK
and PEPCK activity and mRNA levels) and NEFA reuptake (aP2 and FATP mRNA levels)
indicated that lipolysis was stimulated by rosiglitazone despite large increases in these
processes, which counteract the net release of lipolytic products, as further discussed in

FESM 5 and presented in Suppl. Fig. 2.
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DISCUSSION

This study investigated the impact and mechanisms of action of the
thiazolidinedione rosiglitazone on WAT lipolysis and NEFA metabolism. Chronic
rosiglitazone markedly induced WAT lipolysis, both under basal and stimulated conditions,
and amplified the antilipolytic action of insulin in basal conditions. The study further
revealed that rosiglitazone increases the mENA levels of ATGL and MGL in subcutaneous
and visceral fat, and those of HSL in subcutaneous fat, suggesting that upregulation of

lipase expression partakes in the mechanisms of PPARy action on adipose lipolysis.

The study confirmed the well-established actions of rosiglitazone on morphometric
variables, indices of insulin sensitivity, and lipemia [18-21]. Several lines of evidence
suggest that thiazolidinediones exert their beneficial effects on whole body insulin
sensitivity partly by reducing circulating NEFA and consequent exposure of non-adipose
tissues to the deleterious effects of NEFA metabolites on insulin signal transduction [2].
The present study demonstrates that, paradoxically to its effect on plasma NEFA,
rosiglitazone markedly stimulates WAT lipolysis. Of note is the fact that the stimulatory
action of rosiglitazone on lipolysis assessed in WAT explants and expressed on a DNA
basis, thus correcting for cellularity, was maintained in isolated mature adipocytes. This
rules out the possibility of the effect being due to the presence of a larger number of
mature, lipolytically competent adipocytes having arisen through PPARy-induced adipocyte
differentiation [22]. Thiazolidinediones exert depot-specific effects on fat accretion in
humans [17], which is why several depots were investigated in this study. The findings
show that the lipolysis-stimulating action of rosiglitazone extends to both subcutaneous and

visceral adipose depots.

Studies that have addressed the impact of PPARy agonism on adipose lipolysis have
reported mixed results, Two studies found a reduction in the release of lipolytic products
from rodent WAT explants and 3T3-L1.1 adipocytes [5, 6]. These were however designed to
primarily examine NEFA reesterification, in conditions that may have favored the latter

process. In contrast, studies specifically focused on in vivo NEFA kinetics in rats have
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shown that, in the fasting state, PPARy agonists increase the capacity of WAT to release
NEFA [4, 7]. In addition, human adipocytes that were made to differentiate in the presence
of rosiglitazone displayed increased basal and NA-stimulated lipolysis [23]. In humans, the
impact of PPARy agonism on lipemia is more modest than in rodent models. Although
some human in vivo turnover studies did not report any effect of PPARy agonism on the
kinetics of lipolytic products [24, 25], a net transcapillary release of NEFA from
subcutaneous WAT was recently demonstrated in fasted type 2 diabetic subjects treated
with rosiglitazone [26]. Given the above and the present findings, it appears that PPARy

agonism does stimulate the lipolytic process in the presence of low insulin concentration.

Concomitant with lipolysis, rosiglitazone markedly increased WAT mRNA levels
of the lipases ATGL and MGL in all WAT depots, and those of ASL in the ING depot. A
fairly robust correlation was found between basal rates of release of lipolytic products and
mRNA levels of ATGL. Such correlation obviously does not establish a cause and effect
relationship, however the importance of the expression level of Argl in WAT lipolysis 1s
strongly emphasized by recent studies in which Argl overexpression in 3T3-L1 adipocytes
enhanced both fasting basal and isoproterenol-stimulated lipolysis, whereas the opposite
effects were found with inhibition of ATGL through antisense technology [12, 16, 27]. The
functional importance of lipase expression levels is further supported by the depot-specific
behavior of ATGL mRNA levels and basal lipolysis in the present study: both were lower in
ING than in visceral depots in control rats but tended to respond more robustly to
rosiglitazone, in relative terms, in the former than in the latter. This suggests that
upregulation of Argl expression constitutes one mechanism by which PPARy agonism

enhances WAT basal lipolysis.

The mRNA levels of M(GL. were also well correlated with the rosiglitazone-induced
changes in lipolytic rates. Although recognized as an important enzyme for the complete
hydrolysis of triacylglycerols in WAT [28], the modulation of MGL has not received much
attention, The finding that rosiglitazone increases MGL mRNA levels in congruence with
WAT basal lipolysis indicates that this enzyme may also be one of its regulated steps, as

well as one additional level of action of PPARy agonism thereupon.
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In regard to HSL, other studies have reported a strong PPARy-induced increment in
expression in human subcutaneous mature adipocytes [29] and in rodent brown adipocytes
[30] incubated short-term with rosiglitazone. Also, Hsl was recently shown to be a
transcriptional target of PPARy in differentiating preadipocytes and other tissues, but not in
visceral WA'T in vivo [31]. The present study revealed a short-term (12 h) induction of Hs/
expression in vitro by rosiglitazone in both ING and RETRO depots, which persisted after a
7-day in vivo treatment in the ING but not in the RETRO depot. Taken together, these
findings suggest depot and time dependence of the impact of PPARy agonism on Hs/
expression, The fact that HSL mRNA levels did not correlate with lipolysis, as did the other
lipases, and that the absolute PPARy-mediated increase in lipolysis was quite similar in
both basal and NA- or DBcAMP-stimulated conditions, leaves some uncertainty as to the
contribution of HSL to the PPARy effect on lipolysis. Clearly, additional studies are needed

to clarify this issue.

In the present conditions, a direct action of rosiglitazone on expression of the lipases
is supported by the observation that lipase mRMNAs were increased within 12 h of in vitro
exposure of naive explants, as was the case for the PPRE response element-containing afl*2
gene. Such stimulation of the expression of intracellular lipases would efTiciently
complement the PPARy-mediated upregulation of perilipin expression [32, 33], which
facilitates lipid-lipase interactions and is a key player in the hormonal modulation of
lipolysis. PPARy agonism therefore appears to exert a multilevel, concerted action on the
production of several key proteins that results in an increase in the lipolytic capacity of

adipose tissue.

To gain further insight into the consequences of PPARy agonism on the
physiological modulation of lipolysis, the effects of rosiglitazone on the response to
lipolytic and antilipolytic hormones were investigated. Noradrenaline released by
sympathetic nerve terminals in WAT is a major positive modulator of WAT lipolysis [34].
Glycerol and NEFA release reached under NA and DBcAMP stimulation were much
higher in explants from rosiglitazone-treated than control rats. That DBcAMP was roughly

as efficient as NA in stimulating lipolysis excludes the possibility of increased p-adrenergic
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receptor functionality and signal transduction as a mechanism of action of rosiglitazone on
lipolysis. Such conclusion is further supported by the mild downregulatory action of
PPARy agonism on Ps-receptor expression [35]. Instead, it appears that rosiglitazone
increases the lipolytic machinery (e.g. expression of lipases and other lipolysis-related
proteins), which thus becomes able to respond more robustly to adrenergic stimulation.
Such amplification of the lipolytic potential by PPARy agonism strikingly resembles that of

the thermogenic potential reported in our previous study [35].

Insulin constitutes another major modulator of WAT lipolysis. The present study
confirmed that rosiglitazone increases the response of WAT lipolysis to the inhibitory
action of insulin [4]. It is worth noting that the inhibitory effect of insulin was stronger
upon NEFA than glycerol release, because of its additive effect on NEFA reesterification to
triacylglycerols [36, 37]. Despite the stronger antilipolytic effect of insulin on WAT
lipolysis, explants of rosiglitazone-treated rats exposed to insulin concentrations
approximating those found in vivo under fasting and postprandial conditions maintained a
higher rate of NEFA release than controls. The apparent contradiction between this
observation and the lower in vivo serum NEFA levels can be explained by the fact that,
while reducing liver and muscle NEFA uptake, thiazolidinediones augment the ability of
WAT to clear systemic NEFA through stimulation of protein-mediated NEFA uptake [3,
38]. The rosiglitazone-induced increase in aP2 and FATF expression observed in the
present study confirms previous studies [39, 40] and supports this notion. In vivo, the
rosiglitazone-induced increase in WAT NEFA uptake and retention obviously
overwhelmed that of net NEFA output, thus reducing plasma NEFA. Additional potential
in vivo contributors to NEFA lowering include the prevailing levels of antagonistic
lipolytic modulators, regional blood flow, and NEFA uptake by brown adipose tissue
(Laplante M, Deshaies Y, unpublished data). It should be noted that the robust stimulation
of lipolysis by rosiglitazone occurred in the face of a large increase in the recycling of
lipolytic products. Such futile cycling between lipolysis and reesterification may have
contributed to the enhanced response of lipolysis to hormonal modulation (see further

discussion in ESM 6).
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In conclusion, this study established that PPARy activation increases basal lipolysis
in WAT and amplifies its response to adrenergic stimulation and insulin inhibition. The
study further revealed that PPARy agonism increases mRNA levels of ATGL and MGL in
subcutaneous and visceral WAT, and that of HSL in subcutaneous WAT, apparently via a
direct action on gene expression. Given the importance of lipase expression levels on
lipolytic activity, the findings suggest that, at least in the case of ATGL and MGL, increased
expression contributes to the positive action of PPARy agonism on adipose lipolysis. In the
face of increased lipolysis, the net release of NEFA into the bloodstream is counteracted by
increased reuptake and cycling. PPARy agonism therefore reduces net NEFA release into
the circulation while greatly increasing lipid substrate turnover, an action likely

contributing to improve the hormonal fine tuning of adipose lipid metabolism.
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TABLES

Table 1.Final body weight, cumulative food intake, food efficiency, mass of white (WAT)

and brown (BAT) adipose tissues, and serum concentrations of insulin and
metabolites in rats treated or not with rosiglitazone for 7 days.

Control Rosiglitazone
Body weight (g) 330+ 4 348 +3 *
Body weight gain (g) 47+3 67+3 %
Food Intake (g) 164 + 3 194 + 4 *
Food efficiency (%) * 28+ ] 35+1 %
Inguinal WAT (g) 3.2+0.2 43+02*
Retroperitoneal WAT (g) 20+£0.2 27+0.1*%
Epididymal WAT (g) 2.7+£0.2 35+£0.2%
Mesenteric WAT (g) 2.0+0.1 27+02%
BAT (g) 0.31 +0.01 0.67 +0.02 *
Insulin (pmol/l) 186 + 22 122+ 18 *
Glucose (mmol/l) 79+0.3 7.8+0.1
NEFA (mmol/l) 0.47 £ 0.05 0.20 £0.07 *
Glycerol (mmol/1) 0.128 +£0.011 0.121 = 0.003
Triacylglycerols (mmol/l) 20+02 1.1+£0.1*

Data are means + SEM of 6-12 rats. * Different from Control, P < 0.05 (Student’s unpaired
T'test). * Calculated as g body weight gain / 100 g food ingested.
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FIGURES LEGENDS

Figure 1. In vitro basal, NA- and DBcAMP-stimulated rates of glycerol and NEFA release
by explants of inguinal (a) and retroperitoneal (b) adipose depots of control (open columns)
and rosiglitazone-treated rats (full columns). Each column represents the mean + SEM of 6
rats. * P < 0,05 vs. untreated control in same incubation condition; ¥ P < 0.05 vs. basal

unstimulated condition in same treatment group.

Figure 2. mRNA levels of ATGL (a), HSL (b) and MGL (c) in inguinal (ING),
retroperitoneal (RETRO), epididymal (EPI) and mesenteric (MES) adipose depots of
control (open columns) and rosiglitazone-treated rats (full columns). Each column
represents the mean + SEM of 6 rats, * P < 0.05 vs. control in same depot; T P <0.05 vs.
ING depot of control rats.

Figure 3. Correlations between glycerol release and mRNA levels of ATGL (n = 46), HSL
(n = 45), and MGL (n = 46). The four adipose depots harvested from 6 control and 6

rosiglitazone-treated were included.

Figure 4. mRNA levels, expressed as % control, of ATGL, HSL, and MGL in inguinal (a)
and retroperitoneal (b) explants from untreated rats incubated in vitro with or without
(horizontal line) rosiglitazone for 12 h. aP2 and L27 mRNA served as positive and negative
controls, respectively, Each column represents the mean + SEM of explants from 4 rats. * P

< 0.05 vs. control explants.

Figure 5. Antilipolytic effect of of insulin, expressed as absolute levels of glycerol and
NEFA release (a, c, e, g) and % basal (without insulin, b, d, f, h), on basal (unstimulated)
glycerol and NEFA release, by explants of inguinal (a-d) and retroperitoneal (e-h) adipose
depots of control (open squares and columns) and rosiglitazone-treated rats (full squares
and columns). Each symbol or column represents the mean + SEM of 6 rats. * P < (.05 vs.

untreated control in same incubation condition; T P < 0,05 vs. without insulin in same
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treatment group. # P < 0.05 between control and rosiglitazone for dose-response curve

analyzed as a whole by ANOVA.
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Electronic supplementary material (ESM) - TEXT 1 to 6

ESM - Text 1

In vitro basal, noradrenaline-stimulated, and insulin-inhibited lipolysis. For the in
vitro studies, fat explants were chosen rather than isolated adipocytes to permit the longer
incubation times required for some measurements (e.g. gene expression). Prolipolytic
cytokine release occurs upon preparation of fat explants [1]; however, this is also true for
adipocyte isolation [2]. This was not considered a confounding factor, because PPAR-y
agonists reduce pro-lipolytic cytokine production, which would tend to counteract an
positive effect of rosiglitazone on lipolysis. Fat pads were removed immediately after
decapitation of the fasted rats, washed extensively, and pre-incubated for 10 min before
performing the assays described below. It was determined in pilot studies that the addition
of adenosine deaminase to the incubation medium did not affect the outcome of the
lipolytic assay under these conditions. [nsulin concentrations were chosen to approximate
those to which WAT is exposed to in vivo in the fasting and postprandial states, whereas
noradrenaline and DBcAMP were used at concentrations that elicit the maximal lipolytic

response in control and rosiglitazone-treated rats, as determined in pilot studies,

ESM = Text 2

Triglyceride/NEFA  cycling, PEPCK and GYK activities. Rates  of
triglyceride/NEFA eycling were estimated as previously described [3], using the following

formula:

Cycling = (3 * rate of glycerol release) — (rate of NEFA release)

The rates of cycling measured by this method were shown to be very similar to
those measured by a completely different radiochemical method [3]. PEPCK activity was
assayed in supernatants obtained after homogenisation of ING, RETRO, EPl and MES
adipose depots in a buffer (pH 7.5) containing 20 mmol/l triethanolamine, (.25 mol/l
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sucrose, 5 mmol/l mercaptoethanol and 1 mmol/l EDTA, and centrifugation of the
homogenates at 100,000g. PEPCK activity was determined by the method of Chang and
Lane [4], based on the incorporation of ''Cbicarbonate (0.074 MBq) into acid-stable
product. The composition of the assay mixture and processing of the samples were as
described previously [5]. Total protein concentration in the homogenate was determined by
the bicinchoninic acid method [6]. The activity of GYK was measured following the
recommendations of Newsholme et al. [7], in supernatants obtained after homogenisation
of the four adipose depots in ice cold 10 g/l KCI and | mmol/l EDTA, and centrifugation at
2,000g. The composition of the assay mixture, which contained [U-'"*CJglycerol, and the
isolation of labelled glycerol-3-phosphate were as previously described [8]. The protein

content of homogenates was determined by the method of Lowry et al. [9].

ESM — Text 3

RNA isolation and analysis. The primers used for the PCR reactions are presented in
ESM Table 1. At the end of each run, melt curve analyses were performed and a few
representative samples from each experimental group were run on an agarose gel to verify
specificity of the amplification. Data are expressed as the ratio between the expression of
the target gene and the housekeeping gene L27 (NM_022514), which was selected because
no significant variation in its expression was observed between control and rosiglitazone-

treated rats,

ESM - Text 4

Confirmation of rosiglitazone effects on lipolysis in isolated adipocytes. Because the
lipolysis data are expressed on a per DNA basis, and because PPAR-y agonism favours
adipocyte differentiation, it could be argued that in control explants the contribution to total
DNA of immature cells lacking lipolytic competence may have led to an overestimation of
the impact of rosiglitazone on lipolysis. To rule out this possibility, adipocytes were
isolated by the collagenase method [10], which retains only lipid-laden, fully differentiated
adipocytes. In both ING- and RETRO-derived adipocytes, the maximal noradrenaline-
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mediated stimulation of glycerol and NEFA release reached higher levels in cells from

PPAR-y agonisi-treated rats than in cells from control rats (ESM Fig. 1).

ESM — Text 5

Determinants of glycerol or NEFA reesterification and reuptake. The release of
lipolytic products is counteracted by reesterification and reuptake, these pathways being
direct targets of PPARy agonism. To gain insight into the contribution of these processes on
the net release of lipolytic products, PEPCK and GYK mRNA levels and protein activity
(NEFA/glycerol re-esterification), and FABP4 and FATP mRNA levels (NEFA uptake
mediators) were quantified in WAT of control and rosiglitazone-treated rats (ESM Fig. 2).
Here again, all three visceral depots behaved similarly, and only the RETRO depot is
reported along with the subcutancous ING depot. Rosiglitazone markedly increased
PEPCK (ESM Fig. 2a, b) and GYK mRNA levels and the activity of the protein products
(ESM Fig. 2¢, d) in both ING and RETRO depots. In accordance with its effect on these re-
esterification enzymes, rosiglitazone increased the rate of NEFA cycling in both depots
(ESM Fig. 2e). Finally, and also in both depots, rosiglitazone increased the mRNA levels of
FABP4 (ESM Fig. 2f) an FATP (ESM Fig. 2g).

ESM - Text 6

Impact of intracellular recycling of lipolytic products. The release of lipolytic
products from WAT of thiazolidinedione-treated rats is counteracted not only by increased
adipose NEFA reuptake, but also by intracellular substrate recycling. In WAT, glycerol is
not normally recycled into triglyceride because of the virtual absence of GYK activity;
however, as confirmed here, rosiglitazone markedly increases the expression of GYK and
PEPCK and the activity of the protein products [11, 12]. These enzymes mediate the
generation of glycerol 3-phosphate from glycerol and 3-carbon precursors, respectively,
favouring glycerol and NEFA esterification into triglyceride. Rosiglitazone thereby
enhances the recycling of both glycerol and NEFA released from lipolysis back into

triglyceride, creating a so-called futile, energy-consuming substrate cycle. Rosiglitazone
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favoured recycling of NEFA to a greater extent than that of glycerol, as evidenced by
higher rates of triglyceride=NEFA cycling (calculated from net substrate release) relative to
controls. Because rosiglitazone increases glycerol reesterification, the net release of
glycerol into the incubation medium understimates the true lipolytic rate, and the robust
residual effect on glycerol release observed here underscores the potency with which
rosiglitazone positively influences WAT lipolysis. Finally, a role for the rosiglitazone-
induced amplification of lipid substrate cycling in the sensitisation of adipose glucose
metabolism to insulin has been suggested [13], and there is ample evidence that substrate
cycling enhances the response of metabolic processes to hormonal modulation [3, 14-17].
It can therefore be suggested that increased cycling may have contributed to the PPAR-y-
mediated amplification of the antilipolytic response to insulin, Likewise, stimulation of
substrate cyeling may conceivably act in concert with an increased lipolytic machinery to

enhance the lipolytic response to adrenergic stimulation.
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Electronic supplementary material (ESM) - TABLES

ESM Table 1. Primers used for the quantification of mRNA levels.

Gene Accession 5 Primer (5'-3") 3' Primer (5'-3")
numhber
ATGE XM 347183 CACTTTAGCTCCAAGGATGA TGGTTCAGTAGGUCATTCCT
8L MM _012839 COTGUTUACCATCAACCGALC CCTCGATCTCOCGTGATATTCCAGA
MGL NM_ 138502 CTAATTTCACCTCTGATCCT AGGACAGAGTTGOTCACTTC
L27 MM 022514 CTGCTOCGCTGTCGAAATG CCTTGOGTTTCAGTGCTG
PEPCK  NM_I98780 TGGGTGATGACATTGCCTGG ACCTTGOCCTTATGCTCTGCAG

GYK Mhk_024381 CCTGTCCATTGAAATGTGTCATCC  GUCATGAAGUCATGACAATTAGTG
FABP4  NM_053365 ATGTGTGATGCCTTTG TGO CCCAGTTTOAAGGAAATCTC
FATP MNh_053580 TCTGCGGCGCTTCGATGGCTAT TTOTOOGOGGGTUTOGCAATGGE
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Electronic supplementary material (ESM) — FIGURE LEGENDS

ESM Fig. 1. In vitro noradrenaline-stimulated rates of glycerol and NEFA release by
adipocytes isolated from ING (a) and RETRO (b) adipose depots of control (empty
columns) and PPAR-y Agonisttreated rats (filled columns). Adipocytes were isolated by
Rodbell’s method [10] and were incubated for 2 h with 1 wmol/l of noradrenaline in a
humidified atmosphere of 5% CO2, 95% 02 at 37°C. Each column represents the mean =+

SEM for six rats. *p<0.05 vs untreated control rats under the same incubation conditions.

ESM Fig. 2. Activity of PEPCK (a) and GYK (¢), levels of PEPCK mRNA (b) and GYK
mRNA (d), triacylglycerol/NEFA cycling rate (e), and levels of FABP4 mRNA (f) and
FATP mRNA (g) in ING and RETRO adipose depots of control (empty columns) and
rosiglitazone-treated rats (filled columns). Each column represents the mean £ SEM for six

rats. *p<(.05 vs untreated control rats. TG, triglyceride
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Discussion générale

La découverte des mécanismes par lesquels les agonistes PPAR-y améliorent la
sensibilité 4 'insuline est importante afin de permettre |'amélioration des traitements
actuels contre la résistance 4 ’insuline et le diabéte de type 2 mais aussi afin de préciser
notre compréhension globale du métabolisme. Ces derniéres anndes, les connaissances
relatives aux mécanismes d’action des agonistes PPAR-y se sont beaucoup précisées. Tel
que discuté tout au long de I'introduction, beaucoup des effets de ces agonistes semblent
étre reliés 4 leur impact sur le tissu adipeux. Il a été observé chez I'homme que les TZD
favorisent le remodelage du tissu adipeux blanc en stimulant |'accrétion des lipides dans le
tissu adipeux sous-cutané et en réduisant leur accumulation dans le tissu adipeux viscéral
(Tableau 2). Puisque I’accumulation de graisses viscérales est désormais considérée comme
un déterminant central favorisant le développement de la résistance a l'insuline, des
dyslipidémies, des maladies cardiovasculaires et du diabéte de type 2, il est tentant de
suggérer que la réduction de la masse adipeuse viscérale par les TZD puisse contribuer aux
effets bénéfiques de ces molécules. Les mécanismes impliqués dans le remodelage des
graisses par les agonistes PPAR-y ne sont pas connus. La contribution des différents tissus
adipeux 4 I'amélioration de la lipémie observée lors de I'utilisation de ces agonistes n’a pas
encore été déterminée, Les travaux de recherche effectués dans le cadre de la présente thése
avaient pour but de déterminer les mécanismes par lesquels la stimulation de PPAR-y
favorise le remodelage du tissu adipeux blanc. Ces travaux ont aussi été réalisés afin de
comprendre comment les modulations du métabolisme du tissu adipeux contribuent a

I"amélioration de la lipémie lors de traitement avec des agonistes PPAR-y.

Chapitre 1

Cette étude a été réalisée afin de déterminer si la redistribution du tissu adipeux
observée chez les rats traités avec 1'agoniste PPAR-y expérimental COOH est associée a
des changements dans I'expression de la LPL ou d’autres génes impliqués dans le

métabolisme des lipides. Ces travaux ont aussi ¢t¢ réalisés afin de déterminer dans quelle
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mesure les changements de 1'activité de la LPL induits par la stimulation de PPAR-y

affectent la triglycéridémie.

Le COOH s’est montré efficace pour améliorer la sensibilité & I"insuline et pour
réduire les TG et les AGL circulants en période postprandiale chez les animaux nourris
avec une diéte standard ou avec une diéte riche en graisses et en sucres promouvant la
résistance a I'insuline. Généralement, les effets du COOH sur les variables plasmatiques et
physiologiques furent les mémes, indépendamment de la didte utilisée. Le chapitre 1
montre que le COOH augmente I"accumulation des graisses dans le tissu adipeux sous-
cutané (inguinal) et réduit, ou empéche, I'accumulation des graisses dans le tissu adipeux
viscéral (rétropéritonéal). Ce type de redistribution du tissu adipeux blanc a été observé
chez 1"homme traité avec des TZD (Tableau 2). Cependant, pour des raisons qui sont
encore inconnues, |'utilisation des TZD chez les rongeurs ne conduit généralement pas une
forte réduction de la masse adipeuse viscérale (Okuno ef al., 1998; de Souza ef al., 2001).
Des études préliminaires effectuées récemment dans nos laboratoires suggérent que des
doses plus ¢levées de rosiglitazone (30mg/kg/jour) pourraient induire les mémes effets que

le COOH sur la redistribution des graisses chez les rats.

Dans 'étude présentée au chapitre 1, nous avons mis a jour certains meécanismes
pouvant contribuer a la redistribution du tissu adipeux induite par I'agonisme de PPAR-y.
Nous avons premiérement observé que le COOH augmente fortement 'expression et
I"activité de la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané et n’a aucun effet sur ces paramétres
dans le tissu adipeux viscéral. Ces résultats suggérent que le COOH augmente 1"hydrolyse
des TG et la captation des AG spécifiquement dans le tissu adipeux sous-cutané, favorisant
ainsi "accrétion des lipides dans ce dépdt. L activité de la LPL a aussi été fortement induite
par le COOH dans le tissu adipeux brun, un tissu dont la masse a augmenté de fagon
spectaculaire lors du traitement. Compte tenu de I'important role de la LPL du tissu
adipeux dans la clairance des TG en phase postprandiale (Coleman ef al., 1995; Weinstock
et al., 1995), il est raisonnable de croire que I"activation de la LPL par le COOH puisse
contribuer 4 la réduction de la triglycéridémie observée chez les animaux traités avec

'agoniste. Toutefois, cette étude ne nous permet pas d’exclure la possibilité que la
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réduction de la triglycéridémie puisse aussi étre causée par une diminution de la sécrétion
hépatique des VLDL. En effet, les AGL circulants et 'accumulation des graisses dans le
tissu adipeux viscéral, qui sont tous deux reconnus pour exacerber la production de VLDL
par le foie (Lewis, 1997; Adeli er al, 2001), ont ¢été réduits par le COOH. Toutefois,
puisque les TG circulants en phase postprandiale sont généralement contenus dans les
chylomicrons, il est peu probable que la réduction de la sécrétion des VLDL puisse avoir
joué un rdle de premier plan dans la diminution de la triglycéridémie postprandiale

observée chez les animaux traités avec I"agoniste.

En plus des effets du COOH sur la LPL, des modulations spécifiques a4 chaque
dépot pouvant expliquer la redistribution du tissu adipeux blanc ont été observées
relativement & D'expression de la 11p-hydroxystéroide déshydrogénase de type 1 (11p-
HSD-1) et d"UCP-1. Des éludes précédentes ont montré que la surexpression de la 11p-
HSD-1, une enzyme impliquée dans la production locale de glucocorticoides, favorise
I'accumulation des lipides dans le tissu adipeux viscéral (Masuzaki er al, 2001).
Egalement, les patients souffrant d’hypercorticostéroidisme accumulent préférentiellement
des praisses dans le tissu adipeux viscéral (Rebuffé-Scrive ef al., 1988: Mayo-Smith ef al.,
1989). Dans |'étude décrite au chapitre 1, le COOH a réduit I’expression de la 115-HSD-]
uniquement dans le tissu adipeux viscéral, suggérant que la réduction de la déposition des
graisses dans ce dépdt puisse étre dépendante d’une réduction marquée de la production
intra-tissulaire de glucocorticoides. L expression d’UCP-1 a ¢té fortement induite par le
COOH dans les deux dépots adipeux. Les niveaux d’expression étaient cependant beaucoup
plus élevés dans le tissu adipeux viscéral, suggérant que la dissipation d’énergie a pu étre
stimulée préférentiellement dans ce tissu. Cet effet pourrait avoir contribué a réduire la

déposition des lipides dans le tissu adipeux viscéral.

Ainsi, ["agoniste COOH a eu des effets différentiels puissants sur la redistribution et
sur le métabolisme du tissu adipeux. Nous avons vu que la régulation différentielle de
Iexpression de la LPL, de la 118-HSD-1 et d’UCP-1 pourrait étre en cause dans ces effets.

L’effet du COOH sur la LPL du tissu adipeux sous-cutané et du tissu adipeux brun semble
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jouer un role important dans "hydrolyse de TG circulants et dans I'amélioration de la

triglycéridémie.

Chapitre 2

L’étude décrite au chapitre 2 a éé produite dans le but d’approfondir les
connaissances des mécanismes par lesquels le COOH favorise la redistribution des graisses.
Dans cette étude, nous avons mesuré I'expression de méme que |'activité fonctionnelle de
plusieurs déterminants impliqués dans la captation, ['estérification, |'entreposage, la
libération et I'oxydation des lipides afin d’obtenir un portrait plus clair des sentiers
métaboliques  différentiellement affectés par le COOH ayant une influence sur le

remodelage du tissu adipeux.

La présente étude a permis de montrer que le COOH stimule la prolifération et la
différenciation des adipocytes plus efficacement dans le tissu adipeux sous-cutané que dans
le tissu adipeux viscéral. Cet effet, qui a été rapporté par d’autres équipes (Adams ef al.,
1997a; Hutley er al, 2003), pourrait favoriser 'accumulation des graisses dans le tissu
adipeux sous-cutané en augmentant le nombre de cellules disponibles pour emmagasiner
les graisses. Dans cette étude, nous avons confirmé que le COOH augmente 1'expression et
I'activité de la LPL uniquement dans le tissu adipeux sous-cutané. Nous avons aussi
découvert que I’expression d’aP2 et de DGAT-1, qui sont impliqués dans la captation et
I"estérification des AG, n’a ét¢ induite par le COOH que dans le tissu adipeux sous-cutané.
Afin de confirmer que ces effets sur 1’expression génique se traduisent par 'activation des
sentiers métaboliques en cause, nous avons injecté aux rats une émulsion de TG marqués et
nous avons mesuré la partition des AG entre les tissus. Tel qu'attendu, nous avons vu que
le COOH augmente la captation des AG dérivés de I"hydrolyse des TG de fagon beaucoup
plus marquée dans le tissu adipeux sous-cutan¢ que dans le tissu adipeux viscéral. Ces
résultats, qui supportent en tout point les observations de !'étude 1, indiquent que
I"accumulation préférentielle des graisses dans le tissu adipeux sous-cutané est causée en
partie par ’augmentation de la captation des lipides par ce tissu. L’augmentation de

I’hydrolyse intravasculaire des TG en périphérie du tissu adipeux sous-cutané pourrait étre
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responsable de la réduction des TG circulants observée chez les animaux traités au COOH.
Bien gu’intéressants, les effets du COOH sur la lipolyse et la glycéronéogenése n’ont pas
fourni de pistes pouvant expliquer le remodelage des graisses. L’impact de I'agonisme de

PPAR-y sur la lipolyse est discuté en détail au chapitre 6 (voir plus bas).

Une des conclusions de I'étude décrite au chapitre 1 était que le COOH réduit
I"accumulation des lipides dans le tissu adipeux viscéral en augmentant plus fortement la
dissipation de |'énergie dans ce tissu. Afin de vérifier cette hypothése, nous avons mesuré
dans les tissus adipeux |'expression de nombreux transcrits codants pour des protéines
impliquées dans 1’oxydation des lipides (Acadl, CPT-1, PDK-2, PDK-4), la dissipation de
I"énergie (UCP-1) et la biogenése des mitochondries (PGC-1a). Tel que décrit dans de
récentes études utilisant d’autres agonistes, la stimulation de PPAR-y par le COOH a induit
I"expression de pratiquement tous ces génes (Way et al., 2001b; Wilson-Fritch et al., 2004;
Boden er al., 2005; Bogacka er al., 2005a; Bogacka er al., 2005b). Cette stimulation était
toutefois beaucoup plus importante dans le tissu adipeux viscéral que dans le tissu adipeux
sous-cutané., La mesure de la consommation d’oxygéne et de la masse mitochondriale des
adipocytes isolés a permis de confirmer ces observations au niveau fonctionnel. Lorsque
rassemblés, ces résultats montrent que le COOH a pu réduire la masse adipeuse viscérale en
augmentant trés fortement la dissipation de ses réserves lipidiques. Dans le tissu adipeux
sous-cutané, la balance entre la stimulation de la captation et de I’oxydation des lipides par
le COOH a probablement favorisé |'apparition d’une balance énergétique positive
favorisant 1’accumulation nette des graisses. L'effet de I'agonisme de PPAR-y sur
"'oxydation des lipides dans le tissu adipeux est pergu comme un mécanisme pouvant
contribuer 4 réduire les AGL circulants (Wilson-Fritch er al., 2003; Hondares er al., 2006).
Les mécanismes impliqués dans la redistribution des graisses par le COOH de méme que

I'impact de ces modulations sur la lipémie sont résumés a la figure 5.
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Figure 5. Résumé des mécanismes par lesquels I'agoniste PPAR-f COOH favorise la
redistribution du tissu adipeux chez le rat .

L'augmentation de l"accumulation des praisses dans le tissu adipeux sous-cutané est lide d une forte
différenciation cellulaire de méme qu'd 'augmentation de Pexpression/activité de la lipase lipoprotéique
(LPL}), de la protéine de liaison des acides gras (aP2) et de la diacylgly cérol acyliransiérase-1 (DGAT-1). Ces
modulations ont contribué & augmenter "hydrolyse des triglyeérides (TG) de méme que la captation i la
déposition des acides gras (AG) dans le tissu adipeux sous-cutané, L'agonisme de PPAR-B a augmenté
"expression de la carnitine palmitoyliransférase-1 (CPT-1). de la protéine découplante-1 (UCP-1), du
coactivateur 1 de PPAR-B(PGC-14), de I'acyl-CoA déshydrogénase chaine longue (Acadl), de la pyruvate
déshydrogénase-2 (PDK-2) de méme que la consommation d'oxygéne et la masse mitochondriale dans le
tissu adipeux sous-cutand, La balance entre les effets du COOH sur la rétention et "oxydation des AG a
favorisé la déposition des lipides dans ce tissu. Dans le tisso adipeux visedral, la différenciation cellulaire de
méme que les déerminants moléculaires impligués dans la captation des lipides n'ont généralement pas &é
augmentés par "agoniste, Au contraire, "expression de la 11-p hydroxystéroide déshydrogénase de ype-1
(11-p=HSD-1), qui favorise en temps normal accumulation des graisses, a éié réduite par le COOH dans le
tissu adipeus viscéral. L expression des pénes impliqués dans I'oxydation des lipides et la biogenése des
mitochondries a été induite beavcoup plus fortement dans le tissu adipeux viseéral que dans le tissu adipeux
sous-cutané, La stimulation du potentiel oxydatif lide 4 "absence d’effets marqués sur la captation des lipides
a favorisé la réduction de la masse adipeuse viscérale, Au niveau systémique, "augmentation de hydrolyse
des TG et de Moxydation des AG dans le tissu adipeux des animaux traités au COOH a pu permetire la
réduction des TG et acides gras libres (AGL) cireulants,
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Des études suggérent que I’acquisition des caractéristiques du tissu adipeux brun par
le tissu adipeux blanc puisse étre causée par le développement d*adipocytes bruns dans la
masse adipeuse blanche. Il a été observé que des ilots de cellules adipeuses brunes se
développent dans le tissu adipeux blanc de souris traitées avec le COOH (Sell et al., 2004).
Pour le moment, le type cellulaire & partir duquel émergent ces adipocytes bruns n’est pas
connu. En effet, on ne sait pas si ces cellules proviennent de pré-adipocytes blancs, de pré-
adipocytes bruns, ou si elles sont issues de la transdifférenciation d'adipocytes blancs
matures (Nedergaard ef al., 2005). La stimulation de |'expression des génes oxydatifs et des
marquewrs de la biogenése mitochondriale dans des adipocytes blancs en culture traités
avec des TZD montre que 1'acquisition des caractéristiques du tissu adipeux brun par le
tissu adipeux blanc n’est pas uniquement causée par la prolifération d’adipocytes bruns
dans le ftissu adipeux blanc (Wilson-Fritch er al., 2003; Bogacka er al, 20035a).
L observation de goutteleties de lipides multiloculaires autour du noyau de |’ensemble des
cellules adipeuses blanches isolées du tissu adipeux des animaux traités au COOH supporte
ces observations puisqu’un tel phénotype n’est normalement observé que dans les
adipocytes bruns. Ces résultats suggérent que I'agonisme de PPAR-y permet aux adipocytes
blancs d’acquérir certaines fonctions normalement réservées aux adipocytes bruns. La
convergence des adipocytes blancs vers un phénotype intermédiaire plutdt beige est aussi
observée dans le adipocytes bruns. En effet, il est maintenant bien connu que les agonistes
PPAR-y utilisés in vivo transforment les adipocytes bruns en cellules de stockage des
lipides (Kelly er al., 1998; Breider et al., 1999; Burkey er al., 2000; Toseland et al., 2001;
Aleo et al , 2003 Berthiaume et al , 2004; Sell ef al , 2004). Les mécanismes moléculaires
impliqués dans cette convergence phénotypique ne sont pas connus. 1l est possible que la
stimulation pharmacologique de I"activité de PPAR-y surstimule |'expression génique et
dérégle les mécanismes de contrble fins impliqués dans I"établissement des différences
phénotypiques entre les adipocytes bruns et blancs. La surexpression simultanée de groupes
de génes liés 4 la biogenése des mitochondries et au stockage des graisses pourrait favoriser
I’émergence d'une classe d’adipocytes se retrouvant 4 mi-chemin entre les adipocytes
blancs et les adipocytes bruns. Au-dela des mécanismes en cause, |'impact précis de ces
nouveaux adipocytes sur les effets systémiques des agonistes PPAR-y n’est pas connu. Bien

que la différenciation et la biogenése des mitochondries soient induites par les agonistes
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PPAR-y, des résultats montrant une réduction de la stimulation adrénergique en réponse a

ces agonistes souléve tout de méme des questions relatives au degré d’activation des ces

nouvelles cellules adipeuses (Thurlby er al., 1987; Sell er al., 2004).

Chapitre 3

L'étude décrite au chapitre 3 a été réalisée afin de mesurer la contribution des tissus
a l'effet hypotriglycéridémiant du COOH. Dans cette étude, nous avons injecté a des rats
traités au COOH une émulsion de TG marqués et nous avons mesuré dans plusieurs tissus
la captation des lipides dérivés de I'hydrolyse des TG de méme que 'activité de la LPL.
Suite a 'injection de I'émulsion, nous avons récolté du sang, le tissu adipeux brun, le tissu
adipeux blanc sous-cutané (inguinal), trois différents dépdts adipeux blancs viscéraux

(rétropéritonéal, épididymaire, mésentérique), des muscles (soléus, diaphragme) et le foie.

La clairance de I'émulsion de TG a été fortement induite par le COOH autant durant
le jeline qu'en phase postprandiale. Ces résultats montrent que 1’augmentation de
I"hydrolyse intravasculaire des TG représente un mécanisme important par lequel
Iagonisme de PPAR-y favorise la réduction de la triglycéridémie. Afin de vérifier la
contribution des tissus et le role de la LPL dans I'amélioration de la clairance des TG, nous
avons mesuré la captation des lipides marqués et ['activité de la LPL dans plusieurs tissus.
Tel que décrit dans I"étude 1, Iactivité de la LPL a ¢été fortement induite dans le tissu
adipeux sous-cutané et dans le tissu adipeux brun. Ces effets ont été associés a une
augmentation spectaculaire de I’accrétion des lipides marqués dans ces tissus, L activité de
la LPL de méme que la captation des lipides marqués n'ont généralement pas été induites
dans le tissu adipeux viscéral rétropéritonéal. Ces résultats confirment ceux décrits dans les
chapitres 1 et 2. Le tissu adipeux viscéral épididymaire a réagi exactement comme le
rétropéritonéal tandis qu'une augmentation de 1’activité de la LPL et de la captation des
lipides marqués a ét¢ observée dans le tissu adipeux viscéral mésentérique. Ces
observations sont trés intéressantes car elles démontrent qu'une certaine variation de la
réponse au COOH existe méme a I'intérieur de la masse adipeuse viscérale, Ces variations

pourront éventuellement étre exploitées dans le but de comprendre les mécanismes
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moléculaires précis par lesquels I'agonisme de PPAR-y induit des réponses varic¢es dans les
différents dépits adipeux. Tel que décrit dans la littérature, 1I'agonisme de PPAR-y n’a pas
affecté la LPL dans les muscles (Schoonjans ef al., 1996; Kageyama ef al., 2003).

Les résultats décrits au chapitre 3 montrent que le tissu adipeux sous-cutané et le
tissu adipeux brun représentent des cibles importantes du COOH. La stimulation de
I'activité de la LPL dans ces tissus, mais aussi dans le tissu adipeux viscéral mésentérique,
augmente |"hydrolyse des TG et favorise la réduction de la triglycéridémie. Les effets des
agonistes PPAR-y sur les TG circulants sont généralement beaucoup moins marqués chez
I"humain (Aronoff et al , 2000; King, 2000; Raskin ef al., 2000; Tan et al., 2005b) que chez
les rongeurs (Oakes ef al, 2001; Way er al, 2001b; Jiang et al., 2002). Cette différence
pourrait étre causée par le fait que I’homme adulte ne posséde pas de tissu adipeux brun.
Finalement, bien que nos résultats montrent que la clairance des TG est lide a
I"augmentation de I"hydrolyse intravasculaire, nous ne pouvons exclure que |'amélioration
de la triglycéridémie puisse étre affectée par une réduction de la sécrétion des TG par le

foie.

Chapitre 4

L’inactivation compléte de la LPL chez la souris méne 4 la mort rapide des
souriceaux suivant leur naissance (Coleman er al., 1995; Weinstock er al., 1995). Afin de
contourner ce probléme, des souris transgéniques exprimant la LPL humaine uniquement
dans le coeur ont été développées (Levak-Frank et al., 1999). Ces souris (L0O-hLPL), qui se
développent normalement comparativement aux souris sauvages (L.2), n’expriment aucune
LPL dans le tissu adipeux et dans les muscles. Dans 1'étude décrite au chapitre 4, nous
avons utilisé ce modéle transgénique afin d’évaluer la capacité de |'agoniste PPAR-y
COOH 4 induire la redistribution du tissu adipeux et I'amélioration de la triglycéridémie en
absence de LPL. En accord avec les études décrites aux chapitres 1, 2 et 3, nous avons ¢mis
I'hypothése selon laquelle I'inactivation de la LPL du tissu adipeux empécherait la

redistribution des graisses de méme que 1'effet hypotriglycéridémiant du COOH.
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Le traitement des souris avec le COOH, 4 une dose et un temps de traitement
similaires 4 ceux que nous avions utilisés chez les rats, n’a malheureusement pas induit de
changements dans le poids des tissus adipeux blancs. Il est connu que le métabolisme de la
souris est moins malléable que celui du rat, Tout indique qu’un traitement plus long aurait
E1é nécessaire afin d’optimiser les effets du COOH. Ces résultats ont fait en sorte que nous
n’avons pu eévaluer I'effet de 'inactivation de la LPL du tissu adipeux sur la redistribution
des graisses. Toutefois, nous avons observé d'importants effets du COOH sur la
triglycéridémie. Contrairement a ce que nous attendions, le COOH a complétement
normalisé les TG dans les souris LO-hLPL, indiquant que la LPL du tissu adipeux n’est pas
requise 4 ’effet hypotriglyeéridémiant du COOH dans ce modéle. Ces résultats suggérent
que I"agoniste a pu réduire les TG circulants en réduisant la sécrétion des VLDL par le foie.
La réduction de la triglycéridémie induite par le COOH a ¢t associée a une forte baisse de
I’accumulation des TG dans le foie des souris LO-hLPL. Il est bien connu que les TG
accumulés au foie influencent directement la séerétion des YLDL (Gibbons ef al., 1992;
Julius, 2003). Nous avons vu que le COOH contribue & réduire les lipides hépatiques et le
potentiel de sécrétion des VLDL en réduisant 1'activité de la HL et en augmentant les
niveaux circulants d’adiponectine, une adipokine reconnue pour stimuler ’oxydation des
lipides dans le foie (Long et Zierath, 2006). En plus de ces effets, le COOH a fortement
réduit les AGL circulants, qui sont reconnus pour influencer I'accumulation des lipides
dans le foie et la séerétion des VLDL (Lewis, 1997). Cette diminution des AGL circulanis a
été associée 4 I'augmentation de la rétention des lipides dans le tissu adipeux blanc et brun.
[.'agoniste a augmenté trés fortement le poids du tissu adipeux brun, ce qui démontre que
ce tissu permet la rétention d'une importante quantité de lipides lors du traitement au
COOH, et ce, méme en absence de LPL. De tels résultats confirment le réle important du

tissu adipeux brun dans 1’effet hypolipidémiant du COOH chez les rongeurs,

Lorsque rassemblés, ces résultats montrent que 1I'agonisme de PPAR-y peut mener a
la réduction de la triglycéridémie par des mécanismes indépendants de I'activation de la
LPL dans le tissu adipeux et de la stimulation de 1"hydrolyse intravasculaire des TG. Ces
conclusions, qui mettent 4 I'avant-scéne le role de la séerétion hépatique des VLDL dans la

réduction des TG induite par le COOH, ne sont toutefois pas totalement contraditoires avec
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les conclusions des études décrites aux chapitres 1, 2 et 3. En effet, ces nouvelles données
montrent que 1'effet hypotriglycéridémiant du COOH est di & des mécanismes complexes
faisant intervenir plusieurs déterminants du métabolisme des TG. La contribution précise
de la sécrétion des VLDL versus I'hydrolyse intravasculaire des particules riches en TG

dans 1"effet hypotriglycéridémiant des agonistes PPAR-y reste 4 établir.

Chapitre 5

L*étude décrite au chapitre 5 a été réalisée dans le but de déterminer la contribution
de I'hydrolyse intravasculaire et de la sécrétion des TG a la diminution rapide de la
triglycéridémie observée lors de traitement avec un agoniste PPAR-y. Cette étude avait
aussi pour but de mesurer la contribution des tissus adipeux a la réduction des TG et des
AGL circulants, Il a ¢ét¢ démontré & quelques reprises que les effets des agonistes PPAR-y
sur la triglycéridémie et les AGL plasmatiques sont trés rapides chez les rongeurs (Way ef
al., 2001b; Jiang et al., 2002). Dans la présente étude, nous avons traité des rats avec de la
rosiglitazone durant 1, 2, 3, 4 et 5 jours et nous avons mesure¢ les lipides sanguins de méme
que plusieurs paramétres impliqués dans le métabolisme des lipides afin de déterminer les

mécanismes et la contribution des tissus a 'effet hypolipidémiant de cet agoniste.

La rosiglitazone a réduit les TG a partir du troisiéme jour de traitement, moment &
partir duquel 'activité de la LPL était significativement augmentée dans le tissu adipeux
brun. L agoniste n’a pas affecté le taux de sécrétion des TG mais a fortement augmenté la
clarrance des TG lors de I'injection d"une émulsion de TG marqués. Ces résuliats indiquent
que la réduction primaire des TG chez les rats traités 4 la RSG est due 4 'amélioration de
I’hydrolyse intravasculaire et non & une réduction de la sécrétion des TG. La mesure de la
captation des lipides marqués suite & |'injection de 1'émulsion de TG radioactifs a permis
de montrer que le tissu adipeux brun représente un site de captation majeur impliqué dans
la clairance des TG lors du traitement avec la rosiglitazone. Sans sous-estimer |'importance
du tissu adipeux blanc, ces résultats montrent que le tissu adipeux brun joue un réle central
dans I’effet hypotriglycéridémiant de la rosiglitazone chez les rats. 1l est légitime de croire

que la présence de ce dépot adipeux chez les rongeurs, et son absence chez I'homme adulte,
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puisse expliquer en partie pourquoi les agonistes PPAR-y sont plus efficaces a réduire la

triglycéridémie chez les rongeurs que chez I’humain.

Les AGL furent réduits dés le premier jour de traitement avec |"agoniste. Cet effet a
été observé avant toute modification des niveaux de glucose ou d’insuline circulants,
suggerant que la diminution des AGL est un facteur important favorisant I’amélioration de
la sensibilité a "insuline lors du traitement avec de tels agonistes. Tel qu’attendu, la
réduction des AGL a été associée & 'augmentation rapide de 'expression des génes
impliqués dans la captation (FAT/CD36, FATP-1, aP2), I'estérification (GyK, PEPCK) et
dans l'entreposage (ADRP, DGAT-1) des lipides dans le tissu adipeux blanc. Ces
modulations ont aussi été observées dans le tissu adipeux brun. La diminution des AGL
circulants a été fortement associée & I’angmentation du poids du tissu adipeux brun, ce qui
suggére que ce tissu représente un important site de rétention des AGL. Cette conclusion
est en accord avec les observations faites dans 1*étude 5 et confirme du coup le rile majeur

du tissu adipeux brun dans I'effet hypolipidémiant des agonistes PPAR-y chez le rat.

Chapitre 6

Tel que décrit dans 1'introduction, 'effet des agonistes PPAR-y sur la lipolyse a
conduit au fil des ans 4 la publication de plusieurs études contradictoires. L’ étude décrite au
chapitre 6 porte sur I'effet de I’agonisme de PPAR-y sur la lipolyse des tissus adipeux.
Cette étude, qui se détache légérement des autres études, a été réalisée suite a 1"observation
d*une importante stimulation lipolytique induite par |'agoniste PPAR-y COOH (voir

chapitre 2).

[Les agonistes PPAR-y sont reconnus pour diminuer rapidement les AGL circulants.
Malgré cet effet, nous avons vu que la lipolyse basale ou stimulée a la norépinéphrine ou au
dibutyryl AMPc est fortement stimulée dans des adipocytes isolés ou des explants de tissus
prélevés d’animaux traités avec des agonistes PPAR-y. Cette stimulation lipolytique,
observée dans tous les dépdts adipeux récoltés, a été associée a une forte augmentation de

I'expression des lipases impliquées dans la dégradation des TG intracellulaires. La
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rosiglitazone a augmenté |’expression de ’ATGL et de la MGL dans tous les tissus et a
stimulé I"expression de la HSL uniquement dans le tissu adipeux sous-cutané. Les fortes
corrélations observées entre |"expression des lipases (ATGL, MGL) et la libération d’AGL
par les explants de tissus suggeérent que |'augmentation de la lipolyse induite par
I"agonisme de PPAR-y soit liée a I'expression de ces lipases. Comment I'augmentation du
potentiel lipolytique induite par I"agonisme de PPAR-y peut-¢lle étre li¢e 4 la réduction des
AGL circulants observés in vivo lors de 'utilisation de ces agonistes 7 Pour répondre a
cette question, nous avons incubé des explants de tissu dans des conditions physiologiques
d’insuline. Nous avons vu que le potentiel anti-lipolytique de 1'insuline est fortement induit
par le traitement a la rosiglitazone. Nous avons aussi vu que |'expression des génes
impliqués dans la captation (FATP-1, aP2) et I’estérification (GyK, PEPCK) des AG sont
fortement induits par I’agoniste. Ainsi, I’augmentation du potentiel lipolytique induit par la
rosiglitazone semble étre contrebalancée par une augmentation concomitante du potentiel
anti-lipolytique de 1'insuline et de la capacité de rétention des AG par le tissu adipeux. La
stimulation des sentiers métaboliques liés 4 la libération et a la captation des AG pourrait
exacerber 'activité du cycle futile dans lequel les AG issus de la lipolyse sont rapidement
ré-estérifiés sans jamais quitter 'adipocyte (Figure 6). Il est connu que I"augmentation de la
vitesse d'un cycle futile améliore le contréle hormonal du procédé métabolique touché par
ce cycle (Newsholme, 1980; Brooks er al., 1982; Miyoshi er al., 1988; Wolfe er al., 1990,
Kalderon ef al., 2003). Nous pouvons ainsi émettre I"hypothése selon laquelle la mise en
place de ce cycle futile a pu potentialiser I’effet anti-lipolytique de I'insuline et 4 exacerber
I’effet lipolytique de la norépinéphrine (Figure 6). Cette hypothése est en parfait accord
avec les résultats d’une étude montrant que les agonistes PPAR-y augmentent chez le rat
I"effet anti-lipolytique de 1'insuline tout en augmentant la capacité nette du tissu adipeux de
libérér des AGL lors du jefine (Oakes et al., 2001). L'amélioration rapide de la signalisation
de I'insuline induite par les agonistes PPAR-y contribue probablement aussi aux effets
observés (Jiang et al., 2002). Lorsque rassemblées, ces observations complexes pourraient
expliquer pourquoi des données contradictoires ont ét¢ publiées jusqu’ici relativement aux
effets des agonistes PPAR-y sur la lipolyse. En effet, puisque la stimulation de PPAR-y a
des effets pro- et anti-lipolytiques, I'utilisation de différents modéles favorisant I'un ou

['autre de ces effets a pu favoriser 1" hétérogénéité des observations.
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Figure 5. Résumé des effets de la rosiglitazone sur la lipolyse.

La lipolyse est affectée de diverses maniéres par I'agonisme de PPAR-y. (A) En condition basale, la
rosiglitazone augmente |"expression de la lipase des triglycérides du tissu adipeux (ATGL), de la lipase
hormono-sensible (HSL), de la lipase du monoacylglycérol (MGL), de la glycérol kinase (GyK), de la
phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK), de la protéine de liaison aux acides gras (aP2) et de la protéine
de transport des acides gras-1 (FATP-1) dans les adipoeytes. Cet effet favorise I"'activité d'un cycle futile dans
lequel les acides gras (AG) sont rapidement ré-estérifiés suite 4 la lipolyse des triglycérides (TG)
intracellulaires. Ces modulations pro- et anti-lipolytiques résultent en une stimulation nette de la lipolyse en
condition basale (B). La surexpression des lipases exacerbe la réponse lipolytique lors de la stimulation 4 la
norépinéphrine. Cet effet augmente la libération d*acides gras libres {AGL) par les adipocytes. (C) D'un autre
coté, 1"augmentation de la capacité de captation et de rétention des AG induit par la rosiglitzone réduit
fortement la libération d”AGL par les adipocytes lors de I'incubation avec I'insuline. La potentialisation de la
signalisation de 1"insuline par la rosiglitazone pourrait aussi contribuer 4 réduire la libération des AGL lors de
I"incubation avec I'insuline.
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Lorsque rassemblés, ces résultats montrent que ["agonisme de PPAR-y augmente la
flexibilité métabolique du tissu adipeux en lui permettant de libérer plus d’ AGL en période
de jeline et moins d’AGL en période d’abondance. Le meilleur contréle de la libération des
AGL par le tissu adipeux représente un mécanisme probable par lequel 'agonisme de
PPAR-y contribue & I'amélioration de la sensibilité a4 I'insuline. D’autres études sont
cependant requises afin de mieux comprendre les mécanismes par lesquels 1'agonisme de
PPAR-y affecte la lipolyse. Par exemple, il sera intéressant d’évaluer in vivo dans quelle
mesure les modulations de ['activité adrénergique et thyroidienne observées lors de
I"utilisation de ces agonistes (Thurlby er al., 1987; Sell et al., 2004, Festuccia et al.,
observations non publiées) affectent la lipolyse du tissu adipeux et les niveaux d’AGL en

circulation.

Perspectives de recherche

Les dépots adipeux sous-cutanés et viscéraux sont reconnus pour partager
d'importants traits communs quant & leur fonction et & leur métabolisme de base. Or, ces
tissus sont aussi reconnus pour avoir une identité métabolique qui leur est propre affectant
leur impact sur la sensibilité a I'insuline systémique. Les travaux déerits dans cette thése
montrent que les tissus adipeux isolés de différents sites anatomiques répondent de fagon
variée a |'agonisme de PPAR-y. Nous avons vu que la stimulation de PPAR-y induit le
remodelage du tissu adipeux en affectant différemment dans chaque tissu le métabolisme
des lipides. Ces modulations de la captation, de [’estérification, du stockage et de
I'oxydation des AG dans les tissus adipeux se sont révélées étre importantes dans

I"amélioration de la lipémie.

Au cours des prochaines années, il serait intéressant d’approfondir les connaissances
relatives aux mécanismes impliqués dans les effets des agonistes de PPAR-y sur la
redistribution des graisses et I'amélioration de la lipémie. Par exemple, il serait intéressant
d’évaluer le rile de I"adiponectine dans ces effets des agonistes PPAR-y. 1. observation
d’un étroit paralléle entre la surexpression de I'adiponectine et le traitement avec les

agonistes PPAR-y laisse présager que l'activation de la LPL, la réduction de la
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triglycéridémie et la redistribution du tissu adipeux induites par la stimulation de PPAR-y,
puissent étre causées en partie par ’augmentation des niveaux circulants d’adiponectine
(Combs et al., 2004). Le traitement de souris déficientes en adiponectine avec 1’agoniste

COOH nous permettrait de vérifier cette hypothése.

Dans un autre ordre d’idées, il serait iniéressant d’évaluer dans quelle mesure la
stimulation de la biogenése des mitochondries induite par I'agonisme de PPAR-y influence
le métabolisme des substrats énergétiques dans le tissu adipeux. La mesure de la
consommation d’oxygéne par des adipocytes 1solés & partir de tissus d’animaux controles
ou traités au COOH, incubés en présence d’une dose croissante d’un agoniste p;-
adrénergique ou d’insuline, pourrait nous permettre de vérifier la fonctionnalité de ces
cellules. Ces résultats, associés aux mesures in vivo de [|'activité sympathique et
thyroidienne dans les tissus adipeux, pourraient nous permettre de mieux saisir I'impact de
I'augmentation du potentiel oxydatif du tissu adipeux sur la redistribution des graisses et

sur I’homéostasie énergétique.

Finalement, bien que les travaux présentés dans cette thése montrent que I'agonisme
de PPAR-y favorise le remodelage du tissu adipeux en affectant différentiellement divers
aspects du métabolisme des lipides dans les tissus adipeux, il reste que les mécanismes
moléculaires précis a la base de ces effets ne sont pas connus. Plusieurs mécanismes
pourraient étre responsables de la spécificité d*action des agonistes PPAR-y et mériteraient
qu'on s'y attarde au cours des prochaines années. Tel que décrit dans I'introduction du
présent ouvrage, il serait important d’identifier les cofacteurs nucléaires recrutés par PPAR-
y dans les tissus adipeux et d"évaluer dans quelle mesure ces cofacteurs sont impliqués dans
la modulation différentielle de I'expression génique induite par les agonistes PPAR-y. La
mesure des niveaux de phosphorylation et de SUMOylation de PPAR-y entre les tissus
serait aussi intéressante puisque ces modifications post-traductionnelles représentent des
éléments pouvant affecter le recrutement des cofacteurs nucléaires et |'activité de ce
récepteur.  L'identification de tels mécanismes moléculaires menant a |’activation
différentielle de PPAR-y sera utile afin de développer des modulateurs sélectifs de PPAR-y

(sPPARm, selective PPAR modulator) ayant le pouvoir de potentialiser les effets positifs et
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de réduire les effets secondaires liés & l'agonisme de PPAR-y. Au-deld de toutes
considérations pharmacologiques, ces travaux fourniront des informations cruciales nous
permettant de mieux comprendre le métabolisme des diverses masses adipeuses et les
mécanismes de base par lesquels ces tissus affectent différemment 1"homéostasie

métabolique.

Conelusion

Les travaux décrits dans le présent ouvrage ont permis de mettre en lumiére la
spécificité d’action des agonistes PPAR-y sur le métabolime des différentes masses
adipeuses. Les études décrites dans cette thése ont permis d'identifier plusieurs
déterminants du métabolisme des lipides impliqués dans la redistribution du tissu adipeux
lors de 1'utilisation d’un agoniste PPAR-y chez le rongeur. Ces études ont de plus permis de
constater que les modulations du métabolisme du tissu adipeux induites par 1’agonisme de
PPAR-y sont intimement liées a I’amélioration de la triglycéridémie et des AGL circulants.
Nous avons remarqué que I'augmentation de 1’hydrolyse des TG liée a I"augmentation de
I'activité de la LPL dans le tissu adipeux est trés importante, mais non essentielle, a 1"effet
hypotriglycéridémiant de ces agonistes. Aussi, nous avons vu que, chez les rongeurs, le
tissu adipeux brun représente une cible majeure des agonistes PPAR-y. Les profondes
madifications du métabolisme de ce tissu menant a I"augmentation de la rétention des
lipides pourraient expliquer en partie pourquoi ces agonistes sont plus efficaces a réduire la
lipémie chez les rongeurs que chez les humains. Finalement, |"analyse des effets d'un
agoniste PPAR-y sur la lipolyse du tissu adipeux ont permis de mieux comprendre par quels

mécanismes ces agonistes réduisent les AGL circulants.
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