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RÉSUMÉ 

Les agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes-y 

(PPAR-y) sont utilisés en clinique pour le traitement de la résistance à l'insuline et du 

diabète de type 2. En plus de favoriser l'amélioration de la sensibilité à l'insuline, ces 

agonistes induisent de profondes modifications du métabolisme des lipides. Entre autres, 

ces composés augmentent l'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 thèse montrent chez le rat que l'agonisme de PPAR-y augmente l'accumulation 

des graisses dans le tissu adipeux sous-cutané en augmentant la différenciation adipocytaire 

et l'expression/l'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 l'énergie et l'oxydation des lipides 

fut préférentiellement induite dans le tissu adipeux viscéral, contribuant ainsi à réduire 

l'accrétion des lipides dans ce tissu. Ces travaux montrent que l'augmentation de l'activité 

de la lipase lipoprotéique (LPL) dans le tissu adipeux sous-cutané et le tissu adipeux brun 

contribue fortement à l'augmentation de l'accumulation des graisses dans ces tissus et à la 

réduction de la triglycéridémie. Ces études soulignent le rôle majeur du tissu adipeux brun 

dans l'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 à cet effet. En absence de LPL, la réduction des AGL causée par l'augmentation 

de la rétention des lipides dans les tissus adipeux a réduit l'accumulation des lipides dans le 

foie, le potentiel de sécrétion des TG et la triglycéridémie. L'amélioration de l'effet anti-

lipolytique de l'insuline et l'augmentation de l'expression des gènes impliqués dans 

l'estérification et le recyclage des acides gras dans le tissu adipeux ont contribué à réduire 

les AGL. Cette diminution s'est produite malgré le fait que l'agonisme de PPAR-y a 

augmenté le potentiel lipolytique du tissu adipeux en stimulant l'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 résistance and type 2 diabètes. In addition to improving insulin 

sensitivity, thèse agonists induce profound changes in lipid metabolism. Indeed, PPAR-y 

agonists increase lipid accumulation in subcutaneous fat and reduce lipid déposition in 

viscéral fat. Concomitantly with thèse changes, PPAR-y agonism reduces circulating 

triglycérides (TG) and non-esterified free fatty acids (NEFA). The précise mechanisms 

involved in thèse 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 déterminants of lipid uptake and rétention. In 

viscéral fat, thèse déterminants were not strongly affected by the treatment. In this tissue, 

energy dissipation and lipid oxidation were preferentially increased, contributing to reduce 

fat accretion in viscéral dépôts. We show hère 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 thèse dépôts and with 

the réduction in circulating TG. This work underlies the major rôle of brown adipose tissue 

in the hypolipidemic effect of PPAR-y agonism in rodents. Although adipose tissue LPL is 

important for the réduction in circulating TG in PPAR-y agonist-treated animais, 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 rétention in adipose tissue reduced lipid 

accumulation in the liver, TG sécrétion potential and triglyceridemia. The improvement of 

insulin's anti-lipolytic action and the stimulation of the expression of gènes 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 à la Faculté des études supérieures de l'Université 

Laval pour l'obtention du diplôme de Philosophas Doctor es Sciences (Ph.D.). 

Généralement, cette thèse porte sur l'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 l'amélioration de la 

lipémie postprandiale par les agonistes PPAR-y. La thèse contient une introduction générale 

rédigée en français portant sur le métabolisme des triglycérides et des acides gras libres 

circulants, sur les mécanismes impliqués dans le développement de la résistance à l'insuline 

et du diabète de type 2, et sur le mode d'action des agonistes PPAR-y. Les chapitres 1 à 6 

constituent le corps de l'ouvrage et relatent en détail les travaux de recherche réalisés pour 

cette thèse. 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 

thèse en résumant les principaux résultats obtenus et en discutant des voies futures à 

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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1. Obésité, résistance à l'insuline et diabète de type 2 

1.1 Introduction 

L'obésité est un problème de santé majeur qui a atteint au cours des dernières 

décennies des proportions épidémiques. En 2004, il a été estimé que près de 60% de la 

population canadienne souffrait de surplus de poids ou d'obésité (Statistique Canada, 

2004). La même tendance a été observée dans la plupart des pays industrialisés (James, 

2004). Les conséquences de l'obésité sur la santé publique sont considérables. En effet, 

cette condition est directement responsable de l'augmentation de l'incidence de la 

résistance à l'insuline, du diabète 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 à 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 et al, 2004). Dans ce contexte, l'étude des 

mécanismes liant l'obésité, la résistance à l'insuline et le diabète de type 2 est primordiale 

afin de développer des outils permettant de prévenir ou de mieux traiter les conséquences 

néfastes de ces pathologies. 

1.2 Mécanismes liant l'obésité, la résistance à l'insuline et le diabète de type 2 

La résistance à l'insuline observée chez les personnes obèses et les individus 

diabétiques de type 2 est caractérisée par l'incapacité des tissus ciblés par l'insuline de 

répondre normalement à l'action de cette hormone (Petersen et Shulman, 2002). Pour 

maintenir une glycémie normale en présence de résistance à l'insuline, les cellules-|3 du 

pancréas augmentant la sécrétion d'insuline. Chez les patients diabétiques de type 2, la 

résistance à l'insuline précède le diagnostic de cette maladie de dix ou vingt ans (Warram et 

al, 1990). Suite à cette longue période de compensation par les cellules-(3, l'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 l'amplification de la résistance des 
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tissus à l'action de l'insuline. Finalement, la détérioration progressive de la sécrétion 

d'insuline causé par la défaillance des cellules-(3 provoque la transition de l'insulino-

résistance vers le diabète de type 2. 

L'accumulation du tissu adipeux, qui définit l'obésité, joue un rôle central dans le 

développement de la résistance à l'insuline et du diabète 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 sensibilité à l'insuline et l'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 rôle de premier plan dans le développement de la résistance à l'insuline. 

L'hypertrophie et l'hyperplasie adipocytaire, de même que la réduction de l'action anti-

lipolytique de l'insuline, contribuent à l'augmentation des niveaux circulants d'acides gras 

libres (AGL) chez les obèses (Van Gaal et al, 2006). L'augmentation du contact entre les 

AGL et le foie, le muscle squelettique et le pancréas favorise l'accumulation de dérivés 

lipidiques (diacylglycérol, acyl-CoA à longues chaînes, céramides) dans ces tissus (Cooney 

et al, 2002; Assimacopoulos-Jeannet, 2004). Ces produits réduisent la sensibilité à 

l'insuline en stimulant l'action de sérine/thréonine kinases reconnues pour phosphoryler en 

serine et inactiver les substrats du récepteur à l'insuline (1RS, insulin receptor substrate) -1 

et -2 (Shulman, 2000). La réduction de l'activité d'IRS-1 et IRS-2 diminue l'activation de 

la phophatidylinositol-3 kinase (PI3K), ce qui empêche l'activation normale de la cascade 

signalétique activée par la liaison de l'insuline à son récepteur. Cet effet diminue le 

recrutement des transporteurs de glucose 4 (GLUT4) et l'entrée du glucose dans les cellules 

du muscle et du tissu adiepeux. Il est aussi connu que les dérivés lipidiques favorisent 

l'apoptose des cellules-P du pancréas (Assimacopoulos-Jeannet, 2004). 
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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; IL-6, interleukin-6; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; NO, nitric 
oxide; PAI-1, plasminogen activator inhibitor-1; RBP-4, retinol binding protein-4; TNF-a, tumor 
necrosis factor-a; TGF-p\ transforming growth factor-fi; VEGF, vascular endothelial growth 
factor. Pour la traduction française, voir la section Liste des abréviations. 

Plusieurs protéines produites et libérées par le tissu adipeux sont perçues comme 

des cibles possibles pouvant lier l'obésité au développement de la résistance à l'insuline. 

De ces protéines, l'adiponectine est un candidat particulièrement intéressant. 

L'adiponectine influence la sensibilité à l'insuline en favorisant l'oxydation des lipides et 

en réprimant la production hépatique de glucose par des mécanismes dépendants de la 

protéine kinase activée par l'adénosine monophosphate (AMPk, adenosine 

monophosphate-activatedprotein kinase) (Berg et al, 2001; Combs et al, 2001; Yamauchi 

et al, 2002). L'étroite association entre l'hypoadiponectinémie observée chez les obèses et 
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la résistance à l'insuline de même que le diabète de type 2 suggère un rôle central de cette 

adipokine dans le maintien de l'homéostasie métabolique et énergétique (Weyer et ai, 

2001). La leptine, qui est produite en fonction des réserves de tissu adipeux, est une autre 

adipokine reconnue pour influencer positivement la sensibilité à l'insuline en réduisant la 

prise alimentaire et en stimulant l'oxydation des lipides dans les tissus périphériques 

(Kershaw et Flier, 2004). Chez l'obèse, il est connu que des mécanismes menant à la 

résistance à la leptine prennent place et contribuent à augmenter l'accumulation des lipides 

dans les tissus et la résistance à l'insuline (Unger, 2002, 2003). La récente découverte de 

l'induction de la résistance à l'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 obèses, montre que cette adipokine pourrait aussi faire 

le lien entre l'obésité et la résistance à l'insuline (Yang et ai, 2005). 

Le 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 dernières années, il a été découvert 

qu'une forte infiltration de macrophages se produit dans le tissu adipeux de plusieurs 

modèles de souris obèses (Weisberg et ai, 2003; Xu et ai, 2003b). La colonisation du tissu 

adipeux par les macrophages, un phénomène qui est amplifié par la production de la 

protéine attractrice des monocytes-1 (MCP-1, monocyte chemoattractantprotein-1) (Kanda 

et ai, 2006; Weisberg et ai, 2006), contribue à la surproduction par le tissu adipeux de 

cytokines pro-inflammatoires telles le facteur de nécrose tumoral-a (TNF-a, tumor 

necrosis factor-a) et l'interleukine-6 (IL-6). Il est maintenant bien connu que ces cytokines 

favorisent le développement de la résistance à l'insuline en stimulant la lipolyse du tissu 

adipeux et en inhibant directement la signalisation de l'insuline (Green et ai, 1994; 

Hotamisligil et ai, 1994; Gasic et ai, 1999). Bien que les causes précises menant à 

l'infiltration des macrophages dans le tissu adipeux et à l'inflammation chronique ne soient 

pas encore élucidées, il reste que ces éléments représentent d'importants mécanismes 

pouvant lier l'obésité au développement de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2 

(Wellen et Hotamisligil, 2003; Neels et Olefsky, 2006). 
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La distribution des graisses entre les dépôts adipeux périphériques (sous-cutanés) et 

les dépôts adipeux centraux (viscéraux) joue un rôle de premier plan dans le développement 

de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2. Plusieurs études ont montré que les 

individus ayant une importante accumulation de graisses viscérales sont plus à risque de 

développer le diabète de type 2 et des maladies cardiovasculaires que des individus de 

même poids qui accumulent leurs graisses dans les tissus adipeux sous-cutanés (Kissebah et 

al, 1982; Krotkiewski et al, 1983; Kannel et al, 1991). Les adipocytes des dépôts adipeux 

viscéraux sont reconnus comme étant moins sensibles à l'action anti-lipolytique de 

l'insuline et plus sensibles à l'action des catécholamines que les adipocytes isolés des 

dépôts adipeux sous-cutanés (Lewis et al, 2002). Ainsi, l'accumulation préférentielle des 

graisses dans le tissu adipeux viscéral mène à l'élévation des niveaux d'AGL en circulation 

et favorise la déposition ectopique des lipides dans les tissus (muscle squelettique, foie, 

cellules-(3 du pancréas), ce qui favorise le développement de la résistance à l'insuline 

(Shulman, 2000; Lewis et al, 2002). De plus, le fait que le tissu adipeux viscéral soit 

intimement lié au foie via la veine porte expose cet organe à de grandes quantités d'AGL. 

Cette situation exacerbe les effets néfastes des lipides sur le foie et contribue à augmenter la 

production hépatique de glucose et la sécrétion des triglycérides (TG) (Després et Lemieux, 

2006). Il a aussi été démontré que le tissu adipeux viscéral sécrète plus de cytokines pro-

inflammatoires que le tissu adipeux sous-cutané (Lyon et al., 2003). Cet effet pourrait être 

une conséquence directe d'une infiltration de macrophages plus importante dans le tissu 

adipeux viscéral (Cancello et al, 2006; Van Gaal et al, 2006). 
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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 être strictement contrôlé. 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 l'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 

extrêmement 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 nommés 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 à établir le destin métabolique des 

lipoprotéines en favorisant le maintien de leur structure, en permettant l'activation ou 

l'inhibition d'enzymes impliquées dans leur métabolisme et en facilitant leur interaction 

avec des récepteurs spécifiques. De par leur composition en lipides et protéines, cinq 

classes de lipoprotéines ont été répertoriées et classées selon leurs propriétés physico

chimiques. Ces différents groupes sont : les chylomicrons, les lipoprotéines de très basse 

densité (VLDL, very low density lipoproteins), les lipoprotéines de densité intermédiaire 

(IDL, intermediate density lipoproteins), les lipoprotéines de basse densité (LDL, low 

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 l'impact des agonistes 
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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 exogènes dans l'organisme. Ces lipoprotéines produites dans l'intestin 

transportent en leur centre lipidique des quantités importantes de TG issus de la digestion 

des lipides alimentaires. 

À la suite du repas, plusieurs lipases contribuent à la dégradation des lipides 

alimentaires. De ces lipases, notons entre autres les lipases gastrique et pancréatique, la 

cholestérol estérase pancréatique et la phospholipase pancréatique A2. Ces enzymes 

catabolisent respectivement l'hydrolyse des TG, des esters de cholestérol et des 

phospholipides à 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 et al, 2001). À 

l'intérieur de l'entérocyte, les AG sont pris en charge par les protéines de liaison des acides 

gras (FABP, fatty acid binding proteiri) (Storch et Thumser, 2000). Les acides gras à 

courtes chaînes (moins de 12 carbones) traversent l'entérocyte par voie passive et sont mis 

en circulation liés à l'albumine. Les acides gras à plus longue chaîne sont utilisés pour la 

synthèse des TG, des esters de cholestérol et des phospholipides dans le réticulum 

endoplasmique lisse de l'entérocyte. Les chylomicrons sont ensuite assemblés par l'ajout 

de TG sur une particule composée de phospholipides et de l'apoB-48. Cette réaction est en 

partie catalysée par la protéine de transfert microsomale des triglycérides (MTP, 

microsomal triglycéride transfert proteiri) (Hussain, 2000). Bien que l'apoB-48 représente 

la principale apolipoprotéine sur laquelle est construite le chylomicron, l'apoA-I, A-II et A-

IV peuvent aussi se joindre à la lipoprotéine durant son assemblage. Lorsque la maturation 

avance, les chylomicrons sont déplacés vers l'appareil de Golgi d'où ils sont excrétés dans 
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la lymphe. Durant leur passage de la lymphe vers le plasma, les chylomicrons acquièrent 

d'autres apolipoprotéines (apoC-I, C-II, C-III et -E) en interagissant avec les HDL. 

L'acquisition de ces nouvelles apolipoprotéines jouera un rôle 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 endogène des TG. Bien qu'elles contiennent en leur 

centre lipidique une mince fraction d'esters de cholestérol, les VLDL sont composées 

essentiellement de TG. La quantité de TG s'y retrouvant est cependant plus faible que dans 

les chylomicrons. 

Les TG endogènes 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 synthèse de novo d'AG, de la captation d'AG provenant de 

l'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 VLDL. En effet, ces lipides nouvellement synthétisés doivent être 

hydrolyses à nouveau avant de pouvoir servir de précurseurs à la formation des VLDL 

(Gibbons et al, 1992). La triacylglycérol hydrolase (TGH) est l'enzyme qui catalyse cette 

réaction. Les AG produits par cette réaction sont ensuite réestérifiés en TG par un 

processus impliquant la diacylglycérol acyltransférase 2 (DGAT-2) (Gibbons et al, 2004). 

L'assemblage des VLDL se produit en plusieurs étapes dans divers compartiments 

cellulaires. En premier lieu, l'apoB-100 est synthétisée dans le réticulum endoplasmique 

rugueux. Lorsque l'apoB-100 est synthétisée, elle se déplace dans le réticulum 

endoplasmique lisse où des lipides y sont ajoutés pour la formation d'une VLDL naissante. 

Des gouttelettes de TG y sont ensuite ajoutées jusqu'à la formation complète de VLDL. Tel 

que décrit dans la section précédente, la MTP joue un rôle important dans l'assemblage de 

ces lipoprotéines (Shelness et Sellers, 2001). Lorsque matures, les VLDL sont sécrétées 

dans le plasma où elles acquièrent d'autres apolipoprotéines (apoC-I, C-II, C-III et -E) en 
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interagissant avec les HDL. Tel que mentionné précédemment pour les chylomicrons, 

l'acquisition de ces nouvelles apolipoprotéines jouera un rôle de premier plan dans le destin 

métabolique des VLDL (voir section 2.1.3). 

2.1.3 Le destin métabolique des particules riches en triglycérides 

La mise en circulation des TG par le foie et l'intestin a pour but de fournir aux tissus 

périphériques une source d'énergie pouvant être 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 lipasé). 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 lipasé). Le tissu adipeux, la glande mammaire, le muscle 

squelettique et le cœur sont les tissus où l'activité de la LPL est la plus importante (Mead et 

al, 2002). Suite à l'expression et à la synthèse de la LPL dans les cellules 

parenchymateuses, la LPL est glycosylée dans le Golgi, dimérisée, exportée hors des 

cellules et ancrée à l'endothélium des capillaires sanguins via une liaison avec des 

glycosaminoglycans (Goldberg et Merkel, 2001). La disposition de la LPL dans la lumière 

des capillaires sanguins permet le contact avec les lipoprotéines riches en triglycérides 

(LRTG) circulantes. Il est bien connu que l'apoC-II présente à la surface des chylomicrons 

et des VLDL est requise pour l'activation de la LPL et, qu'inversement, l'apoC-III inhibe 

l'action de l'enzyme (Goldberg et Merkel, 2001). Lorsque le lien s'établit entre la LPL et 

les lipoprotéines, les TG qui y sont contenus sont hydrolyses en position 1 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 complètement hydrolyses 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 protein) du foie facilitent 

l'élimination des résidus de chylomicrons (Hussain et al, 1996). 

À l'image des chylomicrons, l'interaction entre les VLDL et la LPL libère des AG 

qui sont pris en charge par les tissus périphériques. Suite à l'hydrolyse intravasculaire des 

TG, les VLDL rapetissent et la fraction interne d'esters de cholestérol augmente de façon 

relative. Lors de l'hydrolyse des VLDL, une partie des phospholipides, de même que 

l'apoE et les apoC, quittent la surface de la VLDL et sont transférés vers les HDL afin de 

maintenir l'intégrité de la lipoprotéine. Les particules résultantes, les résidus de VLDL, ou 

IDL, peuvent ensuite être captés par le foie via le récepteur LDL ou LRP. Une partie des 

IDL peut tout de même rester dans la circulation sanguine. Les IDL circulantes sont ensuite 

transformées en LDL suite à leur hydrolyse plus complète par la LPL et la HL. Les LDL se 

caractérisent par un contenu relativement élevé en cholestérol comparativement à 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 l'humain (Genest, 2003). 

L'importante fonction hydrolytique qu'exerce la LPL sur les TG circulants suggère 

que cette lipase joue un rôle de premier plan dans la modulation de la triglycéridémie. La 

sévère chylomicronémie et la mort prématurée des souris déficientes en LPL confirme le 

rôle de cette enzyme dans le maintien de l'homéostasie du métabolisme lipidique (Coleman 

et al, 1995; Weinstock et al, 1995). Chez l'homme, la déficience en LPL est associée au 

syndrome familial de chylomicronémie, un état caractérisé par des niveaux plasmatiques de 

TG extrêmement élevés (Goldberg et Merkel, 2001). Comme la LPL est fortement active 

dans le tissu adipeux, il a été suggéré que l'hydrolyse accrue des TG dans ce tissu puisse 

jouer un rôle de premier plan dans l'accumulation des graisses (Greenwood, 1985). 

Étonnamment, la déficience en LPL chez la souris et chez l'homme ne contribue pas à 

réduire la masse adipeuse. L'augmentation de la lipogenèse et de l'activité de la EL 

montrent toutefois que des mécanismes alternatifs se mettent en place dans le tissu adipeux 

pour contrebalancer l'absence de LPL (Wagner et al, 2004; Kratky et al, 2005). Ces 

mécanismes masquent probablement l'importance de la LPL dans la modulation de 

l'accumulation des lipides dans le tissu adipeux. 
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2.1.4 La modulation de l'activité de la lipase lipoprotéique 

Comme la LPL joue un rôle central dans le métabolisme des TG, de nombreuses 

études ont été réalisées afin de déterminer les situations physiologiques (facteurs 

moléculaires) pouvant moduler l'activité de la LPL. De ces éléments, notons entre autres 

l'état nutritionnel (l'insuline), le stress (les catécholamines, les glucocorticoïdes), 

l'endotoxémie (les cytokines pro-inflammatoires, le monoxyde d'azote) et le traitement 

avec des agonistes PPAR-y (les thiazolidinediones). Afin de simplifier la compréhension du 

présent ouvrage, seuls les effets de l'état nutritionnel et des agonistes PPAR-y seront 

abordés dans les prochaines sections. 

2.1.4.1 Effets de l'état nutritionnel 

L'activité de la LPL du tissu adipeux et des muscles est fortement affectée lors de la 

transition entre le jeûne et la phase postprandiale. Lors du jeûne, l'activité de la LPL est 

réduite dans le tissu adipeux blanc et brun et induite dans le muscle squelettique et le cœur. 

Inversement, la prise alimentaire stimule l'activité de la LPL dans le tissu adipeux blanc et 

brun et réduit l'activité de l'enzyme dans le muscle squelettique et cardiaque (Goldberg et 

Merkel, 2001; Mead et al, 2002). Cette régulation différentielle de l'activité de la LPL 

contribue à orienter les AG vers l'oxydation dans le muscle en période de jeûne et vers 

l'estérification dans le tissu adipeux en période d'abondance. 

Lors des premières heures de jeûne, des mécanismes post-traductionnels favorisant 

la dégradation de la LPL et la diminution des niveaux extracellulaires de la LPL active 

(dimérisée) contribuent à la réduction de l'activité de l'enzyme dans le tissu adipeux (Bergo 

et al, 1996; Lee et al., 1998; Wu et al., 2003). Une étude suggère qu'un gène inconnu, 

indépendant de la LPL, doit être spécifiquement exprimé pour réduire l'activité de la LPL 

dans le tissu adipeux lors du jeûne (Bergo et al., 2002). Ce gène n'a pas encore été 

formellement identifié mais de récents travaux suggèrent fortement qu'il pourrait s'agir de 

la protéine similaire à l'angiopoïétine-4 (AngptW, angiopoietin-like-4) (Koster et al, 2005; 

Sukonina et al, 2006). L'Angptl-4, reconnue pour inhiber l'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 jeûne 

(Li, 2006). Il a été démontré récemment que la liaison de l'Angptl-4 à la LPL favorise la 

monomérisation et l'inactivation de l'enzyme (Sukonina et al, 2006). La forte réduction de 

la triglycéridémie et l'augmentation de l'activité de la LPL dans les souris déficientes en 

Angptl-4 soulignent l'importance de cette protéine dans la régulation de la triglycéridémie 

(Koster et al, 2005). En plus de ces mécanismes, il a été démontré que le long jeûne réduit 

l'expression et la synthèse de la LPL dans le tissu adipeux (Lee et al, 1998). Lors de la 

prise alimentaire, l'élévation de l'insulinémie semble être le déterminant majeur de 

l'activation de la LPL dans le tissu adipeux (Picard et al, 1999). L'absence de changement 

de l'expression génique et de la masse de la LPL souligne l'implication de mécanismes 

post-traductionnels dans la stimulation rapide de l'activité LPL en phase postprandiale 

(Doolittle et al, 1990). L'augmentation de l'activité de la LPL du tissu adipeux en ces 

conditions a été associée essentiellement à l'augmentation de la présence extracellulaire de 

la forme active de la LPL (Wu et al., 2003). Dans le muscle, les mécanismes moléculaires 

impliqués dans la modulation de l'activité de la LPL par l'état nutritionnel sont moins bien 

connus. Aussi, les mécanismes de contrôle précis impliqués dans la régulation différentielle 

de l'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 à l'insuline et du diabète de type 2. Les détails 

relatifs à la biologie de PPAR-y ainsi qu'aux effets physiologiques associés à leur activation 

seront discutés en détail à la section 3 de la présente introduction. Les TZD sont reconnus 

pour augmenter l'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 et al, 2004; Teruel et al, 

2005). L'augmentation de l'activité de la LPL semble être causée principalement par la 

stimulation de l'expression de la LPL dans les tissus adipeux. Chez la souris, il a été 

démontré que le gène de la LPL porte en position -169 à -157 de son promoteur un élément 

de réponse aux proliférateurs des peroxysomes (PPRE, peroxisome proliferator response 
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élément) (Schoonjans et 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 à 

l'initiation de la transcription des gènes (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 jeûne 

ou de l'effort physique, l'hydrolyse des réserves de TG et la libération d'AGL par le tissu 

adipeux blanc fournit des substrats énergétiques pour répondre aux besoins de l'organisme. 

2.2.1 La lipolyse 

La lipolyse du tissu adipeux est le processus catabolique par lequel l'hydrolyse des 

TG emmagasinés dans le tissu adipeux conduit à 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 triglycéride 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 libère des AG en hydrolysant le 

diacylglycérol en monoacylglycérol et en AG. Cependant, cette lipase peut aussi, mais de 

façon moins efficace, effectuer les deux autres étapes de l'hydrolyse des TG. Finalement, la 

MGL catalyse l'étape finale du catabolisme des TG en produisant du glycérol et un AG à 

partir du monoacylglycérol (Yen et Farese, 2006). La contribution réelle de la MGL à la 

lipolyse est toutefois limitée. En effet, de récents travaux ont montré que, chez le rongeur, 

près de 95% de la lipolyse est dépendante de l'action de la HSL et de l'ATGL (Schweiger 

et al, 2006). Des données indiquent toutefois que la contribution de l'ATGL à la lipolyse 

pourrait être plus limitée chez l'homme que chez les rongeurs (Ryden et 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 l'action d'hormones et de 

cytokines telles les catécholamines, l'insuline, les glucocorticoïdes, le peptide natriurétique 

auriculaire, la leptine, la résistine, le TNF-a et l'IL-6 (Holm et al, 2000; Arner, 2005). 

Jusqu'à maintenant, les effets de l'insuline et des catécholamines sur l'activation/la 

répression de la lipolyse demeurent les mieux caractérisés. La toute récente découverte de 

l'ATGL et le peu d'attention portée jusqu'ici à la MGL limitent essentiellement ces 

connaissances à la biologie de la HSL. 

2.2.1.1 Effets des catécholamines 

Les catécholamines (adrénaline, noradrénaline) libérées lors du jeûne sont 

reconnues pour stimuler fortement la lipolyse. L'effet des catécholamines sur la lipolyse 

passe par leur liaison aux récepteurs adrénergiques présents à la surface des adipocytes. 

Chez l'humain, quatre récepteurs sont présents (Pi, P2, P3, CI2A) tandis que les adipocytes 

des rongeurs n'en possèdent que deux les (|3i et fc) (Germack et al, 1997; Arner, 2005). 

Ces récepteurs sont couplés à des protéines-G qui régulent l'activité de l'adénylate cyclase 

(AC), une enzyme catalysant la production de l'adénosine 3',5'-monophosphate cyclique 

(AMPc). La stimulation des récepteurs (3-adrénergiques par les catécholamines stimule 

l'AC, augmente la production d'AMPc et stimule l'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 et al, 

2000; Martinez-Botas et al, 2000; Tansey et al, 2001). La phosphorylation de ces 

protéines favorise la translocation de la HSL sur la gouttelette lipidique et l'augmentation 

de la lipolyse (Sztalryd et al, 2003). La stimulation adrénergique est aussi reconnue pour 

activer l'ATGL. Cependant, contrairement à la HSL, aucune phosphorylation ni 

translocation de l'ATGL n'est observée lors de l'activation de la PKA en réponse à 

l'isoprotérénol, un agoniste |3-adrénergique (Zimmermann et al, 2004). La récente 

découverte de l'activation de l'ATGL par la protéine CGI-58, une protéine associée à la 

PLIN, représente une piste intéressante pour éclaircir les mécanismes contrôlant l'activité 

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

L'insuline représente un important inhibiteur physiologique de la lipolyse induite 

par les catécholamines. L'effet anti-lipolytique de l'insuline passe par la phosphorylation et 

l'activation de la phosphodiestérase 3B (PDE3B), une protéine impliquée dans la 

dégradation de l'AMPc . Au niveau signalétique, la stimulation de la PDE3B par l'insuline 

implique le récepteur à l'insuline, les 1RS, la PI3K et la protéine kinase B (PKB/AKT) 

(Holm et al, 2000). La réduction des niveaux intracellulaires d'AMPc induite par 

l'activation de la PDE3B réduit la phosphorylation de la HSL et de la PLIN par la PKA, ce 

qui conduit à la diminution de la lipolyse. Il a été démontré que l'inactivation spécifique de 

la PDE3B bloque complètement les effets anti-lipolytiques de l'insuline (Holm et al, 

2000). Cependant, des études ont aussi démontré qu'à long terme, l'insuline réduit la 

lipolyse par des mécanismes indépendants des niveaux intracellulaires d'AMPc (Honnor et 

al, 1985). L'observation récente de la réduction de l'expression de l'acide ribonucléique 

messager (ARNm) de l'ATGL en réponse à l'insuline pourrait fournir un mécanisme 

possible pouvant expliquer ces effets (Kershaw et al, 2006; Kim et al, 2006). Les 

mécanismes précis par lesquels l'insuline réduit l'expression de l'ATGL ne sont pas encore 

connus. 

2.2.2 La glycéronéogenèse 

La lipolyse des TG du tissu adipeux n'est pas un procédé parfaitement efficace 

résultant en la libération de trois AG par molécule de glycérol. Des études ont démontré 

que de 30% à 70% des AG issus de la lipolyse sont immédiatement ré-estérifiés sous forme 

de TG dans la cellule adipeuse (Cadoudal et al, 2005). L'établissement d'un tel cycle futile 

dépend de la production intracellulaire de glycérol-3-phosphate (G3P), la molécule sur 

laquelle les AG sont estérifiés pour synthétiser des TG. Dans le tissu adipeux, le G3P est 

produit à partir du glucose, du glycérol, du pyruvate, du lactate et d'acides aminés. Lors du 

jeûne, la production du G3P dépend principalement du métabolisme du pyruvate, du lactate 

et des acides aminés et implique l'action de la phosphoénolpyruvate carboxykinase 

(PEPCK). Ce sentier métabolique, connu sous le nom de glycéronéogenèse, joue un rôle 
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important dans le contrôle de la libération des lipides en fournissant un substrat sur lequel 

les AG peuvent être ré-estérifiés (Reshef et al, 2003). La surexpression de la PEPCK dans 

le tissu adipeux a été associée à la diminution des AGL plasmatiques et à l'augmentation de 

la masse adipeuse blanche chez la souris (Franckhauser et al, 2002). Inversement, la 

réduction de l'expression de la PEPCK dans le tissu adipeux a été associée à une 

augmentation de la libération des AG par les cellules adipeuses et à une diminution du 

poids du tissu adipeux (Olswang et al, 2002). La glycérol 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 rôle plus limité que la PEPCK dans le contrôle de la 

ré-estérification des AG dans le tissu adipeux blanc (Reshef et al, 2003). 

2.3 La dyslipidémie associée à l'obésité et à la résistance à l'insuline 

La dyslipidémie associée à l'obésité et à la résistance à l'insuline est caractérisée par 

l'augmentation des TG et du cholestérol contenus sous forme de VLDL, par l'augmentation 

du nombre de LDL petites et denses en circulation et par la réduction des niveaux de HDL 

cholestérol (Van Gaal et 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 très importante pour l'élaboration 

de nouvelles stratégies visant à réduire la mortalité associée aux maladies cardiovasculaires. 

L'hypertriglycéridémie observée chez les patients obèses résistants à l'insuline et 

diabétiques de type 2 est le résultat d'une pléiade de dérèglements métaboliques qui ne 

sont, pour le moment, que partiellement élucidés. 
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tissu adipeux «* *" adipeux 

Figure 2. Représentation schématisée du métabolisme des triglycérides et des acides gras libres en situation normale (A) et dans la 
résistance à l'insuline (B). 

(A) Les acides gras (AG) à courte chaîne (moins de 12 carbones) absorbés dans l'intestin sont mis en circulation sous forme d'acides gras libres (AGL). Les AG à 
longue chaîne sont quant à eux convertis en triglycérides (TG), incorporés dans les chylomicrons et libérés dans la circulation. Les TG endogènes sont produits 
par le foie, principalement à partir des AGL. Les chylomicrons et les lipoprotéines de très 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 libère 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, l'insuline produite par le pancréas réduit la lipolyse et la production des VLDL. L'activité de la LPL s'élève dans le tissu 
adipeux, réduisant ainsi la triglycéridémie postprandiale. (B) L'augmentation de la masse adipeuse et l'hyperphagie augmentent les AGL et les chylomicrons en 
circulation. L'accumulation des lipides dans le muscle et le foie induit une résistance à l'insuline. Pour contrer cet effet, le pancréas produit plus d'insuline. Avec 
le temps, l'effet anti-lipolytique de l'insuline est réduit, favorisant la libération des AGL par le tissu adipeux. L'hyperinsulinémie et les niveaux élevés d'AGL 
stimulent la production des VLDL. La résistance de la LPL à l'insuline exacerbe Fhypertriglycéridémie. En conséquence, les LRTG transitent plus longuement 
dans la circulation, ce qui augmente les échanges de cholestérol estérifïé 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 l'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 même sort et, devenues plus petites, sont plus susceptibles à la dégradation. 
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La figure 2 présente les sentiers métaboliques impliqués dans le métabolisme des 

TG et des AGL. Il est connu que la production de VLDL par le foie est anormalement 

élevée chez les patients obèses résistants à l'insuline ou diabétiques de type 2 (Ginsberg et 

al, 2005). Plusieurs éléments sont reconnus pour exacerber la production hépatique des 

VLDL. L'hypertrophie et l'hyperplasie adipocytaire observées dans l'obésité contribuent à 

l'augmentation nette de la lipolyse et à l'élévation des niveaux d'AGL en circulation. 

Aussi, l'accumulation préférentielle des graisses dans le tissu adipeux viscéral, un tissu 

dans lequel l'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 synthèse des VLDL, leur augmentation en circulation stimule la production des VLDL 

par le foie et l'élévation de la triglycéridémie (Julius, 2003). Les AGL, qui favorisent le 

développement de la résistance hépatique à l'insuline, stimulent aussi la sécrétion des 

VLDL en réduisant la dégradation de l'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 l'obésité et la résistance à l'insuline (Lewis, 1997; 

Adeli et al, 2001). L'hyperinsulinémie, qui stimule la lipogenèse et la synthèse hépatique 

des TG, est aussi considérée comme un élément important impliqué dans la surproduction 

hépatique des VLDL chez les patients résistants à l'insuline ou diabétiques (Lewis, 1997). 

En plus d'augmenter la synthèse des VLDL, la résistance à l'insuline favorise 

l'hypertriglycéridemie en réduisant la clairance des LRTG (Tushuizen et al, 2005). Des 

études ont montré que l'activité de la LPL du tissu adipeux devient résistante à l'action de 

l'insuline chez des rats obèses insulino-résistants (Picard et al, 2002a). L'absence 

d'élévation de l'activité de la LPL du tissu adipeux en période postprandiale est perçue 

comme un mécanisme contribuant à exacerber l'hypertriglycéridémie. 

L'augmentation de la synthèse des VLDL et la réduction de la clairance des LRTG 

augmentent leur concentration plasmatique de même 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 l'action de l'enzyme de transfert d'esters de cholestérol (CETP; 

cholestérol ester transfert protein). Cette situation contribue à enrichir les LDL et les HDL 

en TG, ce qui augmente l'affinité pour la HL. L'augmentation de l'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 et al, 2001; Van Gaal et al, 2006). 
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3. Les agonistes PPAR-y et leurs effets métaboliques 

La section 3 de l'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 l'agonisme de PPAR-y sur le 

métabolisme des tissus et sur l'homéostasie métabolique. Les informations générales 

relatives au métabolisme de base des tissus seront décrites en parallèle avec les effets des 

agonistes PPAR-y sur ces derniers. 

3.1 Généralités sur les PPAR 

Les PPAR sont des facteurs de transcription appartenant à la superfamille des 

récepteurs nucléaires. Lorsque associés à des ligands, les PPAR permettent de réguler 

l'expression des gènes 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 rôle central dans le maintien de l'homéostasie 

métabolique en permettant aux cellules d'adapter leur métabolisme en fonction de 

situations physiologiques variables. Jusqu'à maintenant, trois isoformes distincts encodés 

par des gènes indépendants ont été identifiés soit PPAR-a, PPAR-|3 ou -ô et PPAR-y 

(Berger et Moller, 2002; Evans et al., 2004). 

3.1.1 Distribution tissulaire, fonctions biologiques et ligands 

Le récepteur PPAR-a est exprimé dans les tissus où le catabolisme des AG est élevé 

et dans lesquels l'oxydation peroxysomale est importante. De ces tissus, notons le foie, le 

cœur, le muscle squelettique, les reins, l'intestin et le tissu adipeux brun (Berger et Moller, 

2002). L'activation de PPAR-a dans ces tissus est reconnue pour stimuler l'expression des 

gènes liés à l'oxydation des substrats lipidiques. La stimulation de PPAR-a a été démontrée 

comme étant cruciale dans la réponse physiologique au jeûne (Kersten et al, 1999). Les 

ligands naturels de PPAR-a sont les AG saturés et insaturés à longue chaîne. 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-ô est exprimé dans tous les tissus mais plus fortement dans le 

muscle squelettique et cardiaque où il joue un rôle important dans l'oxydation des AG 

(Dressel et al, 2003; Wang et al, 2003). Les ligands naturels de PPAR-ô sont les AG à 

longue chaîne et les prostacyclines alors que le GW501516 est le principal ligand 

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

Trois ARNm différents de PPAR-y ont été caractérisés chez l'humain. L'expression 

de PPAR-yl et PPAR-y 3 donne naissance à une protéine nommée PPAR-yl tandis que la 

transcription du gène PPAR-Y2 mène à la production de la protéine PPAR-y2. Chez 

l'humain et les rongeurs, PPAR-y2 possède respectivement 28 et 30 acides aminés 

supplémentaires à l'extrémité N-terminale (Desvergne et Wahli, 1999; Picard et Auwerx, 

2002). PPAR-yl est retrouvé dans presque tous les tissus, mais préférentiellement dans le 

tissu adipeux, le gros intestin et les macrophages (Auboeuf et al, 1997; Iijima et al, 1998; 

Dubois et al, 2000; Loviscach et al, 2000). PPAR-y 2 est pour sa part exprimé fortement 

dans le tissu adipeux blanc où il représente près de 30% de la population de PPAR-y 

(Escher et al, 2001). Cet isoforme est aussi retrouvé dans le tissu adipeux brun. 

Finalement, l'ARNm de PPAR-y 3 est retrouvé dans le gros intestin et les macrophages 

(Fajas et al, 1998). Généralement, PPAR-y est reconnu comme étant un élément crucial 

dans la différenciation des adipocytes et la lipogenèse (Rosen et al, 2000). Ce récepteur 

nucléaire joue un rôle de premier plan dans le maintien de l'homéostasie du métabolisme 

énergétique (Picard et Auwerx, 2002). Les ligands naturels de PPAR-y incluent entres 

autres les AG polyinsaturés, la 15-désoxy-A12"14-prostaglandine J2 (15dPGJ2) et les acides 

9- et 13-hydroxyoctadécadiénoïques (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 à l'insuline et du diabète 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 nommés A/B, C, D, et E/F (Auwerx, 1999; Desvergne et Wahli, 1999). Des 

fonctions particulières ont été assignées à 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 à l'acide désoxyribonucléique (ADN) (DBD, DNA binding domain), est formé par 

deux motifs en doigt de zinc qui peuvent reconnaître et lier la séquence PPRE contenue 

dans le promoteur de gènes cibles. Le domaine D sert quant à lui à établir le lien entre 

PPAR et les cofacteurs nucléaires. Le domaine E/F est une région arborant diverses 

structures et 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 

l'interaction de PPAR avec le récepteur X des rétinoïdes (RXR). Aussi, le domaine E/F 

porte un domaine d'activation de la transcription dépendant du ligand/fonction 

d'activation-2 (AF-2). La liaison des ligands au domaine LBD des PPAR entraîne une suite 

d'événements moléculaires menant à l'initiation de la transcription génique (Figure 3). 

Sommairement, ces événements incluent : l'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 

l'initiation de l'expression des gènes (Desvergne et Wahli, 1999; Berger et Moller, 2002; 

Picard et Auwerx, 2002). 
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Figure 3. Modèle schématisé de l'activation transcriptionnelie 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 à l'ADN 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 transcriptionnelie et l'initiation de la 
transcription génique. Adapté de Desvergne étal, 1999. 
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Au-delà de la liaison des ligands par les PPAR, l'activité de ces récepteurs 

nucléaires peut être régulée à différents niveaux. Tel que mentionné précédemment, des 

coactivateurs ou corépresseurs peuvent affecter l'activité des PPAR en modulant 

l'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 l'expression génique. Les coactivateurs des PPAR incluent entre autres le 

facteur de transcription intermédiaire-2 (TIF-2, transcriptional intermediary factor-2), le 

coactivateur du récepteur des stéroïdes-1 (SRC-1, steroid receptor coactivator-1), la 

protéine de liaison à l'élément de réponse de l'AMPc (p300/CBP, cAMP response élément 

binding protein), le coactivateur de PPAR-y (PGC, PPAR-y coactivator) 1 et 2, la protéine 

associée au récepteur des androgènes 70 (ARA70, androgen receptor associated protein 

70), et la protéine d'interaction des récepteurs-140 (RIP-140, receptor interactingprotein-

140) (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 à la chromatine. L'acétylation des histones, qui 

permet le déroulement et le relâchement de la structure de la chromatine, est perçue comme 

une étape clé favorisant l'initiation de la transcription des gènes par les récepteurs 

nucléaires (Rosen et Spiegelman, 2001). Pour ce qui est de la répression de l'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 

rétinoïdes et hormones thyroïdiennes (SMRT, silencing mediator of retinoid and thyroid 

hormone) (Yu et al, 2005). En absence de ligands, il a été démontré que ces protéines 

réduisent l'activité de PPAR en se liant au LBD (Krogsdam et al, 2002; Stanley et al, 

2003; Yue/ al, 2005) 

En plus des cofacteurs nucléaires, l'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 mitogènes (MAPK, mitogen-activated protein kinase) et 

l'AMPk ont démontré être en mesure de phosphoryler les PPAR (Diradourian et al, 2005). 

Les conséquences de ces phosphorylations sont complexes et peuvent mener à l'activation 

ou à la répression de l'activité des PPAR en modulant entre autres la capacité de ces 
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récepteurs à lier les ligands, les cofacteurs ou l'ADN. Récemment, il a été découvert que 

PPAR-y, mais non PPAR-a ou -ô, pouvait être modifié par l'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 et al, 2004; Pascual et al, 2005). L'ajout 

de ces petits groupes d'acides aminés similaires à l'ubiquitine (SUMO, small ubiquitin-

related modifier) a été nommée SUMOylation. La SUMOylation est reconnue pour affecter 

l'activité, la stabilité et la localisation cellulaire des protéines (Seeler et Dejean, 2003). Il a 

été démontré à plusieurs reprises que la SUMOylation réduit l'activité transactivatrice de 

PPAR-y (Floyd et Stephens, 2004; Ohshima et 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 à l'insuline et du diabète de type 2. 

La troglitazone a cependant été retirée du marché nord-américain en 2000 suite à 

l'observation de plusieurs cas de défaillance hépatique sévère (Scheen, 2001). Les TZD ont 

tous démontré un fort potentiel pour améliorer la sensibilité à l'insuline et le profil 

métabolique des patients insulino-résistants et diabétiques. La réduction de la glycémie et 

de l'insulinémie à jeun ainsi que des niveaux d'hémoglobine glyquée (HbAïc) ont été 

observés par l'utilisation de ces molécules. Ces agonistes ont aussi démontré être en mesure 

de réduire les TG et les AGL plasmatiques (Nolan et al, 1994; Fonseca et al, 1998; Patel 

et al, 1999; Aronoff et al, 2000; Miyazaki et al, 2002a; Tan et al, 2005b). Pour des 

raisons obscures, les effets des TZD sont généralement beaucoup moins marqués chez 

l'humain que chez les rongeurs (Girard, 2001; Picard et Auwerx, 2002). Les tissus cibles de 

même que les mécanismes d'action précis par lesquels les agonistes PPAR-Y améliorent la 

sensibilité à l'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 blanc, le tissu adipeux brun, le muscle squelettique, le foie et le 
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pancréas et souligneront l'impact de ces modulations sur l'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, thyroïde, 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 l'insuline et le transport du glucose 

Plusieurs études ont démontré que les agonistes PPAR-y potentialisent la 

signalisation de l'insuline dans les adipocytes en modulant l'expression ou en favorisant 

l'activation de plusieurs protéines impliquées dans cette voie. Dans les adipocytes, 

l'activation de PPAR-y augmente l'expression de la protéine associée à c-CBL (CAP, c-

CBL-associated protein) (Ribon et al, 1998), d'IRS-1 et IRS-2 (Smith et al, 2001; 

Standaert et al, 2002), de la sous-unité p85a de la PI3K (Rieusset et al, 2001) et de 

GLUT1 et GLUT4 (Sandouk et al, 1993). Parallèlement à ces modulations, l'activation de 

PPAR-y dans les cellules adipeuses augmente la phosphorylation/l'activation du récepteur 

de l'insuline, de la protéine c-CBL, d'IRS-1, d'IRS-2, de la PI3K, de la PKC-X et de la 

PKB/AKT en réponse à l'insuline (Standaert et al, 2002). L'augmentation de la 

signalisation de l'insuline induite par les agonistes PPAR-y contribue à favoriser la 

translocation de GLUT4 à la membrane et l'entrée du glucose dans les adipocytes en 

culture et dans le tissu adipeux (Young et al, 1995; Shintani et al, 2001; Ciaraldi et al, 

2002). Chez le rat, des études ont montré que les effets des agonistes PPAR-y sur la 

potentialisation de la signalisation à l'insuline dans le tissu adipeux sont observés lors du 

premier jour de traitement et surviennent de façon concomitante avec la réduction des AGL 

circulants (Jiang et al, 2002). Ainsi, l'amélioration de la sensibilité à l'insuline du tissu 

adipeux est perçue comme un élément important pouvant favoriser la sensibilisation 

systémique à l'insuline en potentialisant l'effet anti-lipolytique de cette hormone et en 

réduisant les effets négatifs des AGL sur les tissus périphériques (Berger et Moller, 2002; 

Jiang et al, 2002). Aussi, comme le glucose représente chez les rongeurs un substrat 
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important pour la synthèse endogène des lipides, l'augmentation de l'effet stimulateur de 

l'insuline sur le transport du glucose par les TZD représente un élément important pouvant 

favoriser l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux. 

3.3.2 L'adipogenèse 

Les processus majeurs impliqués dans l'adipogenèse sont la prolifération d'une 

population de cellules souches et la différenciation de ces cellules en adipocytes matures. 

L'implication de PPAR-y dans l'adipogenèse est supportée par un bon nombre 

d'observations. En premier lieu, il a été observé que l'expression de PPAR-y survient avant 

l'expression des gènes 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 et al, 1994a; Tontonoz et al, 1995). La découverte de PPRE dans le promoteur 

de ces gènes (Tontonoz et al, 1994a; Tontonoz et al, 1995) mais aussi dans celui de 

nombreux autres gènes impliqués dans le métabolisme des lipides supporte fortement le 

rôle de PPAR-y dans l'adipogenèse (Tableau 1). Il a ensuite été démontré in vitro que 

l'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 à 

stimuler l'adipogenèse in vivo et in vitro (Sandouk et al, 1993; Okuno et al, 1998; de 

Souza et al, 2001). En lien avec ces résultats, une réduction de la masse adipeuse a été 

observée dans plusieurs modèles murins dans lesquels PPAR-y a été complètement ou 

partiellement inactivé (Barak et al, 1999; He et al, 2003; Koutnikova et al, 2003; Imai et 

al, 2004; Freedman et al, 2005; Jones et al, 2005). Chez l'humain, les mutations de 

PPAR-y conduisant à l'activation ou la répression de son activité ont été associées 

respectivement à l'augmentation (Ristow et al, 1998) et la réduction de l'adipogenèse 

(Agarwal et Garg, 2002; Savage et al, 2003). 



29 

Tableau 1. Liste des gènes impliqués dans la captation, l'estérification et la mise en réserve 
des lipides qui sont affectés par la stimulation de PPAR-y dans le tissu adipeux. 

Gène Fonction spécifique Références 

aP2 Liaison des acides gras 
ACS Activation des acides gras 

ACBP Liaison des acides gras 

DGAT-1 Synthèse des triglycérides 

FAS Synthèse des acides gras 

FAT/CD36 Captation des acides gras 

FATP-1 Captation des acides gras 

GyK Synthèse du glycérol 

hFABP Liaison des acides gras 

LPL Hydrolyse des triglycérides 

ME Production de NADPH 

PEPCK Synthèse de glycérol 

PLIN Stockage des triglycérides 

PC Synthèse de l'oxaloacétate 

SCD-1 Synthèse des acides gras 

S3-12 Stockage des triglycérides 

Tontonoz et ai, 1994* ; Pearson et ai, 1996 

Schoonjans et ai, 1995*; Bogacka et ai, 2004 

Helledie et ai, 2002* 

Ranganathan et al., 2006 

Hallakou et ai, 1997, Ranganathan et ai, 2006 

Motojima et ai, 1998; Sato et ai, 2002 

Martin et ai, 1997; Frohnert et al., 1999* 

Guan et ai, 2002; Guan et ai, 2005* 

Way étal. 2001b 

Schoonjans et ai, 1996*, Lefebvre et al. 1997 

Castelein et ai, 1994*, Way et al. 2001b 

Tontonoz et ai, 1995*, Duplus et ai, 2003 

Nagai et ai, 2004*; Arimura et ai, 2004* 

Jitrapakdee et ai, 2005*, Way et al. 2001b 

Miller et ai, 1996*, Way étal. 2001b 

Dalene^a/,,2004* 

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

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

Les mécanismes par lesquels PPAR-y contrôle l'adipogenèse sont complexes et 

impliquent la participation d'autres facteurs de transcription tels C/EBP-a, -|3 et -ô 

(C/EBP, CCAAT/enhancer binding protein) et ADD/SREBPlc (ADD/SREBPlc, adipocyte 

détermination and differentiation factor 1/sterol regulatory élément binding protein le) 

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

les niveaux d'expression de C/EBP-p et -ô augmentent rapidement dans les cellules. Cette 

augmentation induit l'expression de C/EBP-a et de PPAR-y. Il a été démontré que 
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l'induction de C/EBP-a et de PPAR-y contribue à l'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 perçue comme un mécanisme de 

contrôle assurant la différenciation complète des cellules lorsque le programme de 

différenciation a été enclenché. La présence de ADD/SREBPlc contribue pour sa part à 

stimuler l'adipogenèse en produisant des ligands endogènes pour PPAR-y (Rosen et al, 

2000). L'activation de PPAR-y par ces ligands favorise l'augmentation de l'expression des 

gènes impliqués dans le métabolisme des lipides et l'évolution du pré-adipocyte en 

adipocyte mature. En plus de stimuler l'apparition d'une population de petites cellules 

nouvellement différenciées, les agonistes PPAR-y réduisent la proportion des gros 

adipocytes, possiblement en augmentant l'apoptose de ces cellules (Okuno et al, 1998; de 

Souza et al, 2001). L'augmentation du nombre de cellules adipeuses compétentes est 

perçue comme un élément important dans l'amélioration de la lipémie et de la sensibilité à 

l'insuline induite par les agonistes PPAR-y (Picard et Auwerx, 2002). La prolifération de 

cellules aptes à gérer les lipides permet de réduire la déposition ectopique des graisses et le 

développement de la résistance à l'insuline induite par un contrôle inapproprié des réserves 

lipidiques (Unger, 2003). 

3.3.3 La captation, la synthèse, l'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 l'expression de nombreux gènes impliqués dans l'anabolisme lipidique. Au cours 

des dernières années, plusieurs gènes ont été identifiés comme cibles de PPAR-y (Tableau 

1). De ces gènes, plusieurs ont révélé porter dans leur promoteur un PPRE fonctionnel 

facilitant leur transactivation par PPAR-y. Généralement, ces gènes peuvent être classés en 

quatre groupes, soit ceux impliqués dans la captation (FAT/CD36, FATP-1, LPL), la 

synthèse (DGAT-1, FAS, ME, SCD-1), l'estérification (aP2, ACS, ACBP, GyK, hFABP, 

PEPCK, PC) et la mise en réserve des lipides (PLIN, S3-12). L'augmentation de 
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l'expression de ces gènes liée à l'amélioration de la sensibilité à l'insuline et du transport 

du glucose dans les adipocytes favorise l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux. 

En plus de contribuer à l'adipogenèse, l'augmentation de l'expression des gènes 

listés dans le Tableau 1 est perçue comme un élément important lié à la réduction des AGL 

et des TG circulants lors du traitement avec des agonistes PPAR-y. La captation et 

l'estérification des AG dans le tissu adipeux est fortement stimulée in vivo en réponse aux 

TZD (Ye et al, 2004). La stimulation de l'expression de FATP-1 (Frohnert et al, 1999), 

FAT/CD36 (Motojima et al, 1998), PEPCK (Tordjman et al, 2003) et de la GyK (Guan et 

al, 2002) semble être importante à cet effet. L'amélioration de la rétention des AG dans le 

tissu adipeux diminue les niveaux plasmatiques d'AGL de même que l'accumulation de ces 

lipides dans les tissus périphériques (Kuhlmann et al, 2003; Ye et al, 2004). Cet effet est 

reconnu comme un mécanisme important par lequel les agonistes PPAR-y améliorent la 

sensibilité à l'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 à l'augmentation de la clairance des TG via l'activation de la LPL dans le tissu 

adipeux (Lefebvre et al, 1997; McTernan et al, 2002; Bogacka et al, 2004; Nagashima et 

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 et al., 2001 ; Tan et 

al., 2005b). Comme les AGL sont reconnus comme un substrat important pour la synthèse 

et la sécrétion des TG par le foie (Julius, 2003), leur réduction par les agonistes PPAR-y 

pourrait contribuer à diminuer la sécrétion hépatique des TG. Ainsi, l'expression des gènes 

impliqués dans la captation, l'estérification et la mise en réserve des lipides dans le tissu 

adipeux semble jouer un rôle important dans les effets bénéfiques des agonistes PPAR-y sur 

la sensibilité à l'insuline et sur la lipémie. 

3.3.4 La lipolyse 

Bien que les effets des agonistes PPAR-y sur la réduction des AGL soient bien 

connus, les études relatives à l'impact de ces agonistes sur le potentiel lipolytique du tissu 

adipeux blanc ont mené à 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 glycéronéogenèse et le recyclage des AG dans 

le tissu adipeux (Guan et al, 2002; Tordjmane/o/., 2003; Chen et al, 2005; Leroyer et al, 

2006). En accord avec ces résultats, il a été montré que l'utilisation des TZD réduit 

l'expression des gènes favorisant la lipolyse du tissu adipeux tels le récepteur pY 

adrénergique (Bakopanos et Silva, 2000; Sell et al, 2004), la leptine (De Vos et al, 1996; 

Kallen et Lazar, 1996) et le TNF-a (Hofmann et al, 1994). Aussi, une équipe a observé 

que l'expression et l'activité de la PDE3B est augmentée chez la souris par le traitement à 

la pioglitazone (Tang et al, 1999). De plus, de récentes études effectuées dans nos 

laboratoires suggèrent que l'activité sympathique et thyroïdienne, 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 publiées). 

Étrangement, des études mesurant la cinétique in vivo des AGL chez le rat ont 

montré que, durant le jeûne, les agonistes PPAR-y stimulent la capacité du tissu adipeux 

blanc de libérer des AG (Oakes et al, 2001; Kalderon et al, 2003). Chez l'humain, des 

études n'ont remarqué aucun effet de l'agonisme de PPAR-y sur la lipolyse (Mayerson et 

al, 2002; Racette et al, 2002) tandis que d'autres ont rapporté que les TZD ont tendance à 

stimuler la libération des AG par le tissu adipeux (Tan et al, 2005a; Tan et al, 2005b). La 

stimulation de la lipolyse pourrait être associée à l'augmentation de l'activité des lipases 

impliquées dans l'hydrolyse intracellulaire des TG. En effet, la rosiglitazone a démontré 

être en mesure d'augmenter l'expression, les niveaux protéiques et l'activité de la HSL 

(McTernan et al, 2002; Tan et al, 2005b; Deng et al, 2006). Il a aussi été observé à une 

reprise que l'expression de la MGL est augmentée dans le tissu adipeux blanc par 

l'activation de PPAR-y (Way et al, 2001b). L'effet de la stimulation de PPAR-y sur 

l'expression de l'ATGL n'a cependant pas été évalué jusqu'à ce jour. 

Les raisons expliquant la divergence de ces résultats sont multiples. L'utilisation de 

différents modèles 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 jeûne ou en période postprandiale) peut assurément avoir contribué à 

l'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 à la complexité des résultats. Finalement, l'effet de la 

stimulation de PPAR-y sur la différenciation des adipocytes, sur l'augmentation de la masse 

adipeux blanche, sur l'amélioration de la sensibilité à l'insuline, sur la réduction de 

l'activité adrénergique et thyroïdienne et sur la stimulation du recyclage des produits 

lipolytiques a pu aussi compliquer l'interprétation des résultats. 

3.3.5 La biogenèse des mitochondries et l'oxydation des lipides 

Plusieurs études réalisées in vivo et in vitro ont montré que la stimulation de PPAR-

Y par les TZD stimule la biogenèse des mitochondries dans le tissu adipeux blanc et dans 

les adipocytes blancs en culture (Toseland et al, 2001; Wilson-Fritch et al, 2003; Wilson-

Fritch et al, 2004; Bogacka et al, 2005a; Bogacka et al, 2005b; Choo et al, 2006). En 

plus d'augmenter la masse mitochondriale, les TZD modifient la disposition de même que 

la forme des mitochondries. Les caractéristiques mitochondriales des adipocytes blancs 

traités avec les TZD sont étrangement très similaires à celles normalement observées dans 

les adipocytes bruns (Toseland et al, 2001; Wilson-Fritch et al, 2003; Wilson-Fritch et al, 

2004). Aussi, il a été démontré que ces agonistes stimulent l'expression de nombreux gènes 

impliqués dans l'oxydation des lipides et la dissipation de l'énergie (Way et al, 2001b; 

Wilson-Fritch et al, 2004; Boden et al, 2005; Bogacka et al, 2005a; Bogacka et al, 

2005b). De ces gènes, notons entre autres ceux de la protéine découplante-1 (UCP-1, 

uncoupling protein-1), de PGC-la, de la carnitine palmitoyltransférase-1 (CPT-1), de la 

cytochrome C oxydase (CytC) et de l'acyl-CoA déshydrogénase, chaîne intermédiaire 

(Mcad, médium chain acyl-CoA dehydrogenase) et de l'acyl-CoA déshydrogénase, chaîne 

longue (Acadl, long chain acyl-CoA dehydrogenase). L'augmentation du nombre de 

mitochondries et de l'expression des gènes mitochondriaux par les TZD a été associée à 

l'élévation de la consommation d'oxygène et de l'oxydation des AG dans le tissu adipeux 

(Wilson-Fritch et al, 2004; Bogacka et al, 2005a). Ces effets pourraient améliorer la 

sensibilité à l'insuline en facilitant l'utilisation des AG par le tissu adipeux et en diminuant 



34 

les effets négatifs associés à leur déposition ectopique (Wilson-Fritch et al, 2003; 

Hondares et al., 2006). 

Les mécanismes en cause dans l'augmentation de la biogenèse des mitochondries et 

du potentiel oxydatif du tissu adipeux par l'activation de PPAR-y ne sont pas bien connus 

mais impliquent probablement l'élévation des niveaux de PGC-la. Cette protéine, dont 

l'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 à la 

biogenèse de mitochondries et à l'expression d'UCP-1 dans le tissu adipeux brun (Lin et 

al, 2005b). L'expression de PGC-la est faible ou nulle dans le tissu adipeux blanc et très 

forte dans le tissu adipeux brun, un dépôt riche en mitochondries impliqué dans la 

dissipation de l'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 rôle de cette protéine dans les effets des 

agonistes PPAR-y sur la biogenèse des mitochondries (Puigserver et al, 1998; Tiraby et al, 

2003). Bien que l'effet des TZD sur la stimulation de la biogenèse des mitochondries et du 

potentiel oxy datif ait été démontré dans des adipocytes 3T3-L1 en culture (Bogacka et al, 

2005a), il est possible qu'une partie des observations faites in vivo concernant l'acquisition 

de caractéristiques du tissu adipeux brun par le tissu adipeux blanc reflète le développement 

d'adipocytes bruns dans la masse adipeuse blanche (Sell et al, 2004). Pour le moment, le 

type cellulaire à 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 et al, 2005). 

Bien que les agonistes PPAR-y stimulent la biogenèse mitochondriale et le potentiel 

oxy datif du adipeux blanc, aucune réduction de la masse adipeuse n'est observée lors de 

traitement avec ces agonistes. Au contraire, l'activation de PPAR-y est reconnue pour 

augmenter l'accumulation des lipides dans ce tissu (de Souza et al, 2001; Shadid et Jensen, 

2003; Berthiaume et al, 2004). De plus, aucune étude n'a permis d'observer une 

modulation de la consommation d'oxygène et de la dépense énergétique pouvant corroborer 
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les observations relatives à la stimulation de l'oxydation des lipides par les agonistes 

PPAR-Y (Burkey et al, 2000; Sell et al, 2004; Smith et al, 2005). Premièrement, il est 

possible que l'effet des agonistes PPAR-y sur la stimulation de la consommation d'oxygène 

du tissu adipeux blanc soit trop faible pour être détectée en chambre métabolique. Aussi, il 

est possible que la forte augmentation de l'estérification des lipides par le tissu adipeux 

surpasse sa propre capacité oxydative et favorise l'établissement d'une balance énergétique 

positive menant à l'accumulation des graisses. Finalement, il est aussi possible que la 

réduction de l'activité adrénergique et de l'activité de l'axe thyroïdien induite par les TZD 

puisse contrebalancer l'augmentation du potentiel oxydatif induit par ces agonistes 

(Thurlby et al, 1987; Sell et al., 2004; Festuccia et al., observations non publiées). Des 

études supplémentaires sont requises afin de déterminer l'impact précis de la biogenèse 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 l'homme, l'activation de PPAR-y par les agonistes de la classe des TZD est 

reconnue pour augmenter légèrement mais significativement l'indice de masse corporelle 

(Akazawa et al, 2000; Carey et al, 2002; Rasouli et al, 2005). L'augmentation de poids 

induite par les TZD a été associée à de la rétention d'eau mais aussi à l'augmentation de 

l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux (Picard et Auwerx, 2002). L'effet 

stimulateur des agonistes PPAR-y sur l'expression des gènes 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 

dernières années ont démontré que les TZD favorisent l'accumulation des graisses dans les 

dépôts adipeux sous-cutanés et réduisent, ou maintiennent, la déposition des graisses dans 

les dépôts adipeux viscéraux (Tableau 2). L'étroite liaison entre la masse adipeuse viscérale 

et le développement de dérèglements métaboliques tels la résistance à l'insuline, le diabète 

de type 2, l'hypertriglycéridémie et l'athérosclérose suggère que l'effet des TZD sur la 

masse adipeuse viscérale puisse jouer un rôle important dans l'amélioration du profil 

métabolique. L'accumulation préférentielle des lipides dans le tissu adieux sous-cutané, un 
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dépôt reconnu comme ayant moins d'effets délétères sur le métabolisme (Krotkiewski et 

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

Les mécanismes par lesquels les agonistes PPAR-y mènent à la redistribution des 

graisses n'ont pas encore été identifiés. Il a été démontré à quelques reprises que des pré-

adipocytes humains isolés du tissu adipeux sous-cutané se différencient plus efficacement 

que ceux isolés des dépôts viscéraux (Adams et al, 1997a; Hutley et al, 2003). Ces 

différences n'ont toutefois pas été observées dans toutes les études (van Harmelen et al, 

2002; Grohmann et al, 2005). Récemment, la transfection d'adipocytes humains avec un 

plasmide portant en sa séquence le PPRE de l'acyl-CoA oxidase (ACO) associé à un gène 

rapporteur a montré que l'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 à la base de l'activation différentielle de PPAR-y ne 

sont pas connus mais plusieurs hypothèses sont envisagées afin d'expliquer ce phénomène. 

En premier lieu, l'expression différentielle de PPAR-y a été envisagée comme un 

facteur pouvant mener à la redistribution des graisses. Cette hypothèse suggère 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 l'activation de PPAR-y. 

Ainsi, plusieurs études ont été produites chez l'humain afin de vérifier l'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 et al, 

1998; Giusti et al, 2003), plusieurs études n'ont noté aucune différence (Yanase et al, 

1997; Lefebvre et al, 1998; Montague et al, 1998). Une étude publiée récemment a même 

rapporté que PPAR-y est exprimé plus fortement dans le tissu adipeux viscéral que dans le 

sous-cutané (Quinkler et al, 2006). L'inconsistance des résultats suggère qu'il est peu 

probable que l'expression différentielle de PPAR-y puisse être la cause de la redistribution 

des graisses induite par les TZD. Puisque l'expression génique diffère souvent de la 

synthèse 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 

été publiée à ce propos. 



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

Référence Agoniste Dose Durée Patients H/F IMC se V V/SC 
Kawaï et al, 1999 Troglitazone 

+ diète 
400mg/j 13 semaines Diabète de type 2 18/0 22 - - V 

Kawaie/a/., 1999 Troglitazone 
+ sulfonyluré 

400mg/j 13 semaines Diabète de type 2 15/0 22 - - -

Kelly et al, 1999 Troglitazone 600mg/j 13 semaines Diabète de type 2 16/5 29 - t Mon et al, 1999 Troglitazone 400mg/j 26 semaines Diabète de type 2 7/11 26 f * i 
Akazama et al, 2000 Troglitazone 

+ sulfonyluré 
400mg/j 52 semaines Diabète de type 2 7/13 25 t - l 

Wallie?a/.,2000 Troglitazone 400mg/j 13 semaines Diabète de type 2 
+ VIH 

?/? (6) 9 11 Il 
Arioglue/a/.,2000 Troglitazone 200 à 

600mg/j 
26 semaines Résistance à l'insuline 

+ lipodystrophie 
2/18 7 i -

Nakamura et al, 2001 Troglitazone 400mg/j 12 semaines Obésité viscérale 16/13 29 11 * 1 
Careyefa/,,2002 Rosiglitazone 8mg/j 16 semaines Diabète de type 2 27/6 30 11 -
Gelatoe/a/.,2002 Rosiglitazone 

+antirétroviral 
8mg/j 6 à 12 

semaines 
Diabète de type 2 
+ VIH 

?/? (8) ? fl 1 -

Virtanenefa/.,2003 Rosiglitazone 4mg/j 26 semaines Diabète de type 2 20/8 30 - II 
Tiikkainen et al, 2004 Rosiglitazone 4mg/j 16 semaines Diabète de type 2 3/6 31 - -
Van Wijkeîa/,,2005 Rosiglitazone 

+antirétroviral 
4mg/j 26 semaines Lipodystrophie 

+ VIH 
39/0 ? 11 -

Feldtera/,,2006 Rosiglitazone 
+antirétroviral 

4mg/j 24 semaines Lipodystrophie 
+ VIH 

14/6 24 il - [i 

Hirosee/'a/.,2002 Pioglitazone 
+ diète/sulfonyluré 

30mg/j 13 semaines Diabète de type 2 10/0 26 H - -

Miyazaki et al, 2002 Pioglitazone 
+ diète/sulfonyluré 

45mg/j 16 semaines Diabète de type 2 9/4 29 It 4 Il 
Shadide/a/.,2003 Pioglitazone 30mg/j 20 semaines Obésité viscérale 10/10 33 (l -
Prasithsirikul et al, Pioglitazone 30mg/j 4 semaines Lipodystrophie 0/1 ? ff 1 
2003 +antirétroviral + VIH 
RasoulieM/,,2005 Pioglitazone 45mg/j 10 semaines Résistance à l'insuline ?/? (23) 34 - - i 
Smith et al, 2005 Pioglitazone 

±sulfonyluré 
45mg/j 24 semaines Diabète de type 2 19/23 32 t -

Basuera/,,2006 Pioglitazone 45mg/j 12 semaines Diabète de type 2 ?/? (8) 32 - -
Abréviations et symboles: H/F, homme/femme; IMC, indice de masse corporelle (kg/m"); case vide, aucune mesure 
SC, tissu adipeux sous-cutané; V, tissu adipeux viscéral; V/SC, ratio tissu adipeux viscéral/tissu adipeux sous-cutané; 
d'immunodéficience acquise; -, aucun effet; jf, augmentation; JJ, diminution. 

; ?, donnée manquante; 
VIH. virus 
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Les modifications post-traductionnelles de PPAR-y sont aussi envisagées comme 

des éléments pouvant contribuer à 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 serine 112 chez la souris et la 

serine 114 chez l'homme (Hu et al, 1996; Adams et al, 1997b; Ristow et al, 1998). Cette 

phosphorylation, qui a lieu dans le domaine A/B de PPAR-y, mène à la répression de 

l'activité de PPAR-y en réduisant la fonction AF-1 de même que l'affinité du récepteur 

pour les ligands (Adams et al, 1997b; Shao et al, 1998). Chez la souris, la mutation 

Serll2Ala, qui empêche la phosphorylation de PPAR-y et active le récepteur de façon 

constitutive, a été associée à l'augmentation de l'adipogenèse et à l'amélioration de la 

sensibilité à l'insuline (Rangwala et al, 2003). Chez l'homme, la mutation Proll5Gln de 

PPAR-y, qui diminue la phosphorylation du récepteur sur la serine 114, a été associée à 

l'obésité et à la réduction de l'insulinémie (Ristow et al, 1998). Comme la phosphorylation 

de PPAR-y affecte de manière importante l'activité du récepteur, il a été suggéré que cette 

modification post-traductionnelle puisse être 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 dépôts adipeux n'a jusqu'ici jamais été 

effectuée. 

Une autre modification post-traductionnelle de PPAR-y, la SUMOylation, est 

envisagée comme un facteur pouvant être impliqué dans la redistribution du tissu adipeux 

par les TZD. Chez la souris, PPAR-y peut être SUMOylé principalement sur la lysine 107 

du domaine A/B (Floyd et Stephens, 2004; Ohshima et al, 2004; Yamashita et al, 2004; 

Pascual et al., 2005). Ce site de SUMOylation correspond à la lysine 109 chez l'homme. La 

SUMOylation de la lysine 107 dans des cellules en culture a été associée à une forte 

réduction de l'activité transactivatrice de PPAR-y (Floyd et Stephens, 2004; Ohshima et al, 

2004; Yamashita et al, 2004; Pascual et al, 2005). Inversement, la mutation Lysl07Arg, 

qui empêche la SUMOylation de PPAR-y, a été associée à l'activation du récepteur. Il a été 

observé que la SUMOylation sur la lysine 107 est favorisée par la phosphorylation de 

PPAR-y sur la serine 112, ce qui contribue à réduire davantage l'activité du récepteur 

(Yamashita et al, 2004). La comparaison des niveaux de SUMOylation entre les dépôts 
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adipeux et le rôle 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 dépôts 

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 à PPAR-y et affecter son activité transcriptionnelle. Plusieurs études ont 

montré que le recrutement de cofacteurs nucléaires influence directement l'activité 

adipogène de PPAR-y et l'expression génique. Par exemple, le recrutement préférentiel de 

TIF-2 par PPAR-y est reconnu pour favoriser l'expression des gènes impliqués dans 

l'adipogenèse (Rocchi et al, 2001; Picard et al, 2002b). Au contraire, le recrutement de 

SRC-1, qui favorise la liaison de PGC-la sur PPAR-y, a été associé à l'expression des 

gènes liés à l'oxydation des substrats (Picard et al, 2002b). Le recrutement des cofacteurs 

par PPAR-y est un phénomène complexe qui peut être 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 l'effet adipogène de ces 

agonistes (Camp et al, 2000; Rocchi et al, 2001). Les modifications post-traductionnelles 

(phosphorylation et SUMOylation) affectant aussi la conformation de PPAR-y, sont 

perçues comme des éléments pouvant moduler le recrutement de cofacteurs et affecter 

l'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 déjeune. Au-delà de cette fonction, 

il est maintenant bien connu que le tissu adipeux produit et libère 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 sécrétion des principales adipokines et cytokines pro-

inflammatoires influençant le métabolisme énergétique et la sensibilité à l'insuline. 

L'adiponectine est une adipokine reconnue pour améliorer le profil métabolique 

(Trujillo et Scherer, 2006). L'adiponectine influence la sensibilité à l'insuline du foie en 

favorisant l'oxydation des lipides et en réprimant la production hépatique de glucose par 

des mécanismes dépendants de l'AMPk (Berg et al, 2001; Combs et al, 2001; Yamauchi 

et al, 2002). Le lien étroit entre l'hypoadiponectinémie et l'obésité, la résistance à 

l'insuline et le diabète de type 2 suggère un rôle central de l'adiponectine dans le maintien 

de l'homéostasie métabolique et énergétique (Weyer et al, 2001). Les TZD augmentent les 

niveaux circulants d'adiponectine chez l'homme et chez les rongeurs (Maeda et 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 l'adiponectine 

chez la souris et les traitements avec les TZD suggère un rôle 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 rôle de l'adiponectine dans 

les effets de ces agonistes. L'amélioration partielle de la sensibilité à l'insuline induite par 

les TZD en absence d'adiponectine souligne le rôle important, mais non essentiel, de cette 

protéine dans les effets des TZD (Kubota et al, 2006; Nawrocki et 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 et al, 1996; Kallen et Lazar, 1996). La réduction de la 

leptine par les agonistes PPAR-y est perçue comme un mécanisme pouvant contribuer à 

l'augmentation de la prise alimentaire et de l'accumulation des graisses observées lors de 

l'utilisation de tels agonistes (Berger et Moller, 2002). 

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

et la résistance à l'insuline induite par l'obésité a permis de mettre en évidence le rôle de 
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l'inflammation dans le développement de cette pathologie (Hotamisligil et al, 1993; 

Zinman et al, 1999). Il en ensuite été démontré que le TNF-a induit la résistance à 

l'insuline en réduisant l'efficacité de la signalisation de l'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 perçue comme 

un mécanisme possible par lequel les TZD contribuent à l'amélioration de la sensibilité à 

l'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 obèses (Weisberg 

et al, 2003; Xu et al, 2003b). La colonisation du tissu adipeux par les macrophages, 

phénomène qui est amplifié par la production de MCP-1 (Kanda et al, 2006; Weisberg et 

al, 2006), est désormais considérée comme un nouvel élément pouvant lier l'obésité, 

l'inflammation et la résistance à l'insuline (Wellen et Hotamisligil, 2003; Neels et Olefsky, 

2006). L'activation de PPAR-y par les TZD diminue l'infiltration des macrophages dans le 

tissu adipeux (Di Gregorio et al, 2005). Cet effet des TZD pourrait être causé par la 

réduction de l'expression de MCP-1 (Di Gregorio et al, 2005) et par l'augmentation de 

l'apoptose des macrophages dans le tissu adipeux (Chinetti et al, 1998; Bodles et al, 

2006). La réduction de l'infiltration des macrophages par les TZD pourrait être impliquée 

dans la réduction de la sécrétion de TNF-a et dans l'amélioration de la sensibilité à 

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

Il est bien établi que les cytokines pro-inflammatoires telles le TNF-a et 1TL-6 

augmentent la production de monoxyde d'azote (NO, nitric oxide) en stimulant 

l'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 

l'endotoxémie, de l'obésité et de la résistance l'insuline. Il a été démontré chez la souris 

que l'inactivation d'iNOS protège contre le développement de la résistance à l'insuline 

induit par une diète riche en graisses (Perreault et Marette, 2001). Le NO induit la 

résistance à l'insuline dans le muscle en favorisant la S-nitrosation et la dégradation de 

protéines impliquées dans la signalisation de l'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 obèses (Dallaire et al., résultats non 

publiés). Malgré la très courte demi-vie du NO, il a été suggéré que la production de cette 

molécule par le tissu adipeux puisse avoir un effet paracrine sur la sensibilité à l'insuline du 

muscle (Marette, 2002). Puisque plus de tissu adipeux se retrouve dans le muscle des 

personnes obèses, une production locale élevée de NO par les adipocytes et les 

macrophages pourrait induire la résistance à l'insuline dans les myocytes. Ainsi, la 

réduction de l'activité d'iNOS dans le tissu adipeux, qui est probablement influencée par la 

réduction de l'infiltration des macrophages (Lumeng et al, 2007a), est considérée comme 

un élément pouvant contribuer à l'effet des TZD sur la sensibilité à l'insuline. 

Une autre adipokine, la résistine, a été identifiée comme une cible de PPAR-y. À 

l'origine, la résistine a été caractérisée comme une protéine produite principalement par les 

adipocytes pouvant causer la résistance à l'insuline (Steppan et al, 2001). Les niveaux 

élevés de résistine chez les rongeurs obèses et la diminution de ces niveaux par la 

rosiglitazone suggéraient initialement que cette protéine puisse jouer un rôle dans 

l'amélioration de la sensibilité à l'insuline induite par les TZD. Toutefois, des études 

contradictoires publiées ces dernières années mettent fortement en doute les conclusions de 

cette étude (Way et al, 2001a; Banerjee et Lazar, 2003; Hotamisligil, 2003). Ainsi, le rôle 

de la résistine dans les effets bénéfiques des TZD sur la sensibilité à l'insuline semble 

beaucoup moins clair qu'originalement décrit. 

La récente découverte de l'induction de la résistance à l'insuline par RBP-4, une 

protéine produite par le tissu adipeux se retrouvant en forte concentration plasmatique chez 

les obèses, suggère que cette adipokine puisse faire le lien entre l'obésité et la résistance à 

l'insuline (Yang et al, 2005). Dans l'étude de Yang et al, il a été démontré que la 

rosiglitazone réduit l'expression de même que les niveaux circulants de RBP-4. Ces 

résultats suggèrent qu'une partie des effets bénéfiques de la rosiglitazone sur la sensibilité à 

l'insuline puissent être causée par une réduction des niveaux circulants de RBP-4. Bien que 

ces résultats soient très intéressants, d'autres études sont requises afin de préciser les 
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fonctions exactes de RBP-4, l'impact de cette protéine sur la résistance à l'insuline chez 

l'homme, les mécanismes par lesquels RBP-4 favorise la résistance à l'insuline et 

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

3.3.8 Modèles génétiques 

Afin de vérifier le rôle du tissu adipeux dans les effets des agonistes PPAR-y, des 

souris déficientes en tissu adipeux ont été traitées avec des TZD. Deux modèles de souris 

lipodystrophiques ont été utilisés. Le premier modèle, la souris A-ZIP/F 1, est produit par la 

surexpression dans le tissu adipeux de la protéine A-ZIP/F, un protéine reconnue pour 

inhiber l'action des C/EBP en limitant leur liaison à l'ADN (Moitra et al, 1998). Le 

deuxième modèle, la souris ap2/DTA, est produite en surexprimant la toxine diphtérique A 

(DTA, diphteria toxine A) sous le contrôle du promoteur aP2, un promoteur spécifiquement 

utilisé dans les adipocytes. L'absence d'effet des TZD sur la glycémie et l'insulinémie des 

souris A-ZIP/F 1 a permis de démontrer que le tissu adipeux est nécessaire pour l'effet 

antidiabétique de ces agonistes (Chao et al, 2000). Toutefois, l'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/F 1 traitées avec les 

TZD. Des niveaux élevés de PPAR-y sont retrouvés dans le foie de ces souris, ce qui 

contribue à augmenter la lipogenèse et l'acquisition de caractéristiques du tissu adipeux par 

le foie. Afin de déterminer si l'effet hypolipidémiant des TZD est maintenu dans les souris 

A-ZIP/F 1 lorsque le foie ne surexprime pas PPAR-y, des souris A-ZIP/F 1 n'exprimant pas 

PPAR-y dans le foie ont été produites (Gavrilova et al, 2003). Dans ce modèle, les TZD ne 

sont plus efficaces pour diminuer les TG circulants et la glycémie, ce qui démontre 

l'importance du tissu adipeux dans les effets de ces agonistes. Le traitement des souris 

aP2/DTA a conduit à des résultats différents. Ces souris lipodystrophiques montrent une 

amélioration de la lipémie et de la glycémie lors du traitement avec les TZD (Burant et al., 

1997). Comme dans le modèle A-ZIP/F1, des quantités importantes de lipides s'accumulent 

dans le foie de ces souris lors du traitement avec l'agoniste PPAR-y, ce qui masque 

probablement le rôle 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 et al, 2000). Bien 

qu'il soit difficile de tirer des conclusions claires à partir des modèles lipodystrophiques, 

ces études suggèrent un rôle très important, mais non exclusif, du tissu adipeux dans les 

effets des TZD. 

Afin de vérifier directement le rôle de PPAR-y du tissu adipeux dans le maintien de 

l'homéostasie énergétique et dans les effets des agonistes PPAR-y, différents modèles 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 et al, 2003; Koutnikova et al, 2003; Imai et al, 2004; Jones et 

al, 2005). Ces résultats confirment le rôle de PPAR-y dans l'adipogenèse. Or, plusieurs 

observations extrêmement confondantes ont été rapportées relativement à l'effet de 

l'inactivation de PPAR-y du tissu adipeux sur la sensibilité à l'insuline. Dépendamment des 

études, l'inactivation de PPAR-y dans le tissu adipeux cause la résistance à l'insuline (He et 

al, 2003), une légère intolérance au glucose (Koutnikova et al, 2003) ou aucun effet sur la 

sensibilité à l'insuline (Jones et al, 2005). Ces variations, qui sont probablement issues des 

différentes stratégies utilisées pour produire ces souris, rendent difficile l'interprétation du 

rôle précis de PPAR-y du tissu adipeux dans le maintien de l'équilibre métabolique (Gray et 

al, 2005). Chez des souris déficientes en PPAR-y dans le tissu adipeux, la rosiglitazone 

améliore la sensibilité à l'insuline hépatique mais ne réduit pas les niveaux d'AGL 

circulants (He et al, 2003). Bien que sommaires, ces résultats suggèrent 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 mammifères, 

contribue significativement à la balance énergétique et au métabolisme en transformant des 

nutriments issus de l'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 l'oxydation des substrats énergétiques 

de la synthèse mitochondriale d'adénosine triphosphate (ATP) (Cannon et Nedergaard, 

2004). Le tissu adipeux brun n'est que peu ou pas présent chez l'homme adulte. Comme 

l'étude des mécanismes d'action des agonistes PPAR-y se fait généralement dans les 

modèles murins, il est essentiel d'identifier les effets de l'activation de PPAR-y sur le tissu 

adipeux brun et de déterminer l'impact de ces modulations sur l'ensemble du métabolisme. 

Bien que les informations découlant de l'étude de ce tissu soient difficilement applicables à 

l'humain, ces dernières demeurent tout de même 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 à comprendre pourquoi ces agonistes sont généralement plus 

efficaces chez les rongeurs que chez l'homme. Enfin, le développement du phénotype 

propre à l'adipocyte brun au sein du tissu adipeux blanc humain en réponse aux TZD 

souligne la pertinence de l'étude de ce tissu chez le rongeur. 

3.4.1 La signalisation de l'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 dernières années concernant 

l'effet des TZD sur la signalisation de l'insuline dans des adipocytes bruns. Il a été 

démontré que la rosiglitazone augmente l'expression de même que la phosphorylation en 

tyrosine du récepteur de l'insuline (Hernandez et al, 2003). Cette activation a été associée 

à une réduction significative de l'activité de la protéine tyrosine phosphatase 1B (PTP-1B), 

une protéine reconnue pour déphosphoryler et inactiver le récepteur de l'insuline (Elchebly 

et al, 1999). L'activation du récepteur de l'insuline par la rosiglitazone augmente la 

phosphorylation en tyrosine de IRS-1 et IRS-2 et potentialise l'activation de la PI3K et de 

la PKB/AKT en réponse à l'insuline. L'amélioration de la signalisation à l'insuline induite 

par la rosiglitazone contribue à augmenter la translocation de GLUT4 à la membrane 

cellulaire et à stimuler le transport du glucose dans les adipocytes bruns en culture 
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(Hernandez et al, 2003). Aussi, de façon similaire à ce qui a été décrit dans les adipocytes 

blancs, il a été démontré dans les adipocytes bruns que les TZD empêchent le 

développement de la résistance à l'insuline induite par le TNF-a (Hernandez et al, 2004). 

3.4.2 L'adipogenèse 

Tel que décrit pour les adipocytes blancs (section 3.3.2), la différenciation des 

adipocytes bruns requiert la présence de C/EBP-Ô, -|3, -a et de PPAR-y (Uldry et al, 2006). 

Plusieurs observations supportent un rôle 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 à une élimination complète de la masse adipeuse brune (Barak et al, 1999; Rosen 

et al, 1999; Jones et al, 2005). Aussi, il a été observé que la stimulation de PPAR-y par les 

TZD augmente la prolifération (Breider et al, 1999; Berthiaume et al, 2004) et la 

différenciation des adipocytes bruns (Tai et al, 1996). Comparativement aux adipocytes 

blancs, le programme moléculaire impliqué dans la différenciation des adipocytes bruns se 

distingue par la stimulation de la biogenèse des mitochondries et par l'expression d'UCP-1 

(Klingenspor, 2003). Il a été démontré que l'acquisition de ces caractéristiques 

morphologiques et transcriptionnelles est fortement induite par la présence de PGC-la 

(Puigserver et al, 1998; Tiraby et al, 2003; Uldry et al, 2006). Les agonistes PPAR-y sont 

reconnus pour stimuler fortement l'expression de PGC-la, 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 et al, 1998; Matsuda et al, 1998; Sell et al, 2004; Hondares et al, 2006). La 

présence d'un PPRE dans le promoteur de PGC-la et d'UCP-1 est perçue comme un 

élément clé favorisant la différenciation terminale des adipocytes bruns lors de l'activation 

de PPAR-y (Sears et al, 1996; Hondares et al, 2006). Il est intéressant de noter que cet 

effet de PPAR-y sur l'expression de PGC-la contribue à l'établissement d'une boucle de 

rétroaction positive qui augmente le potentiel de différenciation de PPAR-y. En effet, il a 

été démontré que PGC-la interagit avec PPAR-y et potentialise la capacité de ce récepteur 

à transactiver le promoteur de PGC-la et d'UCP-1 (Puigserver et al, 1998; Hondares et 

al, 2006). 
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3.4.3 La captation, la synthèse, l'estérification et la mise en réserve des lipides 

L'activation de PPAR-y augmente de façon importante le poids du tissu adipeux 

brun, un effet qui est lié à l'augmentation de l'accumulation des lipides dans ce dépôt 

(Kelly et 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 l'effet de ces 

agonistes sur l'expression des gènes impliqués dans la captation, la synthèse, 

l'estérification et la mise en réserve des lipides dans ce tissu. Une étude comparant le profil 

d'expression génique du tissu adipeux brun d'animaux contrôles ou traités avec un agoniste 

PPAR-y a permis l'identification de plusieurs gènes du métabolisme lipidique dont 

l'expression est augmentée par ce traitement (Way et al., 2001b). De ces gènes notons entre 

autres l'ACS, la FAS, la FAT/CD36, la FATP-1, la hFABP, la LPL, la ME, la SCD-1 et la 

PC. L'augmentation de l'expression de ces gènes, de même que l'amélioration de la 

sensibilité à l'insuline et du transport du glucose dans les adipocytes bruns, contribuent 

probablement à stimuler l'accrétion des lipides dans ce tissu. Bien que l'accumulation de 

lipides dans le tissu adipeux brun des rongeurs traités avec des agonistes PPAR-y soit 

importante, la contribution du tissu adipeux brun à l'amélioration de la lipémie induite par 

ces agonistes n'a pas été déterminée. 

3.4.4 La fonction du tissu adipeux brun 

À l'image du tissu adipeux blanc, la stimulation de l'expression de PGC-la et 

d'UCP-1 dans le tissu adipeux brun par les agonistes PPAR-y n'est associée à aucune 

augmentation de la consommation d'oxygène 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 façon spectaculaire dans ce tissu lors du traitement avec ces agonistes (Kelly 

et al, 1998; Breider et al, 1999; Burkey et al, 2000; Toseland et al, 2001; Aleo et al, 

2003; Berthiaume et al, 2004; Sell et al, 2004). L'augmentation de l'accrétion des lipides 

observée en présence d'une augmentation de l'expression d'UCP-1 suggère que l'activation 

sympathique du tissu adipeux brun puisse être 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 

pVadrénergique stimule la consommation d'oxygène au-delà de celle des animaux traités 

avec ces drogues séparément (Thurlby et al, 1987; Sell et al, 2004). Ces résultats montrent 

que l'activation de PPAR-y augmente le potentiel thermogène du tissu adipeux brun sans 

toutefois permettre sa pleine activation. En plus de ces effets sur l'activité sympathique, des 

études produites dans nos laboratoires suggèrent que les TZD réduisent aussi l'activité 

thyroïdienne. En effet, il a été observé que l'expression de l'iodothyronine désiodinase 

(Dio2), qui est impliquée dans la production de triiodothyronine (T3) dans le tissu adipeux 

brun, de même que les niveaux circulants de T3, sont réduits par les TZD (Festuccia et 

Deshaies, observations non publiées). La réduction de l'activité sympathique et 

thyroïdienne, l'amélioration de la sensibilité à l'insuline et l'augmentation de l'expression 

de nombreux gènes impliqués dans la captation, l'estérification, la synthèse et la déposition 

des lipides sont perçus 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 

L'analyse microscopique de coupes de tissu adipeux brun et blanc provenant 

d'animaux traités avec des agonistes PPAR-y montre clairement que ces agonistes induisent 

une convergence phénotypique entre ces types cellulaires (Toseland et al, 2001). Le tissu 

adipeux brun emmagasine des quantités importantes de lipides suite au traitement avec ces 

agonistes. Au contraire, l'activation de PPAR-y réduit la taille des cellules adipeuses 

blanches, contribue à la fragmentation de la vacuole lipidique et augmente dramatiquement 

le nombre de mitochondries dans ces cellules. Les mécanismes moléculaires précis ainsi 

que le rôle de cette convergence morphologique dans les effets systémiques des agonistes 

PPAR-y n'ont pas été caractérisés jusqu'à 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 et al, 1997; Vidal-Puig et al, 1997), ce qui suggère un rôle 

plutôt limité de ce tissu dans les effets des agonistes de PPAR-y. Toutefois, l'importante 

proportion qu'occupe le muscle squelettique dans la composition corporelle suggère que la 

faible expression de PPAR-y dans ce tissu puisse tout de même suffire à affecter 

significativement le métabolisme énergétique (Picard et Auwerx, 2002). Il est toutefois 

extrêmement difficile de déterminer in vivo les effets directs des agonistes PPAR-y sur le 

métabolisme musculaire. En effet, l'impact de ces agonistes sur le muscle peut être 

secondaire à l'amélioration de la sensibilité à l'insuline. Aussi, les effets des agonistes 

PPAR-y sur le muscle peuvent découler des profondes modifications du métabolisme du 

tissu adipeux menant par exemple à la réduction des niveaux circulants d'AGL et de TNF-

a et à l'augmentation de l'adiponectine. L'utilisation de cellules en culture ou d'expiants de 

tissu est alors très utile afin de séparer les effets directs des effets indirects reliés à 

l'agonisme de PPAR-y. La distinction entre ces effets sera discutée dans les prochaines 

sections. 

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

Le muscle squelettique représente le principal tissu responsable de l'utilisation du 

glucose en période postprandiale. En effet, entre de 70 à 80% du glucose circulant est 

utilisé dans le muscle en ces conditions (Miyazaki et al, 2003). La résistance du muscle à 

l'action de l'insuline est considérée comme un important facteur impliqué dans le 

développement de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2 (Shulman, 2000). 

Puisque les agonistes PPAR-y sont reconnus pour améliorer la sensibilité à l'insuline et la 

glycémie, 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 l'insuline en augmentant la phosphorylation en tyrosine du 

récepteur de l'insuline et d'IRS-1 de même que l'activité de la PI3K, d'AKT/PKB et des 
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PKC atypiques (Kobayashi et al, 1992; Hayakawa et al, 1996; Kanoh et al, 2000; 

Hevener et al., 2001 ; Jiang et al., 2002; Kim et al., 2002b; Beeson et al., 2003; Miyazaki et 

al, 2003; Li et al, 2005; Todd et al, 2006). En lien avec ces observations, les TZD 

améliorent la captation du glucose par le muscle squelettique chez l'humain (Hallsten et al, 

2002; Miyazaki et al, 2003; Karlsson et al, 2005) et les rongeurs (Oakes et al, 1994; 

Zierath et al, 1998; Muurling et al, 2003; Li et al, 2005; Wu et al, 2005). L'augmentation 

de la captation du glucose par les TZD a été associée à la stimulation de la glycolyse et de 

la synthèse de glycogène (Sreenan et al, 1999; Jucker et al, 2002; Miyazaki et al, 2003; 

Li et al, 2005). Des études ont aussi démontré que les TZD stimulent l'oxydation du 

glucose dans le muscle squelettique. Chez le rat, l'agonisme de PPAR-y réduit l'expression 

de la pyruvate déshydrogénase kinase-4 (PDK-4) du muscle après seulement 24 heures de 

traitement (Way et al, 2001b). Cette enzyme, qui phosphoryle et inactive la pyruvate 

déshydrogénase (PDH), est reconnue pour réduire l'oxydation du glucose en empêchant le 

transfert des produits glycolytiques vers la mitochondrie (Sugden et Holness, 2003). La 

réduction de l'expression de la PDK-4 est considérée comme un mécanisme possible par 

lequel les TZD stimulent l'activité de la PDH et l'oxydation du glucose dans le muscle 

squelettique (Oshida et 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 modèles de cellules musculaires en culture, il a été 

observé que les agonistes PPAR-y améliorent la signalisation de l'insuline (Zhang et al, 

1994; Kumar et Dey, 2003) et augmentent le transport du glucose (el-Kebbi et al, 1994; 

Park et al, 1998; Kumar et Dey, 2003). Cette stimulation du transport du glucose a été 

associée dans certaines études à l'augmentation de l'expression, de la synthèse et/ou de la 

translocation de GLUT4 à la surface des cellules musculaires (el-Kebbi et al, 1994; 

Yonemitsu et al, 2001; Al-Khalili et al, 2005). La synthèse de glycogène est aussi 

stimulée in vitro par les TZD (Al-Khalili et 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 

l'homéostasie du glucose. 



51 

Ces dernières années, de nombreuses études produites in vivo et in vitro ont 

clairement démontré que les agonistes PPAR-y augmentent l'activité de l'AMPk du muscle 

chez l'homme et les rongeurs (Fryer et al, 2002; Konrad et al, 2005; Bandyopadhyay et 

al, 2006; LeBrasseur et al, 2006; Lessard et al, 2006; Ye et al, 2006). Cette kinase joue 

un rôle central dans le contrôle du métabolisme cellulaire en stimulant l'entrée du glucose 

et l'oxydation des lipides dans les tissus périphériques lors du déficit énergétique (Long et 

Zierath, 2006). Ainsi, une partie des effets des agonistes PPAR-y sur la stimulation du 

métabolisme du glucose pourrait être attribuable à l'activation de l'AMPk (Konrad et al, 

2005; LeBrasseur et al, 2006). L'impact de ces agonistes sur l'activation de l'AMPk est 

rapide et implique vraisemblablement des mécanismes indépendants de la stimulation de la 

transcription génique par PPAR-y (Fryer et al, 2002; Konrad et al, 2005; LeBrasseur et 

al, 2006; Lessard et al, 2006). 

3.5.2 Les lipides du muscle 

Tel que mentionné dans la section 2., l'accumulation des lipides ou de dérivés 

lipidiques dans le muscle a été associée à de nombreuses reprises au développement de la 

résistance à l'insuline. Beaucoup d'études ont mesuré l'accumulation des lipides 

intramusculaires lors de traitements avec des agonistes PPAR-y. La plupart de ces études 

produites chez l'humain ou les rongeurs montrent que les TZD réduisent la déposition des 

TG ou des dérivés lipidiques (diacylglycérol, acyl-CoA à longue chaîne, céramides) dans le 

muscle (Oakes et al, 1997; Sreenan et al, 1999; Jucker et al, 2003; Kuhlmann et al, 

2003; Mathieu-Costello et al, 2003; Ye et al, 2004; Planavila et al, 2005; Rasouli et al, 

2005; Bandyopadhyay et al, 2006; Todd et al, 2006). Étrangement, quelques études 

isolées ont aussi montré que les agonistes PPAR-y augmentent l'accumulation des lipides 

dans le muscle (Saha et al, 1994; Muurling et al, 2003; Lessard et al, 2004). 

L'augmentation de l'adipogenèse entre les fibres musculaires induite par les agonistes 

PPAR-y pourrait avoir contribué à 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 agoni stes PPAR-y est considérée comme un 

mécanisme probable favorisant l'amélioration de la sensibilité à l'insuline (Picard et 

Auwerx, 2002). Les mécanismes par lesquels ces agonistes réduisent la déposition des 

lipides dans le muscle ne sont pas parfaitement élucidés. La diminution des AGL circulants 

induite par l'augmentation de la rétention des lipides dans le tissu adipeux représente le 

principal mécanisme par lequel la stimulation de PPAR-Y réduit l'accumulation des lipides 

dans le muscle. Aussi, plusieurs études produites in vitro et in vivo suggèrent que les 

agonistes PPAR-y réduisent l'accumulation des lipides dans le muscle en stimulant 

directement l'oxydation des AG dans les myocytes (Cha et al, 2001; Wilmsen et al, 2003; 

Bandyopadhyay et al, 2006). L'activation de l'AMPk du muscle par des mécanismes 

dépendants et indépendants de l'adiponectine, pourrait être responsable de cet effet 

(Bandyopadhyay et al, 2006; LeBrasseur et al, 2006; Lessard et al, 2006). La 

phosphorylation de l'acétyl-CoA carboxylase (ACC) par l'AMPk menant à la réduction de 

la production du malonyl-CoA, un inhibiteur puissant de la CPT-1, contribue à augmenter 

le transport des AG vers la mitochondrie pour leur oxydation. Toutefois, l'absence d'effet 

des TZD sur la consommation d'oxygène des rongeurs et des humains traités avec ces 

agonistes soulève des questions quant à la contribution réelle de ces effets dans la réduction 

des lipides musculaires observée lors de l'utilisation des TZD (Burkey et al, 2000; Sell et 

al, 2004; Smith étal, 2005) 

3.5.3 Modèles génétiques 

Des souris déficientes en PPAR-y dans le muscle squelettique ont été développées 

récemment par deux équipes de recherche (Hevener et al, 2003; Norris et al, 2003). Dans 

l'étude de Hevener et al., l'inactivation de PPAR-y dans le muscle mène à la réduction de 

l'efficacité de la signalisation de l'insuline et de la captation du glucose dans le muscle. En 

conséquence du développement de la résistance à l'insuline musculaire, ces souris 

deviennent résistantes à l'insuline dans le tissu adipeux et dans le foie. Dans l'étude de 

Norris et al., l'inactivation de PPAR-y dans le muscle mène aussi à la résistance 

systémique à l'insuline. Cependant, aucune différence n'a été observée dans cette étude 
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relativement à la captation du glucose par le muscle. Dans ce modèle, la résistance à 

l'insuline est observée principalement au niveau du foie. Bien que les conclusions de ces 

études soient en partie contradictoires, ces dernières indiquent clairement que la présence 

de PPAR-y dans le muscle joue un rôle majeur dans le maintien de l'homéostasie 

métabolique et de la sensibilité systémique à l'insuline (Gray et al, 2005; Kintscher et 

Law, 2005). Afin de déterminer le rôle 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 

paramètres de la sensibilité à l'insuline, soulignant à nouveau le rôle majeur du tissu 

adipeux et du foie dans les effets des TZD. 

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

À l'image du muscle, les niveaux de PPAR-y retrouvés dans le foie sont beaucoup 

plus faibles que ceux observés dans le tissu adipeux (Escher et al, 2001). Cette observation 

suggère que le tissu adipeux, et non le foie, représente la principale cible des agonistes 

PPAR-y. Cependant, puisque le foie joue un rôle central dans le maintien de l'homéostasie 

du glucose et des lipides, il est probable que cet organe puisse être important dans les effets 

des agonistes PPAR-y. Il est toutefois extrêmement difficile de déterminer in vivo les effets 

directs des agonistes PPAR-y sur le métabolisme hépatique. En effet, l'impact de ces 

agonistes sur le foie peut être secondaire à l'amélioration de la sensibilité à l'insuline. 

Aussi, les effets des agonistes PPAR-y sur le foie peuvent découler des profondes 

modifications du métabolisme du tissu adipeux menant par exemple à la réduction des 

niveaux circulants d'AGL et à l'augmentation de l'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 modèles génétiques d'inactivation de PPAR-y dans le foie représentent la 

meilleure option afin de déterminer le rôle exact de ce récepteur dans les effets de ces 

agonistes. 



54 

3.6.1 La signalisation de l'insuline et le transport/métabolisme du glucose 

Quelques études ont permis d'observer une amélioration de la signalisation de 

l'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 

l'effet de l'insuline sur la phosphorylation du récepteur de l'insuline, d'IRS-1, d'IRS-2 et 

de PKB/AKT et sur la réduction de l'activité de PTP-1B dans le foie des animaux traités 

avec des TZD. En accord avec l'amélioration de la signalisation de l'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 (Iozzo 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 à la stimulation de l'expression de GLUT-2 et de la 

glucokinase (GK) (Way et al, 2001b; Kim et Ahn, 2004). Un PPRE fonctionnel a été 

identifié dans le promoteur de ces gènes (Kim et al, 2000; Kim et al, 2004). L'activité de 

la glycogène synthase (GS) est aussi stimulée dans le foie de rats traités avec ces agonistes, 

ce qui favorise la synthèse de glycogène et la rétention du glucose dans le foie (Inoue et al., 

1995). En plus de stimuler la captation du glucose, les agonistes PPAR-y réduisent la 

production hépatique de glucose (Suter et al, 1992; Oakes et al, 1994; Carpentier et al, 

2002; Bajaj et al, 2004; Gastaldelli et al, 2006b; Natali et Ferrannini, 2006). Cet effet, qui 

est principalement attribuable à une diminution de la gluconéogenèse, est considéré comme 

un important mécanisme par lequel les agonistes PPAR-y réduisent la glycémie (Gastaldelli 

et al, 2006a). La réduction de l'expression de la PEPCK et de la glucose-6 phosphatase 

(G6Pase), deux enzymes impliquées dans la gluconéogenèse, pourrait contribuer à réduire 

la production endogène 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 gluconéogenèse via l'inhibition de l'expression de ces gènes, 

pourrait être en cause dans ces effets des agonistes PPAR-y (Combs et 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 hypothèse (Bajaj et al, 2004; Gastaldelli 

et al, 2006a). De récents travaux dans lesquels des souris déficientes en adiponectine ont 
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été traités avec des TZD ont permis de confirmer le rôle de l'adiponectine dans les effets 

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

Des observations faites in vitro suggèrent que certains des effets positifs des 

agonistes PPAR-y sur le foie soient des conséquences indirectes de l'activation de PPAR-y 

dans le tissu adipeux. En effet, il a été observé que l'action des agonistes PPAR-y sur 

l'amélioration de la signalisation à l'insuline du foie se produit tardivement 

comparativement au tissu adipeux et au muscle (Jiang et al, 2002). Dans cette même étude, 

les effets positifs de l'agonisme de PPAR-y sur la signalisation à l'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 et al, 2001b; Jiang 

et al, 2002), qui sont reconnus pour affecter négativement la signalisation à l'insuline, est 

perçu comme un mécanisme possible par lequel ces agonistes améliorent indirectement la 

signalisation à l'insuline du foie. Malgré ces observations qui montrent que les agonistes 

PPAR-y agissent indirectement sur le foie, plusieurs évidences suggèrent tout de même que 

ces agonistes puissent avoir des effets directs. Par exemple, la stimulation de l'expression 

génique de GLUT2 (Kim et al, 2000) et de la GK (Kim et al, 2004), la réduction de 

l'expression de la PEPCK (Davies et al, 1999) et de la GôPase (Davies et al, 1999) de 

même que la diminution de la gluconéogenèse (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 l'agonisme de PPAR-y influence le métabolisme du 

foie et dans quelle proportion les effets observés dans le foie sont secondaires à 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 

l'accumulation des TG, ou des dérivés lipidiques, dans le foie de rongeurs (Hockings et al, 

2003; Kuhlmann et al, 2003; Ye et al, 2004) ou d'humains (Mayerson et al, 2002; Bajaj 

et al, 2004; Tiikkainen et al, 2004) traités avec ces molécules. Étrangement, quelques 
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études produites dans des modèles de souris d'extrême obésité ou de lipodystrophie ont fait 

mention d'une augmentation de l'accumulation des lipides hépatiques et du potentiel 

lipogène du foie lors de l'utilisation des TZD (Burant et al, 1997; Chao et al, 2000; 

Memon et al, 2000). Ces observations doivent toutefois être 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 l'accrétion des lipides dans cet organe (Gavrilova et al, 2003; Matsusue et al, 

2003; Yu et al, 2003). Heureusement, aucune augmentation de l'accumulation hépatique 

des lipides n'a été observée chez des humains obèses (Mayerson et al, 2002; Tiikkainen et 

al, 2004) ou lipodystrophiques (Yki-Jarvinen et al, 2003; Prasithsirikul et Bunnag, 2004) 

traités avec des TZD. Au contraire, ces études montrent même que l'agonisme de PPAR-y 

réduit la déposition des lipides dans le foie de ces patients. De plus, certaines études 

récentes ont même montré que les TZD ont des conséquences bénéfiques sur les paramètres 

histologiques et métaboliques du foie de patients atteints de stéatose hépatique non 

alcoolique (Belfort et al, 2006). 

Les mécanismes impliqués dans la réduction de l'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 perçue comme un important mécanisme par lequel ces agonistes réduisent 

les niveaux circulants d'AGL et leur accumulation dans le foie (Picard et Auwerx, 2002). 

L'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 à 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 l'accumulation hépatique des lipides et l'amélioration du métabolisme du foie 

(Berger et Moller, 2002). L'adiponectine, qui stimule la (3-oxydation dans le foie par des 

mécanismes dépendants de l'AMPk, affecte fortement l'accumulation des lipides dans le 

foie (Yamauchi et al, 2002; Xu et al, 2003a). Chez l'homme, d'importantes corrélations 

entre l'augmentation des niveaux circulants d'adiponectine et la diminution des lipides 

hépatiques ont été décrites suite à l'utilisation d'agonistes PPAR-y (Bajaj et al, 2004; 

Tiikkainen et al., 2004). 
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Tel que discuté plus tôt, l'accumulation ectopique des graisses est un important 

facteur qui contribue au développement de la résistance à l'insuline. La diminution des 

lipides hépatiques par les agonistes PPAR-y favorise l'amélioration de la sensibilité à 

l'insuline du foie. Ces effets influencent à 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 l'insuline. Des études produites chez 

l'humain ont montré que la clairance de l'insuline est fortement associée aux niveaux de 

TG hépatiques (Goto et al, 1995). Il a été démontré que la rosiglitazone, qui réduit les TG 

hépatiques, augmente significativement la clairance de l'insuline par le foie (Tiikkainen et 

al, 2004). Cet effet contribue probablement à la réduction de l'insulinémie observée lors de 

l'utilisation des TZD. Tel que décrit dans la section 1, le foie est un organe jouant un rôle 

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 et al, 2006). La réduction des TG 

hépatiques et de la sécrétion des TG par le foie est ainsi perçue comme un mécanisme 

potentiel pouvant contribuer à 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 et al, 

2000; Oakes et al, 2001; Carpentier et al, 2002), d'autres études n'ont vu aucune 

différence (Kaumi et al, 1996; Lefebvre et al, 1997; Oakes et al, 1997). Des études 

supplémentaires sont requises afin de préciser le rôle du foie dans la réduction de la 

triglycéridémie induite par les agonistes PPAR-y. 

3.6.3 Les modèles génétiques 

Afin de déterminer le rôle de PPAR-y du foie dans le maintien de l'homéostasie 

métabolique et dans les effets des agonistes PPAR-y, deux équipes de recherche ont 

développé des modèles murins déficients en PPAR-y dans le foie. Ces modèles ont été 

développés chez la souris obèse ob/ob (Matsusue et al., 2003) et la souris lipodystrophique 

A-ZIP/F 1 (Gavrilova et al, 2003). Généralement, ces études montrent que l'inactivation de 

PPAR-y du foie réduit l'expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

lipogenèse, ce qui réduit l'accrétion des lipides dans le foie. Malgré ces effets positifs, 



58 

l'inactivation de PPAR-y du foie exacerbe l'hyperlipidémie, réduit la clairance des TG et 

augmente la résistance périphérique à l'insuline. Bien que les mécanismes impliqués dans 

cette détérioration du profil métabolique soient obscurs, ces résultats montrent tout de 

même que PPAR-y du foie joue un rôle central dans le métabolisme hépatique des lipides et 

dans l'équilibre métabolique. Le maintien de l'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 et al, 2003). 

3.7 Effets de la stimulation de PPAR-y sur les cellules-p* 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 à la déficience en insuline observée chez les patients 

diabétiques de type 2. Les traitements visant la préservation des cellules-(3 du pancréas et la 

restauration de la sécrétion de l'insuline sont perçus comme des éléments pouvant aider la 

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

L'ARNm et la protéine de PPAR-y sont tous deux retrouvés dans les cellules-13 du 

pancréas (Dubois et al, 2000). Plusieurs études produites in vivo montrent que la 

stimulation de PPAR-y améliore la fonction et prévient la défaillance des cellules-13 du 

pancréas. Les TZD ont bien démontré être en mesure de stimuler la sécrétion d'insuline 

chez des patients insulino-résistants (Cavaghan et al, 1997) ou diabétiques (Prigeon et al, 

1998; Kubo, 2002; Miyazaki et al, 2002b) et dans de nombreux modèles murins 

diabétiques (de Souza et al, 1995; Diani et al, 2004). Chez les rongeurs, il a été observé 

que l'agonisme de PPAR-y augmente la masse des cellules-|3 du pancréas en prévenant 

l'apoptose de ces cellules (Finegood et al, 2001). Les dérivés lipidiques qui s'accumulent 

dans les cellules-(3 du pancréas sont reconnus pour favoriser l'apoptose cellulaire (Unger et 

Zhou, 2001). Ainsi, il est possible que l'activation de PPAR-y dans les tissus périphériques 

puisse indirectement contribuer à réduire l'apoptose des cellules-p* du pancréas en réduisant 
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la lipotoxicité. Cette hypothèse est supportée par le fait que la troglitazone n'exerce aucun 

effet anti-apoptotique dans des cellules-(3 cultivées in vitro en présence d'AG (Cnop et al, 

2002). En plus de ces effets sur l'apoptose, la stimulation de PPAR-y contribue à maintenir 

la masse des cellules-(3 du pancréas en améliorant la sensibilité à l'insuline dans le muscle 

et dans le foie. La réduction de la glycémie induite par l'agonisme de PPAR-y contribue à 

réduire la défaillance et l'apoptose des cellules-|3 du pancréas en réduisant le stress associé 

à la surproduction d'insuline (Buchanan et al, 2002). 

Plusieurs études ont montré que les agonistes PPAR-y exercent des effets directs 

sur le métabolisme des cellules-|3 du pancréas. En premier lieu, contrairement à l'étude de 

Cnop et al., plusieurs équipes ont observé un effet anti-apoptotique des agonistes PPAR-y 

sur des cellules-p1 du pancréas cultivées in vitro. Dans ces études, la stimulation de PPAR-y 

réduit l'apoptose des cellules-(3 induite par l'accumulation de polypeptide amyloïde (Lin et 

al, 2005a), par l'hyperglycémie (Zeender et al, 2004), par l'interleukine 1(3 (IL-1|3) 

(Shimabukuro et al, 1997; Zeender et al, 2004) et par les AG (Shimabukuro et 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 modèles 

animaux ou humains traités avec des agonistes PPAR-y. En plus des effets sur l'apoptose, 

les agonistes PPAR-y stimulent l'expression de GLUT2 et de la GK dans les cellules-|3 en 

culture. Un PPRE fonctionnel a été identifié dans le promoteur de ces gènes (Kim et al, 

2000; Kim et al, 2002a). L'augmentation de l'expression de ces protéines pourrait stimuler 

l'entrée du glucose et déclencher les étapes initiales menant à la libération de l'insuline 

(Kim et Ahn, 2004). Toutes ces observations faites in vivo et in vitro supportent un rôle, 

direct et/ou indirect, des agonistes PPAR-y sur la protection des cellules-(3. Ces effets 

contribuent probablement à l'amélioration de l'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, l'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-|3 du pancréas. Ces modulations induites par les agonistes PPAR-y 

influencent chacunes à leur façon la sensibilité à l'insuline et le métabolisme du glucose et 

des lipides. La figure 4 résume les principaux effets des agonistes PPAR-y sur les tissus de 

même que l'impact de ces modifications sur le métabolisme du glucose et des lipides. 



61 

tissu adipeux 

fcaptation du glucose 
♦signalisation de l'insuline 
iGLUT-2, GK, AMPk 
♦métabolisme du glucose 
♦synthèse de glycogène, GS 
ygluconéogenèse, 

PEPCK, G6Pase 
f accumulation des lipides 
+ AMPk 

stimulation de PPAR-y 

♦adipogenèse 
♦rétention des acides gras 
♦aP2 
+ACS 
4ACBP 
+DGAT-1 
♦FAS 
+FAT/CD36 
+FATP-1 

♦GyK 
+LPL 
♦ M E 
+PEPCK 
♦PC 
fSCD-1 
+S3-12 

f hydrolyse TC 
^ sécrétion TG 
+ insuline 
^g lucose 

Î captation du glucose 
GLUT-2, GK 

♦viabilité des cellules-^ 
♦accumulation des lipides 

Scaptation du glucose 
GLUT-1,-4, CAP, 
IRS-1, -2, P85a 
signalisation de l'insuline 

♦ biogenèse des mltochondrles 
|CPT-1,PGC-1a, UCP-1 
♦ infiltration macrophages 
T MCP-1,4-TNF-a,4apoptose 

redistribution des graisses 
♦ sous-cutané, +viscéral 

muscle 

♦captation du glucose 
♦signalisation de l'insuline 
+GLUT-4, AMPk 
♦métabolisme du glucose 
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♦ AMPk 

Figure 4. Représentation schématisée des principaux effets des agonistes PPAR-y sur les 
tissus et de l'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 l'apoptose des grosses cellules 
adipeuses et la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes matures. Parallèlement, l'agonisme de PPAR-
Y augmente l'expression de plusieurs gènes impliqués dans la captation, la synthèse et l'estérification des AG, 
ce qui favorise la rétention des AGL dans le tissu adipeux. Chez l'humain, les TZD sont reconnus pour 
réduire l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux viscéral, un dépôt intimement relié à plusieurs 
problèmes métaboliques. La stimulation de PPAR-y augmente la biogenèse des mitochondries dans le tissu 
adipeux, ce qui pourrait contribuer à réduire les AGL circulants. Les agonistes PPAR-7 stimulent l'expression 
et l'activation de nombreuses protéines impliquées dans la signalisation de l'insuline et dans le transport du 
glucose. En plus d'augmenter la captation du glucose par le tissu adipeux, cet effet contribue à réduire la 
lipolyse du tissu adipeux. La stimulation de PPAR-y réduit l'infiltration des macrophages dans le tissu 
adipeux de même 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 et 
l'augmentation de l'adiponectine en circulation améliorent le métabolisme des tissus périphériques. Bien que 
l'agonisme de PPAR-y ait des effets directs sur le foie, le muscle et le pancréas, les effets des agonistes 
PPAR-y sur ces adipokines sont perçus comme des éléments clés favorisant l'amélioration du métabolisme de 
ces tissus. L'amélioration de la sensibilité à l'insuline dans ces tissus permet la réduction de l'insulinemie et 
de la glycémie. La diminution de la triglycéridémie est causée par l'augmentation de l'hydrolyse des TG dans 
le tissu adipeux et peut-être aussi par la réduction de la sécrétion des TG par le foie. Pour des détails relatifs 
aux abréviations, voir la section Liste des abréviations. 
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PROBLÉMATIQUE ET OBJECTIFS DES TRAVAUX 

Problématique 

L'accumulation des graisses dans les dépôts adipeux blancs viscéraux est associée à 

une détérioration du profil métabolique pouvant conduire à la résistance à l'insuline, au 

diabète de type 2, aux dyslipidémies, à l'hypertension et aux maladies cardiovasculaires. 

Les agonistes PPAR-y de la classe des TZD utilisés présentement en clinique pour 

le traitement de la résistance à l'insuline et du diabète de type 2 ont démontré être en 

mesure de diminuer l'accumulation des graisses dans les dépôts adipeux blancs viscéraux et 

d'augmenter leur déposition dans les dépôts 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 très peu impliqué dans la détérioration du profil métabolique. L'augmentation de 

la rétention des lipides par le tissu adipeux sous-cutané est perçue comme étant un élément 

clé pouvant protéger les tissus périphériques (muscles squelettiques, foie, pancréas) contre 

le développement de la résistance à l'insuline induite par la déposition ectopique des 

lipides. 

En conséquence, le remodelage de la masse adipeuse blanche favorisant la 

diminution de l'accumulation des graisses dans les dépôts viscéraux et l'augmentation de la 

déposition dans les dépôts périphériques représente un mécanisme possible par lequel les 

agonistes PPAR-y contribuent à l'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 l'étude des mécanismes en cause dans la redistribution du 

tissu adipeux. 

En plus de leurs effets sur l'amélioration de la sensibilité à l'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 été associée à l'augmentation de l'hydrolyse intravasculaire des TG dans le 

tissu adipeux et à la diminution de la sécrétion des TG. L'activation de la LPL du tissu 

adipeux par les agonistes PPAR-y est considérée comme un élément important favorisant la 

réduction de la triglycéridemie. Jusqu'à ce jour, la contribution relative des divers tissus 

adipeux et du foie à l'effet hypotriglycéridémiant des agonistes PPAR-y n'a pas été 

déterminée. Aussi, l'impact de l'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 à 

l'amélioration de la sensibilité à l'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 suggèrent que la 

lipolyse du tissu adipeux puisse être augmentée et non réduite par la stimulation de PPAR-

y. L'impact des agonistes PPAR-y sur la lipolyse et sur l'expression des principaux gènes 

contrôlant 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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1) Déterminer les mécanismes par lesquels l'agonisme de PPAR-y favorise le 

remodelage de la masse adipeuse blanche. 

2) Comprendre comment les modulations du métabolisme du tissu adipeux contribuent à 

l'amélioration de la lipémie lors de traitement avec des agonistes PPAR-y. 

Objectifs spécifiques 

La) 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, l'estérification et la déposition des graisses. 

1 .b) Évaluer 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. 

Le) 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 

l'oxydation des substrats et la dissipation de l'énergie. 

2.a) Déterminer les mécanismes primaires à la base des effets hypotriglycéridémiants des 

agonistes PPAR-y et évaluer la contribution des divers tissus adipeux à ces effets. 

2.b) Évaluer l'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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RÉSUMÉ 

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 à des changements 

dans l'expression de la lipase lipoprotéique (LPL) ou d'autres gènes impliqués dans le 

métabolisme des lipides. Ces travaux ont aussi été réalisés afin de déterminer dans quelle 

mesure les changements de l'activité de la LPL induits par la stimulation de PPAR-y 

affectent la triglycéridémie. Des rats ont été nourris durant 3 semaines avec une diète 

standard ou avec une diète promouvant l'obésité. Ces animaux ont été traités ou non avec 

l'agoniste non-thiazolidinedione COOH. Les effets de l'agoniste furent essentiellement les 

mêmes 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(3-

hydroxystéroïde déshydrogénase (11(3-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 l'activité de la LPL du BAT entre 5 et 8 

fois. Dans les animaux réalimentés avec la diète standard après un jeûne de 24 heures, le 

COOH a réduit l'insulinémie de moitié. L'agoniste a augmenté l'expression et l'activité de 

la LPL dans le TASC, mais n'a eu aucun effet dans le TAV. L'augmentation de 2 à 3 fois 

des niveaux de triglycérides (TG) circulants observée en réponse à la prise alimentaire a été 

littéralement abrogée par le traitement avec le COOH. Cet effet est probablement 

attribuable à la forte augmentation de l'activité de la LPL dans le TASC et le BAT. Ainsi, 

l'agoniste COOH a eu des effets différentiels puissants sur le métabolisme du tissu adipeux 

et sur l'accrétion des lipides qui ont pu favoriser l'amélioration de la triglycéridémie 

postprandiale. La régulation différentielle de l'expression de la LPL, de la 11|3-HSD-1 et 

d'UCP-1 pourrait être en cause dans ces effets. 
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ABSTRACT 

This study sought to détermine whether the adipose depot-specific (subcutaneous 

[SF] vs. viscéral [VF]) action of peroxisome proliferator activated receptor-y (PPAR-y) 

agonists on fat déposition extends to the expression of lipoprotein lipase (LPL) and other 

key adipose lipid metabolism gènes, 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 altérations were observed in mRNA levels of the 

glucocorticoid-activating enzyme ll-(3-hydroxysteroid dehydrogenase-1 (11[3-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 triglycérides (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 déposition, and greatly 

impacted the postprandial handling of TG-rich lipoproteins. Thèse depot-specific effects 

may be mediated by differential régulation of key metabolic gènes, including LPL, 11 p-

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 viscéral form (1-3). Endothelium-bound 

lipoprotein lipase (LPL; EC 3.1.1.34) hydrolyzes circulating triglycérides (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 résistant to insulin, the 

necessary and sufficient postprandial activator of adipose LPL (6), in both a genetic and a 

dietary model of the résistance of glucose metabolism to insulin (insulin résistance) (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 rôle 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 régulâtes the expression of a 

number of gènes involved in lipid metabolism, including LPL. The net resuit of PPAR-y 

activation is a remodeling of WAT with a larger number of smaller adipocytes (9 -12). 

PPAR-y activation also efficaciously améliorâtes whole-body and muscle insulin résistance 

(9,13,14) and hypertriglyceridemia (10,15). Synthetic thiazolidinedione (TZD) PPAR-y 

ligands are used clinically to treat insulin résistance and type 2 diabètes (14,16). At least 

part of the insulin-sensitizing action of PPAR-y agonists is thought to dérive from enhanced 

lipid rétention 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 présent study was to assess whether increased transcription of the LPL gène by a 

PPAR-y agonist would influence LPL activity and thereby impact postprandial 

triglyceridemia. PPAR-y agonists hâve been reported to exert a dépôt-spécifie action on 

lipid accumulation in subeutaneous fat (SF) and viscéral 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 dépôt 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). Thèse included 
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11 |3-hydroxysteroid dehydrogenase-1 (11|3-HSD-1), which converts inactive 

glucocorticoids into potent glucocorticoid receptor agonists in WAT, and uncoupling 

protein 1 (UCP-1), which dissipâtes 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 sélective PPAR-y Ml 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 obèse, 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 obèse rats to that 

of lean animais (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 

Animais and treatments. Maie SD rats (n 96; 90-100 g) were purchased from Charles 

River Laboratories (St. 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 animais 

were cared for and handled in conformance with the Canadian Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animais, 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 animais were fed a purified high-sucrose, 

high-fat (HSHF) diet, the composition of which is detailed elsewhere (7). The HSHF diet 

rapidly induces insulin résistance in peripheral tissues, including adipose tissue and 

muscles (24,28). Half of the animais 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 mg^kg^day"1 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 animais 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. Ail rats were refed pelleted standard diet, without the 

agonist, to allow comparison of treatment-related changes independent of meal size and 

composition (7,8). 

Plasma and tissue sampling. Rats were killed by décapitation. 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 déterminations. 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, Montréal, Canada), as were plasma nonesterified fatty acids 

(NEFAs; 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 [carboxyl-14C]triolein, and NEFAs released by LPL were separated and 

counted. LPL activity was expressed as microunits (luU = 1 mol NEF A 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 différences in tissue TG content, data are expressed as LPL activity per 

gram of total tissue protein (29). LPL activity per total adipose dépôt 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 manufacturer' protocols. RNA 

concentration was estimated from absorbance at 260 nm. The expression level of spécifie 

mRNAs was quantitated using quantitative fluorescent real-time PCR. RNA was first 

reverse transcribed using random hexamers according to the manufacturera protocol (PE 

Applied Biosy stems, Foster City, CA). Amplification of each target cDNA was then 

performed with TaqMan PCR Reagent Kits in the ABI Prism 7700 Séquence Détection 

System according to the manufacturera protocols (PE Applied Biosy stems). 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 

18S 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 0/1/3/6 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 0/1/3/6 h of refeeding) factorial ANOVA in the standard diet fed and 

HSHF diet-fed cohorts separately. When justified by a significant treatment interaction, 

différences between individual group means were analyzed by Fisher's protected least 

squares différence (PLSD) test. The effects of agonist treatment (control, COOH) and 

dietary status (fasted, 6-h refed) on mRNA levels in adipose dépôts (inguinal, 

retroperitoneal) were compared according to a 2 x 2 x 2 factorial ANOVA. Différences 

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 dépôt 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 dépôt 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 thèse effects being additive. In 

sharp contrast, diet and the agonist had opposite effects on retroperitoneal adipose dépôt 

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 dépôts are représentative of SF and VF, respectively, 

in gênerai, the sum of the weight of the two dépôts and their weight ratio were computed to 

obtain a crude représentation 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 dépôts, 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 animais compared to 

their untreated counterparts regardless of diet. Therefore, the HSHF diet increased fat 

déposition equally in both SF and VF, whereas the PPAR-y agonist brought about a 

redistribution of fat déposition 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 animais (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 animais 

(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 animais, but there was no 

diet-related différence in glucose levels in COOH-treated rats (Fig. \A). Overall, the PPAR-

y agonist slightly raised plasma glucose levels {P < 0.02) in standard diet-fed rats, but no 

between-group différence 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. \B). 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 terni than in those on the standard diet (Fig. 

2A). 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 NEF A 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 treatment was 

confirmed in the présent study, as both inguinal and retroperitoneal dépôts 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 ail 

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. 3A). 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 animais, 

thereby indicating insulin résistance (Fig. 35). COOH had no effect on retroperitoneal LPL 

regardless of the chronic diet. Such dépôt 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 dépôt 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 dépôt, 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 dépôt was enhanced five- to eightfold by the 

PPAR-y agonist in both dietary cohorts (Fig. 45). In the présent 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 ail groups (Fig. 

5). Fasting corticosterone levels in standard diet fed rats were not significantly affected by 

COOH, whereas the fasting hypercorticosteronemia présent in rats chronically fed the 

HSHF diet was abrogated by chronic PPAR-y agonist treatment. Overall, the PPAR-y 

agonist potentiated the refeeding-induced réduction in corticosterone (agonist X time 

interaction, 0.02 > P < 0.003). 



77 

Chronic COOH treatment increased LPL mRNA in inguinal SF, but not in 

retroperitoneal VF (agonist X dépôt interaction, P < 0.004) regardiess of the nutritional 

status, which, as expected, also had no effect (Fig. 6A). In sharp contrast, the PPAR-y 

agonist did not affect 1 ip-HSD-1 mRNA expression in SF, but greatly decreased it in VF 

(agonist X dépôt interaction, P < 0.02), again independently of nutritional status (Fig. 6B). 

UCP-1 mRNA was affected by adipose dépôt location, nutritional status, and COOH 

treatment, and ail factors interacted with each other (dépôt X nutrition X agonist 

interaction, P < 0.01) (Fig. 6Q. 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 dépôt spécifie manner. Also, PPAR-y activation increased subeutaneous fat 

déposition at the expense of viscéral fat. Such remodeling was accompanied by a congruent 

dépôt specificity of changes in the mRNA levels of proteins associated with increased (LPL 

and 11|3-HSD-1) or reduced (UCP-1) lipid accumulation. 

We hâve 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 habituai diet (24). In the présent 

study, based on our previous work on the insulin résistance of adipose LPL (7,8), rats 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 

sécrétion is hampered in high-fat fed rats) (31). Thèse observations should not be 

interpreted as an absence of glucose metabolism insulin résistance 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 résistance in HSHF diet-fed rats was 

illustrated by their higher postprandial glucose excursion and weaker NEFA réduction in 

the face of identical insulinemia compared to standard diet-fed rats and by the lack of 

response of their viscéral 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 animais. This confirms 

the well-established insulin-sensitizing action of PPAR-y agonists (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 gênerai (9-11) in both inguinal and retroperitoneal 

dépôts. 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 présent study, 

COOH exerted strong, depot-specific actions on LPL activity, which extended to LPL gène 

expression, as suggested by mRNA levels. In standard diet-fed rats, COOH upregulated 

LPL 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 ail 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 hère and previously (32-34) could simply make more enzyme 

available for activation. In HSHF rats, although total dépôt 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 resuit of PPAR-y's inability to directly affect LPL gène 

transcription through its previously identified peroxisome proliferator response élément 

(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 animais was unresponsive to postprandial activation. The PPAR-y agonist 

was unable to overcome the résistance of viscéral 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 viscéral WAT, COOH did not affect LPL activity relative to total 

protein in BAT. However, in contrast to viscéral fat, the large increase in BAT weight 

elicited by PPAR-y agonist treatment was accompanied by a parallel sixfold élévation 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 présent findings extend those of previous studies that hâve 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 ail 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 réduction in circulating TGs. In addition to increasing LPL expression and activity in 

thèse 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 NEF As, COOH may also 

hâve lowered hepatic VLDL TG sécrétion. The respective contribution of thèse major 

déterminants of triglyceridemia remains to be established. 

Treatment with COOH was dépôt spécifie, not only at the level of LPL activity, but 

also at the level of lipid déposition. Indeed, the agonist nearly doubled inguinal dépôt mass 

(most of that being stored TGs), whereas it decreased retroperitoneal dépôt 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 déposition 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 viscéral relative to 

subcutaneous adipocytes, but at the same time argues against a contribution of decreased 

uptake of TG-derived fatty acids to the frank réduction 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. Thèse considérations 

raise the as yet unproven possibility that COOH may hâve 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 viscéral than in the subcutaneous 

dépôt. As a resuit, locally increased thermogenesis may hâve favored lipid loss in the 

retroperitoneal versus the inguinal dépôt, 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 

spéculative because, as was seen hère 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 11(3-HSD-1 (23), which locally converts 

inactive corticosteroids into potent glucocorticoid receptor agonists (41,42). Hère we found 

that PPAR-y agonist treatment caused 11 (3-HSD-1 expression to be greatly diminished in 

VF, but not in SF. As a resuit, the local production of bioactive glucocorticoids in VF, to 

which it is particularly sensitive because of high glucocorticoid receptor density (43,44), 

may hâve been decreased, thereby reducing the local lipogenic drive and supporting the 

noted diminution in fat accretion in this dépôt. In this regard, it is worth noting that patients 

with hypercorticosteroidism display increased viscéral obesity (45,46) and metabolic 

maladies that show a striking similarity to type 2 diabètes (47). Furthermore, 11(3-HSD-1 

null mice are résistant to diet-induced insulin résistance (48), whereas transgenic mice 

overexpressing 11(3-HSD-1 exhibit increased corticosterone levels, viscéral obesity, and 

insulin résistant diabètes (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 dépôt 

spécifie 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 différences in fat déposition. COOH increased LPL activity in BAT 

and subeutaneous WAT, but not in viscéral 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 dépôt specificity of COOH action extended to fat déposition, 

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 gènes involved in the 

modulation of various aspects of lipid metabolism, including LPL, UCP-1, and 11(3-HSD-1. 

A more profound understanding of the rôle of PPAR-y agonists in preventing VF 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. 

Gène 5' Primer (5'-3') 3' Primer (5'-3') Probe (5'-3') 

LPL CTAAACTATGTACTTCAGGCTTACCTTGAA ATGGTTATCAAGCTCCCAGCAC TCTCAACCATCCTGCCTTGGCTTCCT 
1IP-HSD-J GAAACAGAGCAATGGCAGCAT CAAACTTGCTTGCAGAGTAGGAAG CTCCATGGCTGGGAAAATGACCCAA 
UCP-1 CATCACCTTCCCGCTGGA CTAATAGTACTGGAAGCCTGGCCT CAAAGTCCGCCTTCAGATCCAAGGTG 
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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 diet HSHF diet ANOVA 
Placebo COOH Placebo COOH Diet Agonist Diet x agonist 

Food intake (MJ) 6.2 ± 0.1 6.8 ±0.1 7.4 ± 0.2 7.7 ± 0.1 <0.0001 0.0002 NS 
Body weight; (g) 294 ± 5 302 ± 4 816 ± 5 323 ± 5 <0.0001 NS NS 
Body weight gain (g) 136 ± 5 144 ± 4 157 ± 4 165 ± 4 <0.0001 NS NS 
Food efficiency (g/MJ) 22.1 ± 0.6 21.2 ± 0.5 21.2 ± 0.4 21.4 ± 0.4 NS NS NS 
6-h refeeding intake (g) 15.4 ± 1.1 17.9 ± 0.9 12.1 ± 0.8 14.4 ± 1.4 0.005 0.04 NS 

Data are nieans ± SE of 24 animais. The ANOVA eolumns represent the level of signifleanee of the elfects of diet with two levels (standard 
and USIIF diets) and agonist (placebo and COOH) and fheir interaction. F'ood efficiency représenta grains of body weight gain per megajoule 
of ingested food. NS, not significant. 
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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. 

Standard diet IISIIF diet ANOVA 
Control COOH Control C00II Diet Agonist Diet x agonist 

Ing weight 1.16 ±0.05 1.80 ± 0.07 1.98 ±0.10 2.80 ±0.1.1 <0.0001 <0.0001 NS 
Ing protein (mg) 32 ± 2 66 ± 4 40 ± 4 81 ± 6 0.007 <0.0001 NS 
Ret weight (g) 1.06 ± 0.07" 0.76 ± 0.051' 2.36 ±0.10" 1.43 ± 0.09'1 <0.0001 <0.0001 0.0001 
Ret protein (mg) 14 ± 1 24 ± 1 24 ± 1 37 ± 2 <0.0001 <0.0001 NS 
Sum Ing + Ret weight (g) 2.2 + 0.1 2.6 ±0.1 4.3 ± 0.2 4.2 ± 0.2 <0.0001 NS NS 
Ing/Ret weight ratio 1.1 ±0.1 2.5 ± 0.1 0.9 ± 0.0 2.1 ± 0.1 0.0009 <0.0001 NS 
BAT weight (g) 0.29 ± 0.02" 1.86 ± 0.12" 0.36 ± 0.02" 2.76 ± 0.15e <0.0001 <0.0001 <0.00()1 
BAT protein (mg) 33 ± 2 " 153 ± 8t 35 ± 2" 180 ± 9° 0.02 <0.0001 0.05 

Data are means ± SE of 24 animais. The ANOVA columns represent the level of signifieance of the effects of diet with two levels (standard 
and HSHF diets) and agonist (placebo and COOH) and their interaction. When a treatment interaction was détectée! by ANOVA, post hoc 
individual between-group comparisoris (Fisher's PLSD) were perfonned. For the latter variables, means not sharing a common superscript 
are signifleantly différent from each ollier, P < 0.05. Ing, inguinal; Ret, retroperitoneal. 
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FIGURES LEGENDS 

Figure 1. Plasma glucose (A) and insulin (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 animais. 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, A X T 

= 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 (A) 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 animais. 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. NEF As: 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 = NS; 

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 (A) and retroperitoneal 

(B) dépôts 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.C: Total LPL 

activity per dépôt in the fasted state. *Different from control in corresponding dietary 

cohort, P < 0.004. Each point or column represents the average ± SE of six animais. 

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, D X T = 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 dépôt in the fasted state. 

*Different from control in corresponding dietary cohort, P < 0.0001. Each point or column 

represents the average ± SE of six animais. 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 animais. 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, D X T = NS; in standard diet-fed, A = NS, 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), 1 ip-HSD-1 (B), and UCP-1 (Q in inguinal (left) 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 animais. 

Note différent scales in C for retroperitoneal and inguinal dépôts. The 2 X 2 X 2 ANOVA 

results that follow represent level of significance (P value) of the main effects of dépôt 

(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. 11|3-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 Nu X A 

0.01. Hatched columns, control; filled columns, COOH. 
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RÉSUMÉ 

Dans cette étude, nous désirions mettre à jour les mécanismes par lesquels la 

stimulation des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes-y (PPARy) 

favorisent l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux sous-cutané (TASC) et 

diminuent leur accumulation dans le tissu adipeux viscéral (TAV). Chez des rats traités 

avec l'agoniste COOH (30mg • kg"1 • jour"1) 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 l'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 été associée à l'augmentation de l'expression des 

gènes codant pour des protéines impliquées dans la captation (lipase lipoprotéique), la 

rétention (aP2) et l'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 l'augmentation de l'expression des gènes codant pour 

des protéines impliquées dans l'oxydation et la thermogenèse plus fortement dans le TAV 

que dans le TASC. Des changements similaires ont été observés relativement à la 

consommation d'Û2 par des adipocytes isolés des deux dépôts. La biogenèse 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 l'oxydation des lipides a favorisé la déposition des graisses dans le TASC. 

Dans le TAV, la faible augmentation de la captation des lipides associée à la forte 

stimulation du potentiel d'oxydation ont conduit à la réduction de l'accumulation des 

graisses dans ce dépôt. 
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ABSTRACT 

This study aimed to establish the mechanisms whereby PPARy agonism brings 

about redistribution of fat toward subcutaneous (SF) dépôts and away from viscéral 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-, rétention-, and esterification-promoting enzymes lipoprotein lipase, aP2, and 

diacylglycerol acyltransferase-1. Basai lipolysis and fatty acid recycling were stimulated by 

COOH in both SF and VF, with no frank quantitative dépôt 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 élévation in O2 consumption in 

the former than in the latter. Mitochondrial biogenesis was stimulated equally in both 

dépôts. Thèse findings demonstrate that PPARy agonism redistributes fat by stimulating the 

lipid uptake and esterification potential in SF, which more than compensâtes for increased 

O2 consumption; conversely, lipid uptake is minimally altered and energy expenditure is 

greatly increased in VF, with conséquent réduction in fat accumulation. 
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INTRODUCTION 

Individuals with viscéral fat déposition are at high risk of developing the metabolic 

syndrome, type 2 diabètes, and cardiovascular disease (1,2), in contrast with those with 

similar amounts of adipose tissue stored in subcutaneous dépôts (3). Viscéral 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 sécrétion (6,7). High plasma NEFA lead to lipid 

accumulation in non-adipose tissues and interfère with insulin signaling (8,9). Also, 

enlarged VF secrètes a wide range of pro-inflammatory cytokines that reduce insulin 

signaling and promûtes 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 

régulâtes the expression of a number of gènes involved in lipid and glucose metabolism. 

PPARy agonists of the thiazolidinedione (TZD) class are currently used for the treatment of 

insulin résistance and type 2 diabètes. 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 sécrétion and favor 

lipid uptake, rétention, 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 déposition in 

SF while reducing or maintaining VF mass (14-16). Redistributing fat from lipolytic VF to 

more anabolic SF is thought to play a rôle 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 dépôt specificity of PPARy agonism on 

overall adipose lipid metabolism has not been addressed in détail. 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 thèse pathways PPARy 

agonism leads to depot-specific fat accretion. To this end, déterminants of adipose lipid 

metabolism were assessed in SF and VF, including TG-derived FA uptake and rétention, 

lipolysis, FA reesterification, and energy expenditure. Quantification of the level of 

expression of major gènes of thèse pathways was combined with their assessment at the 

functional level. 
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RESEARCH DESIGN AND METHODS 

Animais and treatment. Maie Sprague Dawley rats (90-100g, «=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 animais 

were cared for and handled in conformance with the Canadian Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animais, 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, composition detailed in (20)) to maximize the 

effect of PPARy agonism on lipid flux. During the 3-week feeding period, half of the 

animais 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 

mg/kg'day, previously shown to bring about frank redistribution of fat in the rat (19). 

Sérum and tissue sampling. Rats were killed by décapitation after a 10-h fast, trunk 

blood was centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C), and sérum was stored at -80°C. Tissue 

samples (inguinal dépôt as représentative of SF and retroperitoneal dépôt as représentative 

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 

isolation 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 cDNA 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 Gène 3000 System (Montréal Biotech, Montréal, QC, Canada). 

Chemical détection of the PCR products was achieved with SYBR Green I (Molecular 

Probes, Willamette Valley, OR). Data are expressed as the ratio between the expression of 

the target gène and the housekeeping gène 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 fïltered through a nylon mesh, and collagenase 

was removed by repeated (3x) washings with fresh KRB. Cell size distribution (in 10 |im 

incréments, 20-260 um) was determined microscopically in cell suspensions containing 

0.4%o trypan blue. Structures <20um were not considered. Cell diameter was measured in at 

least 300 cells per dépôt 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 cathéter with 0.15 ml/kg of 10%> 

Intralipid containing 3H-9,10-labeled trioleoylglycerol (570 dpm/nmol FA; kindly provided 

by Drs. T. and G. Olivecrona, Umeâ 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 %> injected 

dose. 

Adipose tissue LPL activity. Tissue homogenates were incubated with a substrate 

mixture containing [carboxyl-14C]triolein, and 14C-NEFA released by LPL were separated 

and counted (21). LPL activity is expressed as microunits (1 uU = 1 umol NEF A/h at 28°C) 

per total dépôt to illustrate global tissue availability. 

Adipose tissue PEPCK activity. Tissue homogenates were incubated with 

[14C]bicarbonate and incorporation of radioactivity into acid-stable malate was measured 

after 14C02 evaporation (22). PEPCK activity was calculated as nmol phosphoeno/pyruvate 

converted to malate per min at 37°C, and is expressed per unit total tissue protein (25). 
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[1- C/pyruvate 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 atmosphère of 5% CO2 and 95% O2 at 37°C. KRB was 

supplemented with 5 mmol/1 pyruvate and 1 uCi [l-14C]pyruvic acid (Na sait, Amersham, 

Piscataway, NJ). Total lipids were extracted (27) and [l-14C]pyruvate incorporation was 

counted. 

Lipolysis. Pièces of tissue (20-25 mg) obtained from 10 h-fasted rats were incubated 

2 h in 1 ml 2.5% KRB with or without insulin (100 pmol/1) in a humidified atmosphère of 

5% CO2 and 95% O2 at 37°C. Explants were then removed and incubation média were 

frozen until measurement of NEF A (Wako, Richmond, VA) and glycerol (Sigma, Oakville, 

ON, Canada). NEF A and glycerol release are expressed per unit DNA determined using the 

DNeasy Tissue Kit (QIAGEN). 

Oxygen consumption. Isolated adipocytes were washed in 2.5% KRB. Excess 

buffer was removed and 200 ul 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 

intervais for 120 min at an excitation wavelength of 485 nm and émission wavelength of 

610 nm. Results are expressed as the slope of fluorescence intensity/time (s) x 1000/ug 

DNA. 

Mitochondrial mass. Isolated adipocytes were incubated at 37°C for 30 min in 

2.5% KRB with 100 nmol/1 MitoTracker Green FM (Molecular Probes, Invitrogen), a 

mitochondrion-specific dye, and images were acquired with an Evolution QEi caméra 

(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 différent 

cells for each dépôt 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, Montréal, QC, Canada), 

NEFA and glycerol (as above). 

Statistical analysis. Data are means ± SEM. Morphometric and sérum variables 

were analyzed by Student's unpaired Ttest. Adipose tissue variables were first analyzed by 

factorial ANOVA to establish the individual and interactive effects of fat locahzation, 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 Différence test. Significance was set at P<0.05. 
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RESULTS 

Morphometry, sérum 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). Sérum glycerol was slightly increased (24%) by COOH, resulting in a large 

decrease (-43%) in the sérum 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 um in SF and by -25 um in VF. Of note was the large COOH-induced 

increase in the relative number of cells of the smallest diameters (>50 um) in SF, likely 

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

Déterminants ofadipose FA uptake and esterification 

To gain insight into the mechanisms implicated in COOH-induced WAT 

remodeling, we first examined the expression of gènes 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 rétention (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 dépôts, 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 sérum NEFA levels, there is évidence that it 

stimulâtes 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, basai glycerol and NEFA release was higher in VF 

than in SF (Fig. 3A, top panel). COOH increased basai 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% réduction in the 

NEFA/glycerol ratio in both dépôts (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 présence 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 

déterminant of basai lipolysis, were higher in VF than in SF, and were increased by COOH 
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in both VF (2.3-fold) and SF (1.5-fold), in gênerai congruence with treatment effects on 

lipolytic rates. 

Déterminants ofglycerol and FA cycling 

PPARy agonism stimulâtes in WAT the reesterification into TG of both glycerol 

and FA released by intracellular lipolysis, thereby favoring lipid rétention, 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 dépôts. Basai 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, [l-14C]pyruvate incorporation into lipids (a functional measure of 

glyceroneogenesis) was more important in VF than in SF, and was increased by COOH in 

both dépôts (Fig. 4C). COOH also increased mRNA levels of GyK 2-3-fold in both SF and 

VF (Fig. 4D). 

Déterminants ofFA oxidation and energy expenditure 

Despite favoring whole body positive energy balance, PPARy agonists locally 

increase WAT energy expenditure (11). We therefore sought to détermine 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 dépôts, 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 rôle in (3-oxidation. 

Likewise, COOH increased the expression of UCP-1, a key thermogenic gène, 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 gène expression, COOH increased O2 consumption in both 

adipose dépôts, 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 interaction with lipid stores in both dépôts (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 dépôts at the expense of viscéral 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 gènes involved in FA 

oxidation and thermogenesis as well as O2 consumption to a greater degree in VF than in 

SF. In this model, fat redistribution elicited by PPARy agonism is therefore the 

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

Remodeling of WAT by COOH included cell prolifération exclusively in SF, in 

which numerous very small adipocytes were présent, as well as a réduction 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 présent study 

extends thèse 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 dépôt specificity, LPL expression and activity as well as 

aP2 expression were increased by COOH specifically in SF, extending our previous 

findings on the rôle 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 thèse 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-lc, 

a PPARy target and a master regulator of the expression of lipogenic gènes, 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 subséquent FA uptake, sequestering and 

esterification, thus creating conditions favoring fat accretion. 

A stimulatory effect of PPARy agonists on adipose lipolysis was reported earlier in 

obèse Zucker rats (31,32), and was confirmed hère and in our récent 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 présent study, basai lipolysis 

in untreated rats was, as expected, higher in VF than in SF, and was robustly increased by 

COOH in both dépôts. Of note is the fact that lipolysis was reduced by a low, physiological 

concentration of insulin only in fat explants from COOH-treated animais, confirming 

higher sensitivity to the antilipolytic 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 dépôts 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 dépôt 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 dépôt différences in 

reesterification rates, the net release of lipolytic products. 

The TZD-induced réduction 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), basai PEPCK expression and activity as well as 

[1 l4C]-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 dépôts. We show hère that COOH robustly increased 

PEPCK, [l-I4C]-pyruvate incorporation into lipids, and GyK expression in both dépôts. 

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 gènes 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 hère to increase the expression of 

several transcripts involved in FA oxidation, thermogenesis, and mitochondrial 

prolifération. 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 

présent study extends thèse 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-

1 followed the same pattern, with a particularly striking between-depot différence in the 

case of UCP1, confirming and extending our previous study (19). Such differential gène 

expression had a functional impact because COOH stimulated O2 consumption in both 

tissues, but more strongly so in VF than in SF, such that energy expenditure, which was 

similar in both dépôts of control rats, became nearly 3-fold higher in VF than in SF of 

COOH-treated rats. Stimulation of energy expenditure contributed in ail 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 

déposition. 
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The higher activation of O2 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 dépôts, 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 hâve contributed to the overall stimulatory action of 

COOH on O2 consumption. 

The observed COOH-induced increase in the potential for FA oxidation, energy 

dissipation, mitochondrial biogenesis, and O2 consumption confirm earlier findings with 

TZDs (11,38) and indicate that white adipocytes, either newly differentiated or mature, 

hâve acquired features that normally characterize brown adipose cells. A further indication 

of this is the COOH-induced increase in the expression of PGC-la, a molecular switch that 

turns on several key components of the adaptive thermogenic program in brown fat (41). 

Overexpression of PGC-la 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 

présent study, the stronger COOH-mediated induction of PGC-la expression in VF than in 

SF therefore constitutes a likely mechanism explaining the depot-specific magnitude of the 

activation of oxidative/thermogenic gène expression and O2 consumption. Why such dépôt 

specificity of action of COOH on PGC-la did not translate into différences 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 hâve yet to be established. There is no major différence 
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in PPARy expression between human SF and VF (43-45), whereas higher expression in VF 

compared to SF observed hère 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 

conséquences. 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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TABLES 

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

Gène Accession # 5'Primer (5'-3') 3' Primer (5'-3') 

aP2 NM053365 

Acadl NM_012819 

ATGL XM_341960 

DGAT-1 NM_053437 

GyK NM024381 

LPL NM_012598 

L27 NM_022514 

mCPT-1 NM_013200 

PDK-2 NM_030872 

PDK-4 NM_053551 

PEPCK NM_198780 

PGC-la NM_031347 

PPARY2 AF156666 

UCP-1 NM 012682 

ATGTGTGATGCCTTTGTGGG 

AGCTCCCACAGGAAAGGCTT 

CACTTTAGCTCCAAGGATGA 

TATTACTTCACTTTTGCTTCC 

CCTGTCCATTGAAATGTGTCATCC 

AACCTTTGTGGTGATCCATGGA 

CTGCTCGCTGTCGAAATG 

CGGAAGCACACCAGGCAGTA 

GGGGTGTCCCCTTGAGGAAGAT 

TTCTACTCGGATGCTCATGA 

TGGGTGATGACATTGCCTGG 

TCCTGTTACTATTATGAATCAAGCC 

GGTGAAACTCTGGGAGATCC 

TGGTGAGTTCGACAACTTCC 

CCCAGTTTGAAGGAAATCTC 
CTCGAGCATCCACGTAGGCT 

TGGTTCAGTAGGCCATTCCT 

AAAGTAGGTGACAGACTCAG 

GCCATGAAGCCATGACAATTAGTG 

CGAAATCCGCATCATCAGGA 

CCTTGCGTTTCAGTGCTG 

GCAGCTTCAGGGTTTGTCGGAATA 

TTCTTGGGCTCTGTGCTGGG 

CACCTCGGTCAGAAATCTTG 

ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG 

AAACCATAGCTGTCTCCATCATCC 

TGAGGGAGTTTGAAGGCTCTTC 

GTGGGCTGCCCAATGAATAC 

Abbreviations: aP2, adipose fatty acid binding protein; Acadl, long-chain acyl-coenzyme A 

dehydrogenase; ATGL, adipose triglycéride lipase; DGAT-1, diacylglycerol acyltransferase 1; 

GyK, glycerol kinase; LPL, lipoprotein lipase; mCPT-1, muscle-type carnitine 

palmitoyltransferase 1; PDK-2 and -4, pyruvate dehydrogenase kinase 1 and 4; PEPCK, 

phosphoerco/pyruvate carboxy kinase; PGC-la, PPARy coactivator la ; PPARy2, peroxisome 

proliferator-activated receptor 2; UCP-1, uncoupling protein 1. 



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) 326±13 356±20 

Body weight gain (g) 172±11 199±15 

Glucose (mmol/L) 7.8±0.2 7.5±0.2 

Insulin (pmol/L) 252±53 70±11 * 

Triglycérides (mmol/L) 2.4±0.3 1.4±0.2* 

NEFA (mmol/L) 0.61±0.02 0.44±0.05 * 

Glycerol (mmol/L) 0.17±0.01 0.21±0.02 * 

NEFA/glycerol ratio 3.7±0.2 2.1±0.2* 

Data are mean ± SEM of 6 rats. * Différent 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 dépôt 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 um 

range; SEM were omitted for clarity. Data are expressed as mean ± SEM of 6 rats. * P < 

0.05 vs. same dépôt in control group, f 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 < 0.05 vs. same dépôt in control group, f P < 0.05 vs. SF in same treatment 

group. 

Figure 3. Basai (A) and insulin-inhibited (B) release of glycerol (top panels) and NEFA 

(middle panels), NEFA/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 < 0.05 vs. same dépôt in control group, f P < 0.05 

vs. SF in same treatment group, $ P < 0.05 vs. same dépôt 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 dépôt 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-la, UCP-1, and Acadl (A), and 

adipocyte O2 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 < 0.05 vs. same dépôt in control group, f 

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 représentative micrographs of adipocytes isolated 

from the retroperitoneal dépôt 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 dépôt in control group. In (B), white arrows indicate clusters of small lipid 

droplets surrounded by mitochondria. 
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Figure 3. 
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RÉSUMÉ 

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 

l'expression de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme des lipides et du glucose. Il 

est connu que les agoni stes PPAR-y réduisent les triglycérides (TG) dans les études 

produites chez les rongeurs et dans certaines études effectuées chez l'homme. Cette étude 

avait pour but de quantifier la contribution des tissus (tissus adipeux, muscles, foie) à l'effet 

hypotriglycéridémiant d'un agoniste PPAR-y. Des rats ont été traités avec l'agoniste PPAR-

y COOH (30 mg/kg/jour) durant 3 semaines. À la fin du traitement, une émulsion 

synthétique de TG marqués a été injectée à ces animaux et la partition de la radioactivité 

entre les tissus a été évaluée. L'activité de la lipase lipoprotéique (LPL) a été quantifiée 

dans les tissus. Cette étude montre que l'agonisme de PPAR-y favorise la clairance des TG 

en augmentant l'activité de la LPL et la captation des lipides issus de l'hydrolyse des TG de 

façon spécifique à chaque tissu. Le COOH a fortement augmenté l'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 l'activité de la LPL et de la captation de lipides. De fortes 

corrélations ont été observées entre la captation de lipides marqués et l'activité de la LPL 

dans le tissu adipeux, soulignant l'importance de cette enzyme dans l'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 l'expression des gènes 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 l'agoniste a pu faciliter la captation des acides gras issus de l'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 rôle important dans l'effet 

hypotriglycéridémiant de l'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 régulâtes the expression of 

numerous gènes involved in lipid and glucose metabolism. It is know that PPAR-y agonism 

reduces circulating triglycérides (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 

agonist COOH strongly increased LPL activity and TG-derived lipid uptake in 

subcutaneous inguinal white adipose tissue (iWAT) and in brown adipose tissue (BAT). Of 

the three viscéral fat dépôts 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 corrélations were observed 

between TG-derived lipid uptake by adipose tissue and LPL activity, underlining the 

important rôle 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 gènes 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 hâve facilitated the 

uptake of fatty acids arising from LPL-mediated hydrolysis of TG, either in adipose tissue 

or in the muscles themselves. Taken together, thèse 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 régulâtes the expression of 

numerous gènes involved in lipid and glucose metabolism (3). PPAR-y agonists of the 

thiazolidinedione (TZD) class are currently used for the treatment of insulin résistance and 

type 2 diabètes. In addition to improving peripheral insulin sensitivity, PPAR-y agonists 

hâve been shown to reduce circulating triglycérides (TG) in studies using rodents (16, 26, 

34, 45) and in some (2, 10, 42), but not ail (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 différence may be associated with the présence of 

brown adipose tissue (BAT) in rodents (25). This fat dépôt, 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 

sécrétion 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 présence of a functional peroxisome proliferator response élément 

(PPRE) in the promoter of LPL (40). Although several studies did not find a réduction in 

hepatic very-low density lipoprotein (VLDL) sécrétion rate in response to PPAR-y agonists 

(18, 25, 27), other did so (4, 34), suggesting that reduced sécrétion of TG-rich particles may 

contribute to the hypolipidemic effect of thèse molécules under certain conditions. 

Discrepancies among the above studies are likely the resuit of the use of différent models 

and by différences in treatment procédures (agonist, dose, duration). Although the 

hypotriglyceridemic effect of PPAR-y agonism may be related to changes in both arms of 

TG kinetics (clearance and sécrétion), the increase in TG clearance seen in virtually ail 

studies is likely to play a major rôle therein. 

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

reduces fat accretion in viscéral WAT (32, 33, 41). Considering that individuals with high 
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amounts of viscéral 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 amélioration of the metabolic 

profile. Récent studies using a non-TZD PPAR-y full agonist (COOH) in rats hâve 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 viscéral 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 détermination of the 

contribution of thèse tissues to the hypotriglyceridemic action of PPAR-y agonists hâve not 

been evaluated to date. 

This study was designed to characterize the contribution of lipid clearance to the 

réduction in circulating triglycérides (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 

Animais and treatments. Maie Sprague-Dawley rats (90g-100g) (n=24-32 per 

protocol, 2 protocols) 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 

10:14-h light-dark cycle (lights on at 1200, off at 2200). The animais were cared for and 

handled in conformance with the Canadian Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animais, and the protocols were approved by our institutional animal care committee. 

Upon arrivai, 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). 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 animais 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/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. 

Triglycéride 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 animais were injected through the jugular cathéter with 0.150 ml/kg of 10% 

Intralipid containing 3H-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 radioactivity content of tissues (and blood) was quantified 

as described previously (13). Lipid uptake is expressed as log % injected dose. 
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Sérum collection. Because the radioactive blood from rats injected with the 

emulsion could not be used for sérum déterminations, a separate protocol with 24 rats was 

performed. At the end of the treatment, rats were fasted or refed as described above and 

animais were killed by décapitation. Trunk blood was centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C) 

and sérum was stored at -70°C until later biochemical measurements. 

Lipoprotein lipase activity. For the measurement of LPL activity, 100 ul 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/1 Tris-HCl buffer, pH 8.6, which contained 10 

MBq/1 [carboxyl-\ 4C]triolein (Amersham, Oakville, Canada) and 2.52 mmol/1 cold 

triolein emulsified in 50 g/1 gum arabic, as well as 20 g/1 fatty acid-free bovine sérum 

albumin, 10% human sérum as a source of apolipoprotein C-II, 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 uU = 1 umol NEF As 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 dépôts using 

QIAzol and the RNAeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For 

cDNA synthesis, Expand Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Montréal, QC, 

Canada) was used following manufacturera 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 Gène 3000 System 

(Montréal Biotech, Montréal, QC, Canada). The primers used for the PCR reactions are 

presented in Table 1. Chemical détection 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 performed and a few samples représentative of each expérimental 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 gène and the housekeeping gène 

36B4. Results are expressed as relative expression of candidate gènes in COOH-treated rats 

vs. control rats. 

Serum/plasma déterminations. Sérum glucose concentrations were measured by 

the glucose oxidase method with the YSI 2300 STAT plus glucose analyzer. Sérum insulin 

was determined by radioimmunoassay (Linco Research, St. Charles, MO) with rat insulin 

as standard. Serum/plasma TG (Roche Diagnostics, Montréal, 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 ingested). 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 viscéral retroperitoneal (rWAT) and epididymal (eWAT) dépôts were both reduced 

by the agonist (-42%> and -35%> respectively, p<0.0001). The other viscéral 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. Hère, COOH 

increased BAT weight by more that 7-fold (pO.0001). The agonist reduced the weight of 

the soleus (-15%, p=0.001) and the diaphragm (-26%, pO.0001). No effect on liver or 

kidney weight was observed. 

Sérum 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 

sérum glucose and insulin concentrations while causing a réduction in nonesterified fatty 

acid (NEFA) and glycerol levels. As expected, sérum 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 animais. The agonist did not change sérum glucose but 

strongly reduced fasting and postprandial insulinemia (-75% and -25%, respectively). In 

parallel with thèse changes, COOH reduced fasting (-26%) and postprandial NEF A (-36%)). 

The absence of effect of the agonist on circulating glycerol led to a significant réduction 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 détermine 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 dépôt 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: 

pO.OOOl) 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: pO.OOOl) 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 différence between fasting and refeeding 

was observed in either control or COOH-treated animais. 

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 iWAT of fasted (14-fold) and refed (3-fold) rats (T: pO.OOOl). As expected, 

higher uptake of lipid in iWAT was observed in refed animais 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: pO.OOOl). Différent observations were made 

in viscéral fat dépôts. 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). Hère again, higher lipid uptake was observed in refed compared to fasted rats (N: 



146 

p=0.007). Secondly, viscéral mWAT 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 animais (N x T: 0.05). A similar trend was noted in the 

diaphragm. In addition to adipose dépôts 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 animais (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 corrélations 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 dépendent on LPL-mediated 

hydrolysis of TG. In muscles, no corrélations were observed between LPL activity and TG-

derived lipid uptake. In thèse 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 gènes 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 hâve 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 viscéral fat dépôts examined (eWAT, 

mWAT and rWAT), only mWAT showed a constant increase in LPL activity and TG-

derived lipid uptake in response to COOH. Robust corrélations were observed between TG-

derived lipid uptake by adipose tissue and LPL activity, underlining the important rôle 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 gènes coding for proteins involved in fatty acid binding (aP2) and transport 

(FAT/CD36, FATP-1) in muscles of COOH-treated rats may hâve facilitated the uptake of 

fatty acids arising from LPL-mediated hydrolysis of TG, either in adipose tissue or in the 

muscles themselves. Taken together, thèse 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 réduction in circulating leptin is thought to contribute to increased food 

intake (36). In addition, PPARy agonists stimulate adipocyte differentiation and the 

expression of gènes involved in fatty acid uptake and esterification in adipose tissue, thus 

favoring fat mass accretion (3). In humans, TZDs stimulate fat déposition in subcutaneous 

fat and maintain or reduce fat accretion in viscéral fat (32, 33, 41). Our récent studies hâve 

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 viscéral fat (24, 26). The présent study confirms that 

COOH increases fat déposition in subcutaneous WAT (iWAT) and BAT and reduces fat 

accretion in viscéral WAT (rWAT) (26). The présent results extend thèse observations by 

showing that COOH differentially affect the accumulation of fat in structurally distinct 

viscéral fat dépôts. Indeed, COOH reduced rWAT 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 

réduction 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). Hère, refeeding 

clearly increased LPL activity in several fat dépôts 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 présence of a functional PPRE in the promoter of LPL (40). Our 

récent 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 

subcutaneous fat (iWAT) and BAT and reduced LPL activity in viscéral fat (rWAT). The 

results presented hère extend thèse observations by showing that COOH differentially 

affects LPL activity in structurally distinct viscéral fat dépôts. Of the three viscéral fat 

dépôts 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 gènes, 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 réduction in fat accretion in this tissue that is observed in the other viscéral dépôts. 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 hâve been shown to reduce circulating TG in studies using rodents 

(16, 26, 34, 45) and in some (2, 10, 42), but not ail (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). Thèse 

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 animais. 

Following fasting, rats were refed their habituai 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 

animais with this diet maintained postprandial TG to the level observed in fasted animais. 

In COOH-treated rats, postprandial TG were significantly lowered compared to controls 

(Table 4). The élévation in TG-derived lipid uptake mediated by the increase in LPL 

activity in adipose tissue (iWAT, mWAT, BAT) is likely to hâve played a rôle in the 

improvement in postprandial triglyceridemia in COOH-treated rats. Although the 

possibility that COOH may hâve reduced circulating TG by improving insulin-mediated 

suppression of hepatic VLDL sécrétion cannot be excluded, the frank induction of TG 

clearance and TG-derived lipid uptake by tissues show that TG catabolism plays a major 

rôle in the improvement in postprandial triglyceridemia in COOH-treated animais. 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 présent 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 différences exist in 

how thèse 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 corrélations 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 résident macrophage system (14, 15). In the présent study, a significant réduction in 

radiolabeled lipid uptake was observed in the liver of COOH-treated rats. The fact that this 

réduction occurred in the face of a significant increase in TG clearance from the blood of 

treated rats argues against the notion that COOH may hâve 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 gènes involved in NEFA uptake, binding and 

rétention 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 animais. However, the strong corrélations observed between LPL activity 

and TG-derived lipid uptake by adipose tissues strongly suggest that TG-derived lipid 

uptake in adipose tissue is mainly dépendent on LPL-mediated hydrolysis of TG. In 
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muscles, no such corrélations were observed, showing that the COOH-mediated increase in 

TG-derived lipid uptake by thèse tissues is partly independent from changes in LPL 

availability per se. Notably, however, COOH significantly increased muscle expression of 

gènes coding for proteins involved in NEFA uptake and binding. Increased expression of 

FAT/CD36, FATP-1 and aP2 may hâve 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 hâve increased lipid uptake in muscle by stimulating intramuscular adipocyte 

prolifération. This finding is in accordance with a récent 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 hâve 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 (iWAT) and in BAT. Of the three viscéral fat dépôts 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 sécrétion by the liver, the results 

presented hère provide strong évidence that increased LPL activity in some adipose tissues 

represent a major mechanism contributing to the réduction 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. 

Gène Accession # 5'primer (5'3') 3'primer (5'3') 

36B4 NM_022402 TAAAGACTGGAGACAAGGTG GTGTAGTCAGTCTCCACAGA 

aP2 NM_053365 ATGTGTGATGCCTTTGTGGG CCCAGTTTGAAGGAAATCTC 

FAT/CD36 NM_031561 AGTAATCTCAAATAACTGTACGTCG CTGCAAGCACAGTATGAAATCATAA 

FATP-1 NM_053580 TCTGCGGCGCTTCGATGGCTAT TTGTGGGGGTCTGCAATGGC 

hFABP NM 024162 ACATGAAGTCACTCGGTGTG ACATTGCCATGGGTGAGAGT 



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) 8.3±0.2 8.7±0.2* 0.05 

Initial body weight (g) 153±3 154±3 NS 

Final body weight (g) 334±7 350±5 (0.08) 

Body weight gain (g) 182±5 196±4* 0.04 

Food efficiency (g/MJ) 22.0±0.5 22.6±0.7 NS 

6-h food intake (g) 13.2±0.6 15.4±0.4* 0.01 

Data are mean ±SEM 11-12 rats. * Différent from Control, p<0.05. NS, not significant. 



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

Control 

iWAT 8.0±0.5 

rWAT 6.6±0.4 

eWAT 6.9±0.5 

mWAT 2.6±0.2 

BAT 0.46±0.03 

Soleus 0.13±0.01 

Diaphragm 0.72±0.03 

Liver 13.8±0.6 

Kidneys 2.7±0.1 

COOH p value 

11.6±0.8* 0.001 

3.8±0.2* <0.0001 

4.5±0.2* <0.0001 

2.6±0.2 NS 

3.41±0.41* O.0001 

0.11±0.01* 0.001 

0.53±0.03 <0.0001 

13.0±0.3 NS 

2.6±0.1 NS 

Data are mean ±SEM 11-16 rats. * Différent from Control, p<0.05. NS, not significant 
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Table 4. Sérum 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 Nutr. state (N) Treatment (T) N xT 

Glucose (mmol/L) 8.1±0.2 7.9±0.3 9.9±0.3 9.4±0.3 <0.0001 NS NS 

Insulin (pmol/L) 337±66 85±22 729±95 545±72 <0.0001 0.01 NS 

TG (mmol/L) 1.6±0.1 1.4±0.1 1.9±0.4 0.6±0.1 NS 0.006 0.02 

FFA (mmol/L) 0.66±0.05 0.49±0.03 0.22±0.06 0.07±0.01 O.0001 0.002 NS 

Glycerol (mmol/L) 0.20±0.03 0.22±0.02 o.mo.oi 0.07±0.01 <0.0001 NS NS 

FFA/glycerol ratio 3.4±0.3 2.3±0.1 1.9±0.3 l.OdrO.l <0.0001 0.0002 NS 

Data are means ±SEM 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 (N 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 < 0.05 vs. 

untreated rats with the same nutritional status; f 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 (A); 

COOH/fasting (□) ; control/refed (A); 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; f P < 0.05 vs. fasted rats of the same 

treatment group. 

Figure 4 - Corrélations 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 gènes 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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Figure 2. 
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Figure 5. 
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RÉSUMÉ 

Les agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes y 

(PPAR-y) sont des agents sensibilisateurs à l'insuline reconnus pour améliorer la lipémie 

chez les rongeurs en augmentant l'activité de la lipase lipoprotéique (LPL) dans le tissu 

adipeux. Afin de tester l'importance de la LPL dans l'effet hypotriglycéridémiant des 

agonistes PPAR-y, des souris transgéniques exprimant la LPL humaine seulement dans le 

muscle cardiaque (LO-hLPL) ont été traitées avec l'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 diète 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 à l'effet hypotriglycériémiant de l'agoniste COOH dans ce 

modèle. La réduction des TG plasmatiques chez les souris LO-hLPL par le COOH a été 

associée à la diminution de l'accrétion des TG dans le foie de ces souris (r2=0.70, p<0.01). 

Aucun changement de l'expression des déterminants impliqués dans l'assemblage des 

VLDL (TGH, DGAT-2, MTP) et la captation (ACS, LFABP), la synthèse (FAS, SCD-1, 

ACC) et l'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 à la 

réduction de l'activité de la HL dans le foie et des acides gras libres (AGL) plasmatiques 

(AGL, r2=0.63, pO.01). Le COOH a réduit les AGL en augmentant l'expression des gènes 

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 l'oxydation des lipides dans le foie, chez les souris 

sauvages et LO-hLPL. L'expression de la CPT-la était plus élevée dans le foie des souris 

LO-hLPL. Ces effets ont pu agir de concert pour potentialiser l'oxydation des lipides dans 

le foie des souris LO-hLPL. Ces résultats indiquent que la LPL du tissu adipeux n'est pas 

essentielle à la diminution des TG par le COOH. La rétention des AGL dans le tissu 

adipeux et la stimulation de l'oxydation hépatique des graisses peuvent expliquer la 

diminution des TG du foie, la réduction du potentiel de sécrétion des TG et l'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 triglycérides (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 réduction in plasma TG 

by COOH in LO-hLPL mice was strongly associated with a réduction in hepatic TG content 

(r2=0.70, p<0.01). The effect of COOH on liver TG was not the resuit of major changes in 

expression levels of hepatic déterminants 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 réduction of HL activity and circulating nonesterified fatty acids 

(NEFA, r2=0.63, p=0.01). The COOH-mediated réduction in circulating NEFA was 

associated with increased expression of gènes involved in adipose fatty acid rétention (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-la was higher in the liver of LO-hLPL mice. Such 

effects may hâve acted synergistically to facilitate FA oxidation in the liver of LO-hLPL 

mice. Thèse 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 rétention in adipose tissue as well as FA oxidation in the liver, 

possibly mediated via adiponectin, likely explain the réduction in hepatic TG accumulation 

and TG sécrétion potential, and the conséquent 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 régulâtes the expression of 

numerous gènes involved in lipid and glucose metabolism (1). PPAR-y agonists of the 

thiazolidinedione (TZD) class are currently used for the treatment of insulin résistance and 

type 2 diabètes. In addition to improving peripheral insulin sensitivity, PPAR-y agonists 

hâve been shown to reduce circulating triglycérides (TG) in studies using rodents (2-5) and 

in some (6-8) but not ail (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 différence may be associated with the présence of brown adipose tissue (BAT) 

in rodents. This fat dépôt, 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 

sécrétion 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 

présence of a functional peroxisome proliferator response élément (PPRE) in the promoter 

of LPL (15). Although some studies did not observe a réduction in hepatic very-low density 

lipoprotein (VLDL) sécrétion rate in response to PPAR-y agonists (12; 13; 16), others did 

so (2; 8; 17), suggesting that reduced hepatic sécrétion of TG-rich particles may contribute 

to the hypolipidemic effect of thèse molécules under certain conditions. The relative 

contribution of hydrolysis and sécrétion pathways to the hypotriglyceridemic effect of 

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

Lipoprotein lipase knockout mice (LO) (18; 19) or mice lacking LPL in adipose 

tissue due to a mutation in the cld locus (20) do not survive to the suckling period and die 

from cyanosis between 18 and 24 hours after birth. However, basai 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-hLPL 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 hâve 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 réduction in plasma TG in COOH-treated LO-hLPL mice was associated with 

lower TG accumulation in the liver. The réduction in liver TG by COOH was not the resuit 

of major changes in hepatic expression of gènes 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 gènes involved in FA rétention 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 sécrétion potential and triglyceridemia. 
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RESEARCH DESIGN AND METHODS 

Animais and treatment. The génération of the LPL transgenic mouse line used 

hère as well as their detailed characterization was described previously (21). Génotypes 

were identified from tail tip DNA by PCR, as reported. Ail animais were maintained on a 

14 h-10 h light-dark cycle and fed a standard laboratory diet until the beginning of the 

experiment. Ail animal experiments were performed in accordance with the standards 

established by the Austrian Fédéral Ministry of Education, Science and Culture, Division of 

Genetic Engineering and Animal Experiments (Vienna, Austria). Female L2 and LO-hLPL 

mice aged 12-24 weeks were fed a high-fat diet (ssniff® EF R/M according to TD88137 

modified, product number El5721-34/10 mm pellets, purchased from sniff, Soest, 

Germany) for 3-4 weeks to maximize potential génotype and treatment effects. Half of the 

animais 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" 

'•day'1, 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). 

Sérum 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 (iWAT) 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 déterminations. Plasma TG (Roche Diagnostics, Montréal, 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 ul 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/1 Tris-HCl buffer, pH 8.6, which contained 10 

MBq/1 [carboxyl- 14C]triolein (Amersham, Oakville, ON, Canada) and 2.52 mmol/1 cold 

triolein emulsified in 50 g/1 gum arabic, as well as 20 g/1 fatty acid-free bovine sérum 

albumin, in absence of the LPL activator apolipoprotein C-II and in présence of a 1 M final 

NaCl concentration to inhibit any LPL activity that could hâve been présent 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 uU = 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 QIAzol 

and the RNeasy Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For cDNA synthesis, 

Expand Reverse Transcriptase (Roche Diagnostics, Montréal, 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 Gène 3000 System (Montréal Biotech, 

Montréal, QC, Canada). The primers used for the PCR reactions are presented in Table 1. 

Chemical détection of the PCR products was achieved using S YBR Green Jump-Start Taq 

ReadyMix without Magnésium Chloride (Sigma, Oakville, ON, Canada). At the end of 

each run, melt curve analyses were performed and a few samples représentative of each 

expérimental group were run on agarose gel to verify specificity of the amplification. Data 

are expressed as the ratio between the expression of the target gène and the housekeeping 

gène B-actin. 
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Adipocyte morphology by light microscopy. WAT and BAT samples were fixed 

in 0.1 mM PB S (pH 7.3) containing 4% paraformaldehyde and embedded in paraffm. Thin 

sections were mounted on glass slides and dyed with hematoxylin/eosin. At least five 

digital images of each tissue were captured using an Olympus BX60 microscope equipped 

with a Sony RT Slider Spot Caméra (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 différent slides per dépôt 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 

génotype, with 2 levels (L2 and LO-hLPL). Individual pairwise between-group comparisons 

were then made using Fisher's Protected Least Significant Différence 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 génotype 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 triglycérides (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, rWAT and BAT by quantitative RT-PCR. As expected, LPL 

mRNA was found only in adipose tissues isolated from L2 mice, LPL being barely 

détectable 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 sécrétion 

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 réduction 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 rôle in TG 

homeostasis, we looked at some déterminants of liver TG sécrétion 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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sécrétion (27; 28). As depicted in Fig. 3, liver TG were increased 3.3-fold in LO-hLPL 

relative to their L2 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 sécrétion. A similar but nonsignificant trend was observed in L2 mice. 

In order to characterize the mechanisms leading to the réduction in TG 

accumulation in the liver and to the conséquent réduction in the VLDL sécrétion potential 

in COOH-treated LO-hLPL mice, major déterminants of lipid metabolism in the liver were 

quantified. We first measured the level of expression of key gènes involved in TG 

sécrétion, namely triacylglycerol hydrolase (TGH), diacylglycerol acyltransferase-2 

(DGAT-2) and microsomal triacylglycerol transfer protein (MTP). No génotype or 

treatment effect was observed on the expression of thèse gènes (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 gènes 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 mRNA levels. No 

différence was observed in the expression of gènes 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 la (CPT-la) and acyl-

coA oxidase (Acox) as well as circuiating levels of adiponectin, a potent activator of 

hepatic FA oxidation, were assessed. CPT-la expression was increased 2-fold (p<0.01) in 

LO-hLPL mice relative to their L2 counterparts (Fig. 4C). However, no change was 

observed in response to COOH. No génotype or treatment effects were observed regarding 

liver expression of Acox. As expected, COOH strongly increased plasma adiponectin (4.2-

fold, pO.0001), however, no différence was noted between L2 and LO-hLPL mice. 
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The above findings are in accordance with the higher déposition of TG in the liver 

of LO-hLPL relative to L2 mice. Excepted for HL, thèse results do not provide strong 

mechanism for the réduction in liver and circulating TG by COOH in LO-hLPL. Circulating 

NEFA are known to play a major rôle in VLDL sécrétion 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 corrélation between circulating NEFA and liver TG content 

was observed, in support of the important rôle of NEFA in TG déposition in the liver (Fig. 

5B). Because liver TG are known to directly influence VLDL sécrétion (29), a corrélation 

between plasma and liver TG was calculated. A significant link was observed between 

thèse variables (r2=0.70, pO.Ol), indicating that the COOH-mediated réduction in TG 

accumulation in the liver of LO-hLPL is tightly associated with the improvement in 

triglyceridemia (Fig. 5C). 

Récent studies performed in rats treated with rosiglitazone hâve shown that WAT 

but also BAT plays an important rôle 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 déposition in BAT but not in 

iWAT or rWAT (Fig. 6A,B). Notably, expression levels of gènes involved in FA uptake, 

trapping and esterification were increased by COOH in BAT of both génotypes, 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 animais (data not shown). Because no depot-specific effect on fat accretion 

was observed between iWAT and rWAT, mRNA expression was assessed in rWAT as 

représentative of WAT. The expression of aP2, PEPCK and GyK was increased by COOH 

in WAT of both génotypes (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 L0-

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 réduction in plasma TG in COOH-treated LO-hLPL 

mice was associated with lower TG accumulation in the Hver. The réduction in Hver TG by 

COOH was not the resuit of major changes in the expression of gènes 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 gènes 

involved in FA rétention in BAT and WAT of COOH-treated LO-hLPL mice suggests the 

contribution of adipose tissues to the lowering of circulating NEFA and conséquent 

réduction in TG accumulation in the Hver, which in turn reduced its TG sécrétion 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). Hère, 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 LPL 

are not required for the hypotriglyceridemic action of the agonist. Likely because of low 

levels of PPARy expression in thèse tissues, heart and skeletal muscle LPL is not affected 

by PPARy agonists (15; 25). Therefore, the effect of COOH on circulating TG observed 

hère 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 conséquent 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 présent study, COOH did not affect adipose LPL expression and plasma TG 

in control mice, nor did it influence WAT redistribution among subcutaneous and viscéral 

dépôts as observed in the rat (3; 24). Différences between thèse studies can be related to the 

more malléable nature of rat lipid metabolism compared to mice. The faster induction of 

insulin résistance and hypertriglyceridemia in the high-fat fed rat compared to mice 

supports this notion. A longer treatment may hâve been necessary to obtain stronger effects 

in the mouse model (32). In the présent study, the significant réduction in circulating TG 

observed only in LO-hLPL-treated mice is probably related to the frank 

hypertriglyceridemia présent 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 extrême obesity (ob/ob mice) or leanness 

(lipodystrophic A-ZIP/F 1 mice) hâve shown that PPAR-y agonism may also increase 

hepatic TG (36; 37). Thèse results should be interpreted in light of the fact that very high 

expression levels of PPAR-y are detected in the steatotic livers of thèse extrême 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 présent study, LO-hLPL mice showed very high levels of liver TG compared to 

L2 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 

sécrétion (28; 40); hepatic TG modulâtes the metabolic fate of apolipoprotein (apo) B, the 

protein upon which VLDL assembly takes place. A diminution in liver TG increases apoB 

dégradation and decreases hepatic VLDL sécrétion (27). Hence, the réduction in hepatic 

TG content observed in LO-hLPL-treated mice represents a potential mechanism that likely 

contributed, through réduction of the VLDL sécrétion potential, to the improvement in 
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triglyceridemia in this model. Such réduction in hepatic VLDL-TG sécrétion 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 sécrétion and FA oxidation on 

the other hand (41). In the présent study, PPARy agonism did not modulate the expression 

of MTP, the essential enzyme for VLDL assembly and sécrétion (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. Thèse results suggest that the machinery involved in VLDL 

assembly and sécrétion is not involved in the réduction in hepatic TG and in the 

amélioration of triglyceridemia in LO-hLPL mice treated with COOH. Similarly, the 

agonist did not modulate the expression of déterminants of FA uptake by the liver (LFABP, 

ACS). As shown previously (45), HL activity was reduced by PPAR-agonism, indicating 

that the réduction in liver TG in COOH-treated LO-hLPL mice could be caused by a 

réduction in the liver ability to take up lipids from low and high density lipoproteins (LDL 

and HDL). Notably, déterminants of FA uptake were ail upregulated in the liver of LO-

hLPL compared with L2 mice, which agrées 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 thèse gènes 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-la was increased in LO-hLPL mice. This enzyme is strongly 

induced by peroxisome proliferators and fatty acids (49), and a peroxisome proliferator 

response élément (PPRE) has been found in the promoter of the CPT-la gène (50). The 

stimulation of CPT-la expression may be a conséquence 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 activâtes (3-oxidation in the liver by relieving CPT-la 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 hâve 

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 

L2 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 réduction in circulating NEFA (4; 52-54). Hère, COOH reduced NEFA in 

both L2 and LO-hLPL mice. Increased expression of gènes coding for proteins involved in 

FA rétention in WAT and BAT was observed in COOH-treated animais. Confirming récent 

findings in rats, the présent 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 rétention that contributes to the lowering of circulating 

NEFA by COOH. A close relationship exists between circulating NEFA and hepatic VLDL 

sécrétion (28; 55). Most exogenous FA must first be esterified to TG and enter a 

cytoplasmic pool before being available for VLDL sécrétion by the liver (28; 41). 

Accordingly, we observed a strong link between liver and circulating TG (r =0.63, p=0.01). 

Taken together, thèse results suggest that COOH-induced FA rétention in adipose tissues 

may hâve helped prevent the development of hepatic steatosis in LO-hLPL mice, thus 

lowering the VLDL sécrétion potential and, consequently, circulating TG. Whether this 

effect of COOH on circulating NEFA and TG accretion in the liver functionally translate 

into a réduction of VLDL sécrétion is currently under investigation. 

PPAR-y agonists hâve 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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thèse previous studies hâve reported a réduction in hepatic TG sécrétion rate, some studies 

did so, suggesting that PPAR-y agonists reduce TG by affecting either or both hydrolysis 

and sécrétion of TG-rich particles (2; 8; 17). The use of différent agonists, doses, and 

lengths of treatment in rodent models with différent degrees of hypertriglyceridemia and of 

sensitivity to key mediators (e.g. adiponectin) may ail be linked to such discrepancies. 

Without contradicting the rôle of LPL in the hypotriglyceridemic effects of PPARy 

agonism in normal conditions, the présent fmdings demonstrate that, in the setting of total 

lifelong gène 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. 

Gène Accession # 5' primer (5'3') 3' primer (5'3') 

ACC N M J 33904 

ACS NMJ)07981 

Acoxl NMJ) 15729 

aP2 NM_024406 

B-actin NMJW7393 

CD36 NM_007643 

CPT-la NM_013495 

DGAT-1 NMJ) 10046 

DGAT-2 NM_026384 

FAS NM_007988 

L-FABP NM_017399 

LPL NM_008509 

MTP NMJW8642 

PEPCK N M J 98780 

TGH NM 053200 

AACACACAGAGCATCGTGCA 

GCTGATCCAGAAGGGGTTCA 

GCCTGAGCTTCATGCCCTCA 

GACGACAGGAAGGTGAAGAG 

CTCTAGACTTCGAGCAGGAG 

GTCCTGGCTGTGTTTGGAGG 

TGCCTCTATGTGGTGTCCAA 

GGCCTGCCCCATGCGTGATTAT 

GAAGCTGCCCGCAGCGAAAA 

CTGGCCCCGGAGTCGCTTGAGTATA 

GCCCGAGGACCTCATCCAGAAA 

GCACTTTCCAGCCAGGATGC 

ATCCGTCGAGTTCTCAAGGA 

TGGGTGATGACATTGCCTGG 

TCAGCTGTTATGGTTCATTG 

CTGGCTCTGAGGGCAACCTT 

CCACCCCACACTTCTTGCCT 

ACCAGAGTTGGCCAGACTGC 

ACATTCCACCACCAGCTTGT 

AGAGTACTTGCGCTCAGGAG 

GCTGCTACAGCCAGATTCAG 

CATGGCTTGTCTCAAGTGCT 

CCCCACTGACCTTCTTCCCTGTAGA 

TCTTGGGCGTGTTCCAGTCAA 

GGAGCCTCCGAAGCCAAATGA 

CTCTCTTGTAGACAATGTCGCCCA 

GGCCTGGTTGTGTTGCTTGC 

AAACAGGATGGCTGACATGC 

ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG 

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

L2 LO-hLPL ANOVA 

CTRL COOH CTRL COOH génotype (g) treatment (t) gxT 

Body weight (g) 27±1 31±1 28±1 27±1 N.S. N.S. N.S. 

iWAT (mg) 605±120 674±141 405±77 418±55 0.04 N.S. N.S. 

rWAT (mg) 72±21 71±10 37±8 45±9 0.02 N.S. N.S. 

BAT (mg) 62±7 175±19 89±8 231±30 N.S. 0.0001 N.S. 

Liver (g) 1.2±0.1 1.4±0.1 2.0±0.1 1.7±0.1 <0.0001 N.S. 0.006 

Data are mean ± SEM of 3-5 mice. 
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Table 3. mRNA expression of lipid uptake/retention gènes in white adipose tissue and 
brown adipose tissue of L2 and LO-hLPL mice treated or not with COOH for 3 
weeks. 

1,2 

WAT 

LO-hLPL ANOVA 

CTRL COOH CTRL COOH génotype (g) treatment (t) gx t 

aP2 75±16 249±133 44±11 146±31 N.S. 0.005 N.S. 

CD36 215±70 307±75 142±28 255±58 N.S. N.S. (0.08) N.S. 

PEPCK 4.3±2.7 7.7±2.5 1.2±0.2 8.1±1.5 N.S. 0.002 N.S. 

GyK 8.9±4.3 131.0±63.3 I0.5±5.1 52.2±19.l N.S. 0.0004 N.S. 

1.2 

BAT 

LO-hLPL ANOVA 

CTRL COOH CTRL COOH génotype (g) treatment (t) g x t 

aP2 48±7 129±36 51±8 121±33 N.S. 0.01 N.S. 

CD36 29±6 52±10 29±6 39±6 N.S. 0.03 N.S. 

PEPCK 15±6 22±3 13±1 22±6 N.S. N.S. (0.06) N.S. 

GyK 14±7 24±4 U±2 32±13 N.S. 0.04 N.S. 

Data are mean ±SEM 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 génotype; f P < 0.05 vs. L2 mice of the 
same treatment group. 

Figure 2 - LPL mRNA levels in iWAT, rWAT and BAT 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 génotype ; f 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 génotype ; t P< 0.05 vs. L2 mice of the same treatment group. 

Figure 4 - Expression, activity or circulating levels of déterminants of VLDL assembly 

and sécrétion (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 

génotype ; f P < 0.05 vs. L2 mice of the same treatment group, # P < 0.05 vs. L2 mice. 

Figure 5 - Sérum 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 génotype ; f P < 0.05 vs. L2 mice of the same treatment group. 

Simple régression analysis between liver TG and circulating NEFA (B) and between 

plasma TG and liver TG (C). Symbols : untreated L2 mice (□) ; COOH-treated L2 mice 

(A); untreated LO-hLPL mice (■); COOH-treated LO-hLPL mice (A). 
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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 < 

0.05 vs. untreated mice of the same génotype ; f P < 0.05 vs. L2 mice of the same treatment 

group, # P < 0.05 vs. L2 mice. Représentative micrographs of BAT adipocytes (B) from L2 

and L0-LPL mice treated or not with COOH for 3-4 weeks. 
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Figure 5. 
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RÉSUMÉ 

Les agonistes des récepteurs activés par les proliférateurs des peroxysomes y 

(PPARy) sont des agents sensibilisateurs à l'insuline reconnus pour améliorer la lipémie 

chez les rongeurs. Cette étude visait à déterminer la contribution de la sécrétion et de la 

clairance des lipides de même que le rôle du tissu adipeux blanc (TAB) et du tissu adipeux 

brun (TABr) dans l'amélioration rapide de la triglycéridémie induite par l'agonisme de 

PPARy. Des rats Sprague-Dawley mâles ont été traités avec de la rosiglitazone (RSG, 

15mg/kg/j) de 1 à 4 jours et les déterminants du métabolisme des lipides furent mesurés en 

phase postprandiale. Les triglycérides (TG) circulants ont été diminués (-54%) après 3 jours 

de traitement avec la RSG, un effet dû à 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 

l'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 été associée avec l'activation de la lipase 

lipoprotéique (LPL) principalement dans le TABr. Les acides gras libres (AGL) ont été 

réduits (-20%) après un seul jour de traitement avec la RSG, un effet associé à 

l'augmentation de l'expression des gènes codant pour des protéines impliquées dans la 

captation (FABP-4), l'estérification (DGAT-1) et le recyclage (GyK, PEPCK) des lipides 

dans le TABr et le TAB. Après 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 

l'augmentation de l'efficacité de l'hydrolyse des TG par la LPL et de la captation des AGL 

par le TABr sont des facteurs importants dans l'effet hypolipidémiant des agonistes PPAR-

y 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 détermine the 

contribution of lipid sécrétion vs. clearance and the involvement of white (WAT) and 

brown adipose tissue (BAT) in the rapid hypolipidemic action of PPARy agonism. Maie 

rats were treated with rosiglitazone (RSG, 15 mg/kg/d) for 1 to 4 days and déterminants of 

lipid metabolism were assessed postprandially. Sérum triglycérides (TG) were lowered (-

54%) after 3 days of RSG treatment, due to accelerated clearance from blood without 

contribution of changes in sécrétion 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 dépôts. Accelerated TG clearance was associated with 

increased lipoprotein lipase (LPL) activity mostly in BAT. Sérum 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, NEF A uptake was also stimulated in both BAT (2.5-fold) and WAT (40%). 

Thèse 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 y (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 résistance and 

type 2 diabètes. In addition to improving insulin sensitivity, TZDs tend to reduce 

circulating nonesterified fatty acids (NEFA) and, more modestly, triglycérides (TG) in 

humans, but do so very robustly and within a few days in rodents (19, 31, 48). The précise 

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 sécrétion 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 sécrétion, 

without any apparent change in clearance (25), whereas a similar long-term treatment in 

obèse Zucker rats reduced TG sécrétion but also increased their clearance (32). 

Thiazolidinediones strongly induce the expression of gènes involved in lipid uptake, 

trafficking and esterification in WAT (2). Conséquent lipid rétention in WAT is thought to 

reduce ectopic fat storage and protect the liver and muscle from fatty acid-induced insulin 

résistance (32, 49). PPARy-induced altérations 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/sécrétion, or uptake of lipoprotein TG-

derived FA. The contribution of thèse 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 morphologie and metabolic changes, 

turning off its energy dissipating activity to become a lipid storage organ (3, 5, 23). As in 

some WAT dépôts, PPARy agonism induces cell prolifération (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 

gênerai, and of BAT in particular, in the action of PPARy agonism on the metabolism of 

circulating lipids. The présent study was carried out to détermine the contribution of lipid 

sécrétion vs. clearance, as well as that of WAT and BAT, to the rapid and robust 

hypolipidemic effect of PPARy agonism in the rat. Thèse objectives were pursued by 

treating rats for 1 to 4 days with the PPARy agonist rosiglitazone (RSG), and by assessing 

whole-body as well as BAT and WAT déterminants 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 

représentative of subcutaneous and viscéral WAT, respectively. 



209 

RESEARCH DESIGN AND METHODS 

Animais and treatments. Maie 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 animais were cared for and handled in conformance with the Canadian Guide 

for the Care and Use of Laboratory Animais, and the protocols were approved by our 

institutional animal care committee. Upon arrivai, 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] méthylène]- 2,4-thiazolidinedione], purchased as AVANDIA® at a local 

pharmacy) as an adjunct to the diet at a dose of 15 mg-kg^-day"1. 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 procédures described below were performed. 

Triglycéride 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 procédure estimâtes the combined appearance of chylomicron- and 

VLDL-TG. Rats were treated with RSG for 5 days as described above. Triglycéride 

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 procédure described above, rats 

were injected through the jugular cathéter with 300 mg/kg of Triton WR-1339, a détergent 
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that prevents intravascular TG catabolism. Blood samples (0.15 ml) were taken with an 

EDTA-containing syringe before (time 0), 20, 40, and 60 min after Triton injection. The 

rate of TG appearance into the circulation was determined from régression analysis of TG 

accumulation in plasma vs. time, with correction for plasma volume calculated from body 

weight (34). 

Triglycéride 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 animais and continued for 3 days. Triglycéride 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 procédure, rats were 

injected through the jugular cathéter with 0.15 ml/kg of 10% Intralipid containing 3H-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 (Umeâ University, Sweden) and prepared as described previously (18). 

Blood samples (0.15 ml) were collected with an EDTA-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 3H2Û (3 mCi in 0.5 mL saline). 

One h later they were killed by décapitation, blood samples were collected for 

détermination of sérum water spécifie radioactivity, and eWAT and BAT were rapidly 

removed for measurement of label incorporation into triglycérides. Tissue lipid extraction, 

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

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

Sérum and tissue sampling. Rats were killed by décapitation. Trunk blood was 

centrifuged (1500xg, 15 min, 4°C) and sérum 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. 

Scrum/plasina déterminations. Sérum glucose concentrations were measured by 

the glucose oxidase method with the YSI 2300 STAT plus glucose analyser. Sérum insulin 

was determined by radioimmunoassay (Linco Research, St. Charles, MO) with rat insulin 

as standard. Serum/plasma TG (Roche Diagnostics, Montréal, QC, Canada) and NEFA 

(NEFA C test kit, Wako Pure Chemical Industries, Richmond, VA) were measured 

enzymatically. 

Adipose tissue Iipoprotein lipase activity. Enzyme activity in adipose tissues was 

determined exactly as described (27). Briefly, tissue homogenates were incubated with a 

substrate mixture containing [carboxyl-I4C] triolein, and NEFA released by LPL were 

separated and counted. LPL activity was expressed as microunits (1 uU = 1 umol 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 dépôt 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/1 PBS (pH 

7.3) containing 4% paraformaldehyde and embedded in paraffm. Thin sections were 
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mounted on glass slides and dyed with hematoxylin/eosin. At least five digital images of 

each tissue were captured using an Olympus BX60 microscope equipped with a Sony RT 

Slider Spot Caméra (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 différent slides per dépôt 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 1 or 4 days with RSG 

were removed immediately after décapitation. 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 KC1, 1.25 CaCl2, 1.2 KH2P04, 1.2 MgS04, 25 NaHC03, 5 glucose, supplernented with 

2.5% fatty acid-free bovine sérum albumin (Sigma, Oakville, Canada), pH 7.4. The tissue 

explants were then transferred into 24-well plates, each well containing 1 ml KRB 

supplernented with H-oleic acid (0.8 uCi/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 atmosphère of 5% C02 and 95% 0 2 at 37°C. At the end of 

the incubation, tissue pièces were washed twice in cold saline and extracted overnight at 

room température with 1 ml of heptane-isopropanol (2:3). The organic solvent was 

evaporated, total 3H-lipids were dissolved in scintillation liquid and counted. 

RNA isolation and analysis. Total RNA was isolated from adipose dépôts using 

QIAzol and the RNAeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN, Mississauga, ON, Canada). For 

cDNA synthesis, expand reverse transcriptase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) was 

used following manufacturera 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 Gène 3000 System (Montréal Biotech, 

Montréal, QC, Canada). The primers used for the PCR reactions are presented in Table 1. 

Chemical détection 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 représentative of each expérimental group were run on 

agarose gel to verify specificity of the amplification. Data are expressed as the ratio 

between the expression of the target gène and the housekeeping gène 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 Différence 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 

Treatment with RSG for 1 to 4 days did not affect body weight or food intake, nor 

did it alter postprandial sérum levels of glucose and insulin (Table 2). The impact of RSG 

on postprandial sérum TG and NEFA is depicted in Figure 1. Circulating TG were 

signifîcantly higher in RSG-treated rats after the first day of treatment, however this effect 

disappeared on the following day (Fig. 1A). RSG strongly reduced circulating TG at days 3 

and 4 (-54% and -59% relative to control, respectively). The agonist also rapidly lowered 

NEFA (Fig. IB), the effect being significant after only one day of treatment (-20%) and 

maintained thereafter (-26 to -38% below control) until the end of the 4-day study. 

Triglycéride clearance was quantified after 3 days of treatment, the time at which 

triglyceridemia became signifîcantly reduced by the agonist (Fig. 1A). As shown in Fig. 

2A, the rate of disappearance of plasma labeled TG was signifîcantly 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 amélioration of TG 

clearance. We next assessed which tissues were responsible for faster TG clearance in 

RSG-treated rats. The agonist signifîcantly increased TG-derived NEFA uptake in ail 

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 iWAT 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 dépôt 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 
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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. 

3C). 

Treatment with PPARy agonists decrease both sérum TG and albumin-bound 

NEFA, as confirmed hère. In order to détermine the potential of adipose dépôts to take up 

albumin-bound NEFA, fat explants from rats treated during 1 or 4 days with RSG were 

incubated with 3H-oleate. The agonist significantly increased 3H-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: 2.9±0.3, iWAT: 3.4±0.5, 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 dépôt may hâve contributed to the first-day 

effect of RSG on the réduction 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 dépôts (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 ail 
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to TG déposition 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 réduction 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 

corrélation was observed between BAT weight and blood NEFA (r2 = 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, r2 = 0.30, P < 0.0001) and 

eWAT (Fig. 6C, r2 = 0.27, 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: r2 = 0.20, P < 0.002, n = 47; iWAT: r2 = 0.20, P < 0.003, n = 

43; eWAT: r2 = 0.10, P < 0.04, n = 48). 

Obesity-associated hyperlipidemia constitutes strong évidence 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 rétention following their uptake from the circulation. To assess the tissue-specific 

contribution of thèse processes to the hypolipidemic action of RSG, gènes coding for 

proteins involved in FA uptake/esterification and storage were assessed in BAT and WAT. 

Because no marked metabolic différences were noted between iWAT and eWAT, gène 

expression was measured only in eWAT as représentative of WAT. To confirm the well-

established impact of RSG on BAT gène 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 

facilitâtes 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 rétention) 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 rôle 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 sécrétion and clearance as 

well as the rôle of BAT and WAT in the rapid and marked improvement in the sérum 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, rétention, 

and lipid déposition in adipose tissues through increasing the activity/expression of key 

enzymes/genes involved in thèse 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 rôle of adipose tissues and highlights the previously unrecognized 

contribution of BAT in the rapid hypolipidemic effect of PPARy agonism. 

The rapid réduction in circulating TG is in Une with previous work in which obèse 

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) hâve been shown 

to decrease hepatic VLDL-TG sécrétion in the obèse Zucker rat (32) and fructose-fed 

hamster models (7), suggesting a rôle for this process in the réduction 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 hère (M. Laplante, Y. Deshaies, unpublished 

observations). In the présent 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 dérive 

from modifications in WAT metabolism, including a reduced provision of NEFA as 

precursors for TG synthesis and an increase in adiponectin sécrétion. 

The absence of a short-term effect of RSG on TG sécrétion implies that accelerated 

intravascular catabolism of TG represents the sole mechanism by which short-term PPARy 

agonism lowered triglyceridemia in the présent model. The fmding 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. Thèse findings confirm our previous study 

(22) in establishing that PPARy agonism stimulâtes the uptake by WAT not only of NEFA 

(9) but also of lipoprotein TG-derived FA as well. The study further extends thèse 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 compétent 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 

présent 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 viscéral 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 

réduction 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 hère 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 réduction in the 

output by WAT of the products of intracellular lipolysis (12, 32). The présent 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 hère 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 précise mechanisms of action of PPARy 

agonism thereupon. Secondly, the study showed that a single dose of RSG, which reduces 

sérum NEFA, increased in both WAT and BAT the expression of gènes 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 rôle in the stabilization of storage lipid 

droplets (26). Finally, it is noteworthy that a relationship was established between the 

réduction 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 suggests 

that BAT is a site of albumin-bound NEFA uptake and rétention, and a significant 

contributor, probably along with decreased NEFA release by WAT, to the rapid RSG-

induced réduction in circulating NEFA. Similar relationships were also noted between 

sérum TG and adipose tissue accretion, but thèse 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 gène 

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 présent study showed that acute treatment with RSG leads to 

profound modifications in BAT metabolism that contribute to the rapid improvernent in 

lipemia in the rat. The réduction in triglyceridemia by RSG was synchronized with an 

increase in adipose LPL activity and TG-derived FA uptake that were particularly marked 

in BAT. Also, the expression of gènes involved in FA rétention, previously known to be 

increased in WAT and thought to médiate the effect of PPARy agonism on circulating 

NEFA, were similarly increased in BAT. A strong link between the réduction in sérum 

NEFA and the increase in BAT weight was observed, without altération of de novo 

lipogenesis, suggesting the involvement of BAT in the réduction in circulating NEFA 

levels. Without underestimating the importance of WAT, the présent 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 présent study lends strong support to the so-

called "lipid steal" scénario, which suggests that lipid trapping by adipose tissue constitutes 

an important component of the metabolic actions of thèse 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 présent 

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 qPCR 

Gène Accession # 5' Primer (5'-3') 3 'Pr imer (5'-3') 

ADRP NM_001007144 

CD36 NM_031561 

DGAT-1 NM_053437 

FABP-4 NM_053365 

FAS NM_017332 

FATP-1 NM_053580 

GyK NM_024381 

L27 NM_022514 

PEPCK NM198780 

UCP-1 NM 012682 

CGCCAGGAAGAATGTGCACA 

AGTAATCTCAAATAACTGTACGTCG 

TATTACTTCATCTTTGCTCC 

ATGTGTGATGCCTTTGTGGG 

GAGTCCGAGTCTGTCTCCCGCTTGA 

TCTGCGGCGCTTCGATGGCTAT 

CCTGTCCATTGAAATGTGTCATCC 

CTGCTCGCTGTCGAAATG 

TGGGTGATGACATTGCCTGG 

TGGTGAGTTCGACAACTTCC 

GCGGGCCATAGACAGAGTATGTG 

CTGCAAGCACAGTATGAAATCATAA 

AAAGTAGGTGACAGACTCAG 

CCCAGTTTGAAGGAAATCTC 

GCCGTGAGGTTGCTGTTGTCTGTAG 

TTGTGGGGGTCTGCAATGGC 

GCCATGAAGCCATGACAATTAGTG 

CCTTGCGTTTCAGTGCTG 

ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG 

GTGGGCTGCCCAATGAATAC 
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Table 2. Body weight, food intake, sérum glucose and insulin of control and rosiglitazone 
(RSG)-treated rats after 1,2,3 and 4 days of treatment 

Control RSG 

day 1 day 2 day 3 day 4 Day 1 day 2 day 3 day 4 
Initial BW (g) 250±7 260±3 252±4 265±5 255±5 262±8 255±2 257±5 

Final BW (g) 260±5 266±6 282±3 291±6 266±6 270±4 282±3 283±9 

Cumulative FI (g) 24±1 45±1 75±3 98±3 25±2 48±4 71±6 100±6 

Glucose (mmol/L) 8.7±0.3 8.8±0.2 8.7±0.2 8.9±0.1 8.9±0.2 9.0±0.2 9.1±0.1 9.0±0.2 

Insulin (pmol/L) 292±20 346±28 361±20 451±40 341±27 333±36 380±34 362±42 

ANOVA RSG Duration RSG x Duration 

Initial BW NS NS NS 

Final BW NS 0.0003 NS 

Cumulative FI NS O.0001 NS 

Glucose NS NS NS 

Insulin NS 0.03 NS 

Data are means ± SEM of 6 rats. BW, body weight; FI, food intake 



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 

Pancréas 1.20±0.44 1.1±0.38 - NS 

Data are mean ± SEM of 6 rats. * Différent 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 

Gène 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 30±3 56±10 37±9 

FABP-4 198±41 509±31* 215±50 894±125* 

PEPCK 4±1 30±4* 4±1 110±7* 

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 20±2 45±3* 21±2 50±5* 

Epididymal white adipose tissue 

FAS 2.1±0.9 4.5±1.0 3.3±1.0 15.6±7.3* 

CD36 8±2 10±2 4±1 16±6* 

FATP-1 3.4±1.1 5.1±0.6 3.0±0.9 16.3±4.6* 

FABP-4 11=1=3 23±3* 12±3 34±3* 

PEPCK 17±5 102±18* 8±2 177±26* 

GyK 0.1U0.02 0.33±0.02* 0.12±0.02 1.65±0.29* 
DGAT-1 7±2 17±2* 8±2 24±3* 

ADRP 9±2 27±2* 12±3 46±4* 

Data are expressed as arbitrary units mRNA relative to the housekeeping gène L27, and 
represent means ± SEM of 6 rats. * Différent from control at same day, P < 0.05. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1 - Sérum 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; 

f P < 0.05 vs. day 1 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 < 0.05 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 < 0.05 vs. control at same day; f P < 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, f P < 0.05 vs. day 1 of same treatment group. (C) 

Représentative micrographs of BAT adipocytes from rats treated or not with rosiglitazone 

for 4 days. 

Figure 6 - Corrélation between sérum 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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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5. 
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RÉSUMÉ 

Objectifs/hypothèses : 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"1.jour"1). Après un 

jeûne de 6 heures, la lipolyse et les niveaux d'ARNm des lipases ont été mesurés dans des 

explants de tissu adipeux provenant de divers dépôts 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. Parallèlement, 

l'agoniste a amplifié l'effet inhibiteur de l'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 à la noradrénaline. Ce résultat 

exclut la possibilité que l'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 l'expression de l'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 l'expression de la lipase hormono-sensible (HSL) seulement dans le TAB sous-

cutané. L'expression de ces trois lipases a été aussi été augmentée dans des explants de 

TAB après 12 heures d'incubation avec de la rosiglitazone. Ce résultat suggère un effet 

direct de l'agoniste sur la transcription de ces gènes. Tel qu'attendu, l'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 l'expression des gènes codants 

pour des protéines impliquées dans la captation et la rétention des AGNE dans le TAB. Ces 

effets ont contribué à diminuer la libération des AGNE par le TAB. 

Conclusions/interprétation : Ces travaux démontrent que, malgré la réduction des AGNE 

circulants, l'activation de PPAR-y augmente la lipolyse du TAB. Cet effet est toutefois 

contrebalancé par l'activation des voies métaboliques impliquées dans la rétention des 

lipides dans le TAB. Les travaux présentés suggèrent que la rosiglitazone stimule la 

lipolyse via l'augmentation de l'expression de l'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 mg.kg'Vd"1 

rosiglitazone. After a 6-h fast, lipolysis and mRNA levels of lipases were assessed in 

explants from various adipose dépôts. Results: Rosiglitazone markedly increased basai 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 triglycéride lipase (ATGL) and 

monoacylglycerol lipase (MGL) in subcutaneous and viscéral WAT, and that of hormone-

sensitive lipase (HSL) in subcutaneous WAT. Lipase expression increased within 12 h of in 

vitro exposure of naïve explants to rosiglitazone, suggesting direct transcriptional 

activation. In parallel, chronic in vivo treatment with rosiglitazone lowered plasma NEFA 

and exerted in WAT its expected stimulatory action on glycerol and NEFA recycling, and 

on the expression of gènes involved in NEFA uptake and rétention by WAT, such 

processes counteracting net NEFA export. Conclusions/interprétation: Thèse findings 

demonstrate that, in the face of its plasma NEFA-lowering action, PPARy agonism 

stimulâtes WAT lipolysis, an effect that is compensated by lipid-retaining pathways. The 

study further suggests that PPARy agonism stimulâtes lipolysis through increasing the 

lipolytic potential, including the expression levels of adipose triglycéride 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 évidence suggest that 

one of the insulin-sensitizing mechanisms of thiazolidinediones is a réduction in circulating 

nonesterified fatty acids (NEFA), which protects non-adipose tissues against lipid overload 

and conséquent insulin résistance (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. Ail of thèse 

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 hâve addressed the issue do not reach a consensus. Whereas some 

studies hâve reported lower in vitro rates of glycerol and NEFA release from WAT [5, 6], 

others that include in vivo NEFA kinetic approaches [4, 7] suggest instead that PPARy 

agonism stimulâtes 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]. Récent studies showing that 

adipocytes from Hsl knockout mice retain a marked basai 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 triglycéride lipase (ATGL) [12], 

desnutrin [13], or calcium-independent phospholipase A2/lipase Ç OPLA2O [14], which 

fulfills ail the predicted characteristics of this new lipase: a préférence for the hydrolysis of 

the first triacylglycerol ester bond, drastically reduced lipolysis following antibody or 

antisense ATGL inhibition, and enhanced basai and isoproterenol-stimulated lipolysis 

following Atgl overexpression [15]. ATGL therefore plays a particularly important rôle in 

the control of basai 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 présent 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 Atgl 

and Mgl expression has not yet been addressed, four white adipose dépôts representing 

viscéral 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 

Animais and treatment. Maie Sprague-Dawley rats (200-225 g, Charles River 

Laboratories, St. Constant, Québec, 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 Animais. Ail expérimental procédures 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 ail expérimental 

procédures described below, food was removed at 0700, and rats were killed by 

décapitation after 6 h of fasting. 

In vitro basai, 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 KC1, 1.25 CaCl2, 1.2 KH2P04, 1.2 MgS04, 25 

NaHC03, 5 glucose, supplemented with 2.5% NEFA-free bovine sérum albumin (Sigma, 

Oakville, ON, Canada), pH 7.4. Fat explants were incubated for 2 h in a humidified 

atmosphère of 5% C02 and 95% 0 2 at 37°C. Insulin (100 and 500 pmol/1), noradrenaline 

(NA, 1 umol/1) and dibutyryl cAMP (DBcAMP, 1 mmol/1) were added to the incubation 

buffer to inhibit or stimulate lipolysis. At the end of the incubation, WAT explants were 

removed and média were frozen until the measurement, using reagent kits, of NEF A (Wako 

Pure Chemical Industries, Richmond, VA, USA) and glycerol (Sigma). Data for NEFA and 

glycerol release are expressed as nmol.(ig DNA_1.h_1 (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 expérimental détails are provided in 

Electronic Supplementary Material (ESM) 1. 

In vitro exposure of explants to rosiglitazone. Minced pièces (40 mg/well) of each of the 4 

dépôts described above, obtained from 4 control, untreated fasted rats, were incubated in 1 

ml of Dulbecco's modified Eagle médium (DMEM, Invitrogen, Burlington, ON, Canada) 

supplemented with pure rosiglitazone (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, USA), final 

concentration of 10 umol/1) 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. 

Triacylglycerol/NEFA cycling, PEPCK and GyK activities. Thèse variables were 

quantified according to established methods, as detailed in ESM 2. 

RNA isolation and analysis. RNA was isolated from adipose dépôts using QIAzol and the 

RNAeasy Lipid Tissue Kit (QIAGEN). For cDNA synthesis, expand reverse transcriptase 

(Invitrogen) was used following manufacturer's instructions and cDNA 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 détection of the PCR products 

with SYBR Green I (Molecular Probes, Willamette Valley, OR) using a Rotor Gène 3000 

system (Montréal Biotech, Montréal, Québec, Canada). Primers are indicated in Suppl. 

Table 1, and additional methodological détails are presented in ESM 3. 

Sérum déterminations. Sérum 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. Sérum triacylglycerol levels were measured by an enzymatic 

method (Roche Diagnostics, Montréal, QC, Canada), and sérum 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 Ttest. When appropriate, factorial ANOVA 

followed by Newman-Keuls's multiple range test were used to compare the effects of 

rosiglitazone in various adipose dépôts. .P<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 ail WAT dépôts (30-35%) and interscapular BAT (116%). Rosiglitazone 

significantly reduced plasma levels of insulin (-35%), NEFA (-57%), and triacylglycerols 

(-55%), but did not alter sérum glucose and glycerol levels. Rosiglitazone therefore exerted 

its expected metabolic actions on energy balance, WAT mass, indices of insulin sensitivity, 

and lipemia. 

The effects of rosiglitazone on rates of basai and NA/DBcAMP-stimulated glycerol 

and NEFA release normalized per DNA are illustrated in Fig. 1. Ail three viscéral dépôts 

behaved similarly on a qualitative basis, and only data for the RETRO dépôt are presented 

along with those of the ING (subcutaneous) dépôt. In control rats, with the exception of 

basai NEFA release, rates of glycerol and NEFA release were, as expected, lower in the 

ING (Fig. 1A) than in the RETRO (Fig. 1B) dépôt. NA and DBcAMP increased glycerol 

and NEFA release to the same extent in both adipose dépôts. Also in both dépôts, chronic 

rosiglitazone treatment markedly increased basai 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 présence 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 

compétent 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 

gène expression, we next sought to détermine 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 ail viscéral dépôts, with the 

exception of MGL mRNA in MES. In concomitance with basai lipolysis, rosiglitazone 

increased the mRNA levels of both ATGL (Fig. 2A: ING, 6-fold; ail viscéral dépôts, 2-fold) 

and MGL (Fig. 2C: ING, 7-fold; ail viscéral dépôts, 3-4-fold). Rosiglitazone increased HSL 

mRNA levels (2.5-fold) only in the ING dépôt (Fig. 2B). With data of the four adipose 

dépôts pooled, rates of glycerol release correlated with mRNA levels of both ATGL (Fig. 

3a) and MGL (Fig. 3c), but not with those of HSL (Fig. 3b). Similar corrélation coefficients 

were found between lipase mRNAs and NEFA release (r = 0.59 and 0.77, P < 0.0001, for 

ATGL and MGL, respectively, and 0.07, NS, for HSL). 

To address the question of whether rosiglitazone directly stimulâtes 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 ail lipases to 

approximately the same extent as that of aP2 in both ING and RETRO dépôts, without 

altering the mRNA level of the référence L27 gène. 

As rosiglitazone proved to increase key éléments of the lipolytic machinery, we next 

sought to détermine 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 

basai lipolysis, represented by absolute glycerol release (Fig. 5a) or % relative to basai (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. 5 a, b, 

c, d). In the RETRO dépôt, insulin reduced both glycerol (Figs. 5e, f) and NEFA release 

(Figs. 5g, h) regardless of treatment, and the magnitude of the inhibition was hère 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. 5c) and 

RETRO explants (Fig. 5g). 
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Quantification of major déterminants 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 rosightazone despite large increases in thèse 

processes, which counteract the net release of lipolytic products, as further discussed in 

ESM 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 basai and stimulated conditions, 

and amplified the antilipolytic action of insulin in basai conditions. The study further 

revealed that rosiglitazone increases the mRNA levels of ATGL and MGL in subcutaneous 

and viscéral fat, and those of HSL in subcutaneous fat, suggesting that upreguiation 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 Unes of évidence 

suggest that thiazolidinediones exert their bénéficiai effects on whole body insulin 

sensitivity partly by reducing circulating NEFA and conséquent exposure of non-adipose 

tissues to the deleterious effects of NEFA metabolites on insulin signal transduction [2]. 

The présent study demonstrates that, paradoxically to its effect on plasma NEFA, 

rosiglitazone markedly stimulâtes 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 présence of a larger number of 

mature, lipolytically compétent adipocytes having arisen through PPARy-induced adipocyte 

differentiation [22]. Thiazolidinediones exert depot-specific effects on fat accretion in 

humans [17], which is why several dépôts were investigated in this study. The findings 

show that the lipolysis-stimulating action of rosiglitazone extends to both subcutaneous and 

viscéral adipose dépôts. 

Studies that hâve addressed the impact of PPARy agonism on adipose lipolysis hâve 

reported mixed results. Two studies found a réduction in the release of lipolytic products 

from rodent WAT explants and 3T3-L1 adipocytes [5, 6]. Thèse were however designed to 

primarily examine NEFA reesterification, in conditions that may hâve favored the latter 

process. In contrast, studies specifically focused on in vivo NEFA kinetics in rats hâve 
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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 présence 

of rosiglitazone displayed increased basai 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 présent findings, it appears that PPARy 

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

Concomitant with lipolysis, rosiglitazone markedly increased WAT mRNA levels 

of the lipases A TGL and MGL in ail WAT dépôts, and those of HSL in the ING dépôt. A 

fairly robust corrélation was found between basai rates of release of lipolytic products and 

mRNA levels of ATGL. Such corrélation obviously does not establish a cause and effect 

relationship, however the importance of the expression level of Atgl in WAT lipolysis is 

strongly emphasized by récent studies in which Atgl overexpression in 3T3-L1 adipocytes 

enhanced both fasting basai 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 basai lipolysis in the présent study: both were lower in 

ING than in viscéral dépôts 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 Atgl expression constitutes one mechanism by which PPARy agonism 

enhances WAT basai lipolysis. 

The mRNA levels of MGL were also well correlated with the rosiglitazone-induced 

changes in lipolytic rates. Although recognized as an important enzyme for the complète 

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 basai 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 hâve reported a strong PPARy-induced incrément 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 

viscéral WAT in vivo [31]. The présent study revealed a short-term (12 h) induction of Hsl 

expression in vitro by rosiglitazone in both ING and RETRO dépôts, which persisted after a 

7-day in vivo treatment in the ING but not in the RETRO dépôt. Taken together, thèse 

findings suggest dépôt and time dependence of the impact of PPARy agonism on Hsl 

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 basai 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 présent conditions, a direct action of rosiglitazone on expression of the lipases 

is supported by the observation that lipase mRNAs were increased within 12 h of in vitro 

exposure of naïve explants, as was the case for the PPRE response element-containing aP2 

gène. Such stimulation of the expression of intracellular lipases would efficiently 

complément the PPARy-mediated upregulation of perilipin expression [32, 33], which 

facilitâtes 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 conséquences 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 terminais 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 (3-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 (33-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 présent 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 sérum 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 F ATP expression observed in the 

présent study confirms previous studies [39, 40] and supports this notion. In vivo, the 

rosiglitazone-induced increase in WAT NEFA uptake and rétention 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, régional 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 hâve 

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 basai 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 viscéral WAT, and that of HSL in subcutaneous WAT, apparently via a 

direct action on gène expression. Given the importance of lipase expression levels on 

lipolytic activity, the findings suggest that, at least in the case ofATGL 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 NEF A 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. 



257 

AKNOWLEGMENTS 

This work was supported by a grant from the Canadian Institutes of Health Research 

(CIHR) to YD. WTF was the récipient of a Postdoctoral Fellowship from a CIHR Training 

in Obesity Program grant. ML was the récipient of a Studentship from the Natural Sciences 

and Engineering Research Council of Canada. The authors are very grateful for the 

invaluable professional assistance of Josée Lalonde, Mélanie Alain, and Sébastien Poulin. 

They also thank Drs. Katherine Cianflone and Pascale Mauriège for their helpful review of 

the manuscript. 



258 

REFERENCES 

1. Fûrnsinn C, Waldhâusl W (2002) Thiazolidinediones: metabolic actions in vitro. 
Diabetologia45: 1211-1223 

2. Kintscher U, Law RE (2005) PPARy-mediated insulin sensitization: the importance of 
fat versus muscle. Am J Physiol Endocrinol Metab 288: E287-91 

3. Ye JM, Dzamko N, Cleasby ME, et al (2004) Direct démonstration of lipid 
séquestration as a mechanism by which rosiglitazone prevents fatty-acid-induced 
insulin résistance in the rat: comparison with metformin. Diabetologia 47: 1306-13 

4. Oakes ND, Thalen PG, Jacinto SM, Ljung B (2001) Thiazolidinediones increase 
plasma-adipose tissue FF A exchange capacity and enhance insulin-mediated control of 
systemic FFA availability. Diabètes 50: 1158-65 

5. Guan HP, Li Y, Jensen MV, Newgard CB, Steppan CM, Lazar MA (2002) A futile 
metabolic cycle activated in adipocytes by antidiabetic agents. Nat Med 8: 1122-8 

6. Tordjman J, Chauvet G, Quette J, Beale EG, Forest C, Antoine B (2003) 
Thiazolidinediones block fatty acid release by inducing glyceroneogenesis in fat cells. J 
BiolChem278: 18785-90 

7. Kalderon B, Mayorek N, Ben-Yaacov L, Bar-Tana J (2003) Adipose tissue sensitization 
to insulin induced by troglitazone and MEDICA 16 in obèse Zucker rats in vivo. Am J 
Physiol Endocrinol Metab 284: E795-803 

8. Fredrikson G, Belfrage P (1983) Positional specificity of hormone-sensitive lipase from 
rat adipose tissue. J Biol Chem 258: 14253-6 

9. Fortier M, Wang SP, Mauriege P, et al (2004) Hormone-sensitive lipase-independent 
adipocyte lipolysis during beta-adrenergic stimulation, fasting, and dietary fat loading. 
Am J Physiol Endocrinol Metab 287: E282-8 

10. Haemmerle G, Zimmermann R, Hayn M, et al (2002) Hormone-sensitive lipase 
deficiency in mice causes diglyceride accumulation in adipose tissue, muscle, and 
testis. J Biol Chem 277: 4806-15 

11. Okazaki H, Osuga J, Tamura Y, et al (2002) Lipolysis in the absence of hormone-
sensitive lipase: évidence for a common mechanism regulating distinct lipases. Diabètes 
51:3368-75 

12. Zimmermann R, Strauss JG, Haemmerle G, et al (2004) Fat mobilization in adipose 
tissue is promoted by adipose triglycéride lipase. Science 306: 1383-6 



259 

13. Villena JA, Roy S, Sarkadi-Nagy E, Kim KH, Sul HS (2004) Desnutrin, an adipocyte 
gène encoding a novel patatin domain-containing protein, is induced by fasting and 
glucocorticoids: ectopic expression of desnutrin increases triglycéride hydrolysis. J Biol 
Chem 279: 47066-75 

14. Jenkins CM, Mancuso DJ, Yan W, Sims HF, Gibson B, Gross RW (2004) 
Identification, cloning, expression, and purification of three novel human calcium-
independent phospholipase A2 family members possessing triacylglycerol lipase and 
acylglycerol transacylase activities. J Biol Chem 279: 48968-75 

15.Zechner R, Strauss JG, Haemmerle G, Lass A, Zimmermann R (2005) Lipolysis: 
pathway under construction. Curr Opin Lipidol 16: 333-40 

16. Kershaw EE, Hamm JK, Verhagen LA, Peroni O, Katic M, Flier JS (2006) Adipose 
triglycéride lipase: function, régulation by insulin, and comparison with adiponutrin. 
Diabètes 55: 148-157 

17. Mori Y, Murakawa Y, Okada K, et al (1999) Effect of troglitazone on body fat 
distribution in type 2 diabetic patients. Diabètes Care 22: 908-912 

18. Picard F, Auwerx J (2002) PPAR(gamma) and glucose homeostasis. Annu Rev Nutr 
22: 167-97 

19. Willson TM, Lambert MH, Kliewer SA (2001) Peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma and metabolic disease. Annu Rev Biochem 70: 341-67 

20. Laplante M, Sell H, MacNaul KL, Richard D, Berger JP, Deshaies Y (2003) PPAR
gamma activation médiates adipose dépôt-spécifie effects on gène expression and 
lipoprotein lipase activity: mechanisms for modulation of postprandial lipemia and 
differential adipose accretion. Diabètes 52: 291-9 

21. Berthiaume M, Sell H, Lalonde J, et al (2004) Actions of PPARgamma agonism on 
adipose tissue remodeling, insulin sensitivity, and lipemia in absence of 
glucocorticoids. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 287: RI 116-23 

22. Tontonoz P, Hu E, Spiegelman BM (1994) Stimulation of adipogenesis in fibroblasts 
by PPAR gamma 2, a lipid-activated transcription factor. Cell 79: 1147-56 

23. van Harmelen V, Dicker A, Ryden M, et al (2002) Increased lipolysis and decreased 
leptin production by human omental as compared with subeutaneous preadipocytes. 
Diabètes 51: 2029-36 

24. Mayerson AB, Hundal RS, Dufour S, et al (2002) The effects of rosiglitazone on insulin 
sensitivity, lipolysis, and hepatic and skeletal muscle triglycéride content in patients 
with type 2 diabètes. Diabètes 51: 797-802 



260 

25. Racette SB, Davis AO, McGill JB, Klein S (2002) Thiazolidinediones enhance insulin-
mediated suppression of fatty acid flux in type 2 diabètes mellitus. Metabolism 51: 169-
74 

26. Tan GD, Fielding BA, Currie JM, et al (2005) The effects of rosiglitazone on fatty acid 
and triglycéride metabolism in type 2 diabètes. Diabetologia 48: 83-95 

27. Lake AC, Sun Y, Li JL, et al (2005) Expression, régulation, and triglycéride hydrolase 
activity of Adiponutrin family members. J Lipid Res 46: 2477-87 

28. Fredrikson G, Tornqvist H, Belfrage P (1986) Hormone-sensitive lipase and 
monoacylglycerol lipase are both required for complète dégradation of adipocyte 
triacylglycerol. Biochim Biophys Acta 876: 288-93 

29. McTernan PG, Harte AL, Anderson LA, et al (2002) Insulin and rosiglitazone 
régulation of lipolysis and lipogenesis in human adipose tissue in vitro. Diabètes 51: 
1493-8 

30. Teruel T, Hernandez R, Rial E, Martin-Hidalgo A, Lorenzo M (2005) Rosiglitazone up-
regulates lipoprotein lipase, hormone-sensitive lipase and uncoupling protein-1, and 
down-regulates insulin-induced fatty acid synthase gène expression in brown 
adipocytes of Wistar rats. Diabetologia 48: 1180-1188 

31. Deng T, Shan S, Li P-P, et al (2005) Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 
transcriptionally up-regulates hormone-sensitive lipase via the involvement of Spl 
Endocrinology 147(2): 875-84 

32. Dalen KT, Schoonjans K, Ulven SM, et al (2004) Adipose tissue expression of the lipid 
droplet-associating proteins S3-12 and perilipin is controlled by peroxisome 
proliferator-activated receptor-gamma. Diabètes 53: 1243-52 

33. Rosenbaum SE, Greenberg AS (1998) The short- and long-term effects of tumor 
necrosis factor-alpha and BRL 49653 on peroxisome proliferator-activated receptor 
(PPAR)gamma2 gène expression and other adipocyte gènes. Mol Endocrinol 12: 1150-
60 

34. Bartness TJ, Kay Song C, Shi H, Bowers RR, Foster MT (2005) Brain-adipose tissue 
cross talk. Proc Nutr Soc 64: 53-64 

35. Sell H, Berger JP, Samson P, et al (2004) Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma agonism increases the capacity for sympathetically mediated thermogenesis in 
lean and ob/ob mice. Endocrinology 145: 3925-34 

36. Rosenstock M, Greenberg AS, Rudich A (2001) Distinct long-term régulation of 
glycerol and non-esterified fatty acid release by insulin and TNF-alpha in 3T3-L1 
adipocytes. Diabetologia 44: 55-62 



261 

37. Reshef L, Olswang Y, Cassuto H, et al (2003) Glyceroneogenesis and the 
triglyceride/fatty acid cycle. J Biol Chem 278: 30413-6 

38. Coort SL, Coumans WA, Bonen A, van der Vusse GJ, Glatz JF, Luiken JJ (2005) 
Divergent effects of rosiglitazone on protein-mediated fatty acid uptake in adipose and 
in muscle tissues of Zucker rats. J Lipid Res 46: 1295-302 

39. Frohnert BI, Hui TY, Bernlohr DA (1999) Identification of a functional peroxisome 
proliferator-responsive élément in the murine fatty acid transport protein gène. J Biol 
Chem 274: 3970-7 

40. Tontonoz P, Hu E, Graves RA, Budavari AI, Spiegelman BM (1994) mPPAR gamma 
2: tissue-specific regulator of an adipocyte enhancer. Gènes Dev 8: 1224-34 



262 

TABLES 

Table 1. Final body weight, cumulative food intake, food efficiency, mass of white (WAT) 
and brown (BAT) adipose tissues, and sérum concentrations of insulin and 
metabolites in rats treated or not with rosiglitazone for 7 days. 

Control Rosiglitazone 

Body weight (g) 330 ±4 3 4 8 ± 3 * 

Body weight gain (g) 47 ±3 67 ±3 * 

Food Intake (g) 164 ± 3 194±4* 

Food efficiency (%)a 28 ±1 35 ±1 * 

Inguinal WAT (g) 3.2 ±0.2 4.3 ±0.2* 

Retroperitoneal WAT (g) 2.0 ±0.2 2.7 ±0.1 * 

Epididymal WAT (g) 2.7 ±0.2 3.5 ±0 .2* 

Mesenteric WAT (g) 2.0 ±0.1 2.7 ±0 .2* 

BAT (g) 0.31 ±0.01 0.67 ± 0.02 * 

Insulin (pmol/1) 186 ±22 122 ± 1 8 * 

Glucose (mmol/1) 7.9 ±0.3 7.8 ±0.1 

NEFA (mmol/1) 0.47 ± 0.05 0.20 ± 0.07 * 

Glycerol (mmol/1) 0.128 ±0.011 0.121 ±0.003 

Triacylglycerols (mmol/1) 2.0 ±0.2 1.1 ±0.1 * 

Data are means ± SEM of 6-12 rats. * Différent from Control, P < 0.05 (Student's unpaired 
Ttest).a Calculated as g body weight gain /100 g food ingested. 
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FIGURES LEGENDS 

Figure 1. In vitro basai, NA- and DBcAMP-stimulated rates of glycerol and NEFA release 

by explants of inguinal (a) and retroperitoneal (b) adipose dépôts 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; f P < 0.05 vs. basai 

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 dépôts 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 dépôt; f P < 0.05 vs. 

ING dépôt of control rats. 

Figure 3. Corrélations between glycerol release and mRNA levels of ATGL (n = 46), HSL 

(n = 45), and MGL (n = 46). The four adipose dépôts 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 négative 

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 % basai (without insulin, b, d, f, h), on basai (unstimulated) 

glycerol and NEFA release, by explants of inguinal (a-d) and retroperitoneal (e-h) adipose 

dépôts 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 < 0.05 vs. 

untreated control in same incubation condition; f 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 basai, 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. gène expression). Prolipolytic 

cytokine release occurs upon préparation 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 

décapitation 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 médium did not affect the outcome of the 

lipolytic assay under thèse conditions. Insulin 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 cycling were estimated as previously described [3], using the following 

formula: 

Cycling = (3 X rate of glycerol release) - (rate of NEF A release) 

The rates of cycling measured by this method were shown to be very similar to 

those measured by a completely différent radiochemical method [3]. PEPCK activity was 

assayed in supernatants obtained after homogenisation of ING, RETRO, EPI and MES 

adipose dépôts in a buffer (pH 7.5) containing 20 mmol/1 triethanolamine, 0.25 mol/1 
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sucrose, 5 mmol/1 mercaptoethanol and 1 mmol/1 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 14Cbicarbonate (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 dépôts in ice cold 10 g/1 KC1 and 1 mmol/1 EDTA, and centrifugation at 

2,000g. The composition of the assay mixture, which contained [U-14C]glycerol, 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 

représentative samples from each expérimental 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 gène and the housekeeping gène L27 (NM022514), which was selected because 

no significant variation in its expression was observed between control and rosiglitazone-

treated rats. 

ESM - Text 4 

Confirmation ofrosiglitazone 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 compétence may hâve 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-



272 

mediated stimulation of glycerol and NEFA release reached higher levels in cells from 

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

ESM - Text 5 

Déterminants of glycerol or NEFA reesterification and reuptake. The release of 

lipolytic products is counteracted by reesterification and reuptake, thèse pathways being 

direct targets of PPARy agonism. To gain insight into the contribution of thèse processes on 

the net release of lipolytic products, PEPCK and GYK mRNA levels and protein activity 

(NEFA/glycerol re-esterification), and FABP4 and F ATP mRNA levels (NEFA uptake 

mediators) were quantified in WAT of control and rosiglitazone-treated rats (ESM Fig. 2). 

Hère again, ail three viscéral dépôts behaved similarly, and only the RETRO dépôt is 

reported along with the subcutaneous ING dépôt. Rosiglitazone markedly increased 

PEPCK (ESM Fig. 2a, b) and GYK mRNA levels and the activity of the protein products 

(ESM Fig. 2c, d) in both ING and RETRO dépôts. In accordance with its effect on thèse re

esterification enzymes, rosiglitazone increased the rate of NEFA cycling in both dépôts 

(ESM Fig. 2e). Finally, and also in both dépôts, 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 triglycéride because of the virtual absence of GYK activity; 

however, as confirmed hère, rosiglitazone markedly increases the expression of GYK and 

PEPCK and the activity of the protein products [11, 12]. Thèse enzymes médiate the 

génération of glycerol 3-phosphate from glycerol and 3-carbon precursors, respectively, 

favouring glycerol and NEFA esterification into triglycéride. Rosiglitazone thereby 

enhances the recycling of both glycerol and NEFA released from lipolysis back into 

triglycéride, 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 médium understimates the true lipolytic rate, and the robust 

residual effect on glycerol release observed hère underscores the potency with which 

rosiglitazone positively influences WAT lipolysis. Finally, a rôle 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 évidence that substrate 

cycling enhances the response of metabolic processes to hormonal modulation [3, 14-17]. 

It can therefore be suggested that increased cycling may hâve contributed to the PPAR-y-

mediated amplification of the antilipolytic response to insulin. Likewise, stimulation of 

substrate cycling may conceivably act in concert with an increased lipolytic machinery to 

enhance the lipolytic response to adrenergic stimulation. 
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ESM Table 1. Primers used for the quantification of mRNA levels. 

Gène Accession 
number 

5' Primer (5'-3') 3' Primer (5'-3') 

ATGL XM_347183 

HSL NMJH2859 

MGL N M J 38502 

127 NM_022514 

PEPCK NM_198780 

GYK NM_024381 

FABP4 NM_053365 

F ATP NM 053580 

CACTTTAGCTCCAAGGATGA 

CCTGCTGACCATCAACCGAC 

CTAATTTCACCTCTGATCCT 

CTGCTCGCTGTCGAAATG 

TGGGTGATGACATTGCCTGG 

CCTGTCCATTGAAATGTGTCATCC 

ATGTGTGATGCCTTTGTGGG 

TCTGCGGCGCTTCGATGGCTAT 

TGGTTCAGTAGGCCATTCCT 

CCTCGATCTCCGTGATATTCCAGA 

AGGACAGAGTTGGTCACTTC 

CCTTGCGTTTCAGTGCTG 

ACCTTGCCCTTATGCTCTGCAG 

GCCATGAAGCCATGACAATTAGTG 

CCCAGTTTGAAGGAAATCTC 

TTGTGGGGGTCTGCAATGGC 
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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 dépôts 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 fxmol/1 of noradrenaline in a 

humidified atmosphère of 5% C02, 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 (c), levels of PEPCK mRNA (b) and GYK 

mRNA (d), triacylglycerol/NEFA cycling rate (e), and levels of FABP4 mRNA (f) and 

F ATP mRNA (g) in ING and RETRO adipose dépôts of control (empty columns) and 

rosiglitazone-treated rats (filled columns). Each column represents the mean ± SEM for six 

rats. *f><0.05 vs untreated control rats. TG, triglycéride 
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Electronic supplementary material (ESM) - FIGURES 

ESM Figure 1. 
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DISCUSSION GÉNÉRALE, PERSPECTIVES DE RECHERCHE ET 
CONCLUSION 
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Discussion générale 

La découverte des mécanismes par lesquels les agonistes PPAR-y améliorent la 

sensibilité à l'insuline est importante afin de permettre l'amélioration des traitements 

actuels contre la résistance à l'insuline et le diabète de type 2 mais aussi afin de préciser 

notre compréhension globale du métabolisme. Ces dernières années, les connaissances 

relatives aux mécanismes d'action des agonistes PPAR-y se sont beaucoup précisées. Tel 

que discuté tout au long de l'introduction, beaucoup des effets de ces agonistes semblent 

être reliés à leur impact sur le tissu adipeux. Il a été observé chez l'homme que les TZD 

favorisent le remodelage du tissu adipeux blanc en stimulant l'accrétion des lipides dans le 

tissu adipeux sous-cutané et en réduisant leur accumulation dans le tissu adipeux viscéral 

(Tableau 2). Puisque l'accumulation de graisses viscérales est désormais considérée comme 

un déterminant central favorisant le développement de la résistance à l'insuline, des 

dyslipidémies, des maladies cardiovasculaires et du diabète 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 à l'amélioration de la lipémie observée lors de l'utilisation de ces agonistes n'a pas 

encore été déterminée. Les travaux de recherche effectués dans le cadre de la présente thèse 

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 à 

l'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 l'agoniste PPAR-y expérimental COOH est associée à 

des changements dans l'expression de la LPL ou d'autres gènes impliqués dans le 

métabolisme des lipides. Ces travaux ont aussi été réalisés afin de déterminer dans quelle 
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mesure les changements de l'activité de la LPL induits par la stimulation de PPAR-y 

affectent la triglycéridémie. 

Le COOH s'est montré efficace pour améliorer la sensibilité à l'insuline et pour 

réduire les TG et les AGL circulants en période postprandiale chez les animaux nourris 

avec une diète standard ou avec une diète riche en graisses et en sucres promouvant la 

résistance à l'insuline. Généralement, les effets du COOH sur les variables plasmatiques et 

physiologiques furent les mêmes, indépendamment de la diète utilisée. Le chapitre 1 

montre que le COOH augmente l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux sous-

cutané (inguinal) et réduit, ou empêche, l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux 

viscéral (rétropéritonéal). Ce type de redistribution du tissu adipeux blanc a été observé 

chez l'homme traité avec des TZD (Tableau 2). Cependant, pour des raisons qui sont 

encore inconnues, l'utilisation des TZD chez les rongeurs ne conduit généralement pas une 

forte réduction de la masse adipeuse viscérale (Okuno et al, 1998; de Souza et al, 2001). 

Des études préliminaires effectuées récemment dans nos laboratoires suggèrent que des 

doses plus élevées de rosiglitazone (30mg/kg/jour) pourraient induire les mêmes effets que 

le COOH sur la redistribution des graisses chez les rats. 

Dans l'étude présentée au chapitre 1, nous avons mis à jour certains mécanismes 

pouvant contribuer à la redistribution du tissu adipeux induite par l'agonisme de PPAR-y. 

Nous avons premièrement observé que le COOH augmente fortement l'expression et 

l'activité de la LPL dans le tissu adipeux sous-cutané et n'a aucun effet sur ces paramètres 

dans le tissu adipeux viscéral. Ces résultats suggèrent que le COOH augmente l'hydrolyse 

des TG et la captation des AG spécifiquement dans le tissu adipeux sous-cutané, favorisant 

ainsi l'accrétion des lipides dans ce dépôt. 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 façon 

spectaculaire lors du traitement. Compte tenu de l'important rôle de la LPL du tissu 

adipeux dans la clairance des TG en phase postprandiale (Coleman et al, 1995; Weinstock 

et al, 1995), il est raisonnable de croire que l'activation de la LPL par le COOH puisse 

contribuer à la réduction de la triglycéridémie observée chez les animaux traités avec 

l'agoniste. Toutefois, cette étude ne nous permet pas d'exclure la possibilité que la 
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réduction de la triglycéridémie puisse aussi être causée par une diminution de la sécrétion 

hépatique des VLDL. En effet, les AGL circulants et l'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 et 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 rôle de premier plan dans la diminution de la triglycéridémie postprandiale 

observée chez les animaux traités avec l'agoniste. 

En plus des effets du COOH sur la LPL, des modulations spécifiques à chaque 

dépôt pouvant expliquer la redistribution du tissu adipeux blanc ont été observées 

relativement à l'expression de la 11 (3-hydroxystéroïde déshydrogénase de type 1 (11(3-

HSD-1) et d'UCP-1. Des études précédentes ont montré que la surexpression de la 11(3-

HSD-1, une enzyme impliquée dans la production locale de glucocorticoïdes, favorise 

l'accumulation des lipides dans le tissu adipeux viscéral (Masuzaki et al, 2001). 

Également, les patients souffrant d'hypercorticostéroïdisme accumulent préférentiellement 

des graisses dans le tissu adipeux viscéral (Rebuffé-Scrive et al, 1988; Mayo-Smith et al, 

1989). Dans l'étude décrite au chapitre 1, le COOH a réduit l'expression de la 11(3-HSD-1 

uniquement dans le tissu adipeux viscéral, suggérant que la réduction de la déposition des 

graisses dans ce dépôt puisse être dépendante d'une réduction marquée de la production 

intra-tissulaire de glucocorticoïdes. L'expression d'UCP-1 a été fortement induite par le 

COOH dans les deux dépôts adipeux. Les niveaux d'expression étaient cependant beaucoup 

plus élevés dans le tissu adipeux viscéral, suggérant que la dissipation d'énergie a pu être 

stimulée préférentiellement dans ce tissu. Cet effet pourrait avoir contribué à réduire la 

déposition des lipides dans le tissu adipeux viscéral. 

Ainsi, l'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 

l'expression de la LPL, de la 11|3-HSD-1 et d'UCP-1 pourrait être 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 rôle important dans l'hydrolyse de TG circulants et dans l'amélioration de la 

triglycéridémie. 

Chapitre 2 

L'étude décrite au chapitre 2 a été 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 l'expression de même que l'activité fonctionnelle de 

plusieurs déterminants impliqués dans la captation, l'estérification, l'entreposage, la 

libération et l'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 et al, 

1997a; Hutley et al, 2003), pourrait favoriser l'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 l'expression et 

l'activité de la LPL uniquement dans le tissu adipeux sous-cutané. Nous avons aussi 

découvert que l'expression d'aP2 et de DGAT-1, qui sont impliqués dans la captation et 

l'estérification des AG, n'a été induite par le COOH que dans le tissu adipeux sous-cutané. 

Afin de confirmer que ces effets sur l'expression génique se traduisent par l'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 l'hydrolyse des TG de façon beaucoup 

plus marquée dans le tissu adipeux sous-cutané que dans le tissu adipeux viscéral. Ces 

résultats, qui supportent en tout point les observations de l'étude 1, indiquent que 

l'accumulation préférentielle des graisses dans le tissu adipeux sous-cutané est causée en 

partie par l'augmentation de la captation des lipides par ce tissu. L'augmentation de 

l'hydrolyse intravasculaire des TG en périphérie du tissu adipeux sous-cutané pourrait être 
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responsable de la réduction des TG circulants observée chez les animaux traités au COOH. 

Bien qu'intéressants, les effets du COOH sur la lipolyse et la glycéronéogenèse n'ont pas 

fourni de pistes pouvant expliquer le remodelage des graisses. L'impact de l'agonisme de 

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

Une des conclusions de l'étude décrite au chapitre 1 était que le COOH réduit 

l'accumulation des lipides dans le tissu adipeux viscéral en augmentant plus fortement la 

dissipation de l'énergie dans ce tissu. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons mesuré 

dans les tissus adipeux l'expression de nombreux transcrits codants pour des protéines 

impliquées dans l'oxydation des lipides (Acadl, CPT-1, PDK-2, PDK-4), la dissipation de 

l'énergie (UCP-1) et la biogenèse des mitochondries (PGC-la). Tel que décrit dans de 

récentes études utilisant d'autres agonistes, la stimulation de PPAR-y par le COOH a induit 

l'expression de pratiquement tous ces gènes (Way et al, 2001b; Wilson-Fritch et al, 2004; 

Boden et al, 2005; Bogacka et al, 2005a; Bogacka et 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'oxygène 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 très fortement la dissipation de ses réserves lipidiques. Dans le tissu adipeux 

sous-cutané, la balance entre la stimulation de la captation et de l'oxydation des lipides par 

le COOH a probablement favorisé l'apparition d'une balance énergétique positive 

favorisant l'accumulation nette des graisses. L'effet de l'agonisme de PPAR-y sur 

l'oxydation des lipides dans le tissu adipeux est perçu comme un mécanisme pouvant 

contribuer à réduire les AGL circulants (Wilson-Fritch et al, 2003; Hondares et al, 2006). 

Les mécanismes impliqués dans la redistribution des graisses par le COOH de même que 

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

L'augmentation de l'accumulation des graisses dans le tissu adipeux sous-cutané est liée à une forte 
différenciation cellulaire de même qu'à l'augmentation de l'expression/activité de la lipase lipoprotéique 
(LPL), de la protéine de liaison des acides gras (aP2) et de la diacylglycérol acyltransférase-1 (DGAT-1). Ces 
modulations ont contribué à augmenter l'hydrolyse des triglycérides (TG) de même que la captation et la 
déposition des acides gras (AG) dans le tissu adipeux sous-cutané. L'agonisme de PPAR-p" a augmenté 
l'expression de la carnitine palmitoyltransférase-1 (CPT-1), de la protéine découplante-1 (UCP-1), du 
coactivateur ip de PPAR-fi (PGC-ip), de l'acyl-CoA déshydrogénase chaîne longue (Acadl), de la pyruvate 
déshydrogénase-2 (PDK-2) de même que la consommation d'oxygène et la masse mitochondriale dans le 
tissu adipeux sous-cutané. La balance entre les effets du COOH sur la rétention et l'oxydation des AG a 
favorisé la déposition des lipides dans ce tissu. Dans le tissu adipeux viscéral, la différenciation cellulaire de 
même que les déterminants moléculaires impliqués dans la captation des lipides n'ont généralement pas été 
augmentés par l'agoniste. Au contraire, l'expression de la 11-p hydroxystéroïde déshydrogénase de type-1 
(11-P-HSD-l), qui favorise en temps normal l'accumulation des graisses, a été réduite par le COOH dans le 
tissu adipeux viscéral. L'expression des gènes impliqués dans l'oxydation des lipides et la biogenèse des 
mitochondries a été induite beaucoup plus fortement dans le tissu adipeux viscéral que dans le tissu adipeux 
sous-cutané. La stimulation du potentiel oxydatif liée à l'absence d'effets marqués sur la captation des lipides 
a favorisé la réduction de la masse adipeuse viscérale. Au niveau systémique, l'augmentation de l'hydrolyse 
des TG et de l'oxydation des AG dans le tissu adipeux des animaux traités au COOH a pu permettre la 
réduction des TG et acides gras libres (AGL) circulants. 
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Des études suggèrent que l'acquisition des caractéristiques du tissu adipeux brun par 

le tissu adipeux blanc puisse être causée par le développement d'adipocytes bruns dans la 

masse adipeuse blanche. Il a été observé que des îlots 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 à 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 et al, 2005). La stimulation de l'expression des gènes oxydatifs et des 

marqueurs de la biogenèse mitochondriale dans des adipocytes blancs en culture traités 

avec des TZD montre que l'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 tissu adipeux blanc (Wilson-Fritch et al, 2003; Bogacka et al, 2005a). 

L'observation de gouttelettes de lipides multiloculaires autour du noyau de l'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 suggèrent que l'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 plutôt 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 et al, 1998; Breider et al, 1999; Burkey et al, 2000; Toseland et al, 2001; 

Aleo et al, 2003; Berthiaume et al, 2004; Sell et al, 2004). Les mécanismes moléculaires 

impliqués dans cette convergence phénotypique ne sont pas connus. Il est possible que la 

stimulation pharmacologique de l'activité de PPAR-y surstimule l'expression génique et 

dérègle les mécanismes de contrôle fins impliqués dans l'établissement des différences 

phénotypiques entre les adipocytes bruns et blancs. La surexpression simultanée de groupes 

de gènes liés à la biogenèse des mitochondries et au stockage des graisses pourrait favoriser 

l'émergence d'une classe d'adipocytes se retrouvant à mi-chemin entre les adipocytes 

blancs et les adipocytes bruns. Au-delà des mécanismes en cause, l'impact précis de ces 

nouveaux adipocytes sur les effets systémiques des agonistes PPAR-y n'est pas connu. Bien 

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

ces agonistes soulève tout de même des questions relatives au degré d'activation des ces 

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

Chapitre 3 

L'étude décrite au chapitre 3 a été réalisée afin de mesurer la contribution des tissus 

à l'effet hypotriglycéridémiant du COOH. Dans cette étude, nous avons injecté à des rats 

traités au COOH une émulsion de TG marqués et nous avons mesuré dans plusieurs tissus 

la captation des lipides dérivés de l'hydrolyse des TG de même que l'activité de la LPL. 

Suite à l'injection de Pémulsion, nous avons récolté du sang, le tissu adipeux brun, le tissu 

adipeux blanc sous-cutané (inguinal), trois différents dépôts adipeux blancs viscéraux 

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

La clairance de Pémulsion de TG a été fortement induite par le COOH autant durant 

le jeûne qu'en phase postprandiale. Ces résultats montrent que l'augmentation de 

l'hydrolyse intravasculaire des TG représente un mécanisme important par lequel 

l'agonisme de PPAR-y favorise la réduction de la triglycéridémie. Afin de vérifier la 

contribution des tissus et le rôle de la LPL dans l'amélioration de la clairance des TG, nous 

avons mesuré la captation des lipides marqués et l'activité de la LPL dans plusieurs tissus. 

Tel que décrit dans l'étude 1, l'activité de la LPL a été fortement induite dans le tissu 

adipeux sous-cutané et dans le tissu adipeux brun. Ces effets ont été associés à une 

augmentation spectaculaire de l'accrétion des lipides marqués dans ces tissus. L'activité de 

la LPL de même 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 l'activité de la LPL et de la captation des 

lipides marqués a été observée dans le tissu adipeux viscéral mésentérique. Ces 

observations sont très intéressantes car elles démontrent qu'une certaine variation de la 

réponse au COOH existe même à l'intérieur de la masse adipeuse viscérale. Ces variations 

pourront éventuellement être exploitées dans le but de comprendre les mécanismes 
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moléculaires précis par lesquels l'agonisme de PPAR-y induit des réponses variées dans les 

différents dépôts adipeux. Tel que décrit dans la littérature, l'agonisme de PPAR-y n'a pas 

affecté la LPL dans les muscles (Schoonjans et al, 1996; Kageyama et 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 

l'activité de la LPL dans ces tissus, mais aussi dans le tissu adipeux viscéral mésentérique, 

augmente l'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 

l'humain (Aronoff et al, 2000; King, 2000; Raskin et al, 2000; Tan et al, 2005b) que chez 

les rongeurs (Oakes et al, 2001; Way et al, 2001b; Jiang et al, 2002). Cette différence 

pourrait être causée par le fait que l'homme adulte ne possède pas de tissu adipeux brun. 

Finalement, bien que nos résultats montrent que la clairance des TG est liée à 

l'augmentation de l'hydrolyse intravasculaire, nous ne pouvons exclure que l'amélioration 

de la triglycéridémie puisse être affectée par une réduction de la sécrétion des TG par le 

foie. 

Chapitre 4 

L'inactivation complète de la LPL chez la souris mène à la mort rapide des 

souriceaux suivant leur naissance (Coleman et al, 1995; Weinstock et al, 1995). Afin de 

contourner ce problème, des souris transgéniques exprimant la LPL humaine uniquement 

dans le cœur ont été développées (Levak-Frank et al, 1999). Ces souris (LO-hLPL), qui se 

développent normalement comparativement aux souris sauvages (L2), n'expriment aucune 

LPL dans le tissu adipeux et dans les muscles. Dans l'étude décrite au chapitre 4, nous 

avons utilisé ce modèle transgénique afin d'évaluer la capacité de l'agoniste PPAR-y 

COOH à induire la redistribution du tissu adipeux et l'amélioration de la triglycéridémie en 

absence de LPL. En accord avec les études décrites aux chapitres 1, 2 et 3, nous avons émis 

l'hypothèse selon laquelle l'inactivation de la LPL du tissu adipeux empêcherait la 

redistribution des graisses de même que l'effet hypotriglycéridémiant du COOH. 
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Le traitement des souris avec le COOH, à une dose et un temps de traitement 

similaires à 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 

été nécessaire afin d'optimiser les effets du COOH. Ces résultats ont fait en sorte que nous 

n'avons pu évaluer l'effet de l'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 à ce que nous attendions, le COOH a complètement 

normalisé les TG dans les souris LO-hLPL, indiquant que la LPL du tissu adipeux n'est pas 

requise à l'effet hypotriglycéridémiant du COOH dans ce modèle. Ces résultats suggèrent 

que l'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 été associée à une forte baisse de 

l'accumulation des TG dans le foie des souris LO-hLPL. Il est bien connu que les TG 

accumulés au foie influencent directement la sécrétion des VLDL (Gibbons et al, 1992; 

Julius, 2003). Nous avons vu que le COOH contribue à réduire les lipides hépatiques et le 

potentiel de sécrétion des VLDL en réduisant l'activité de la HL et en augmentant les 

niveaux circulants d'adiponectine, une adipokine reconnue pour stimuler l'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 l'accumulation des lipides 

dans le foie et la sécrétion des VLDL (Lewis, 1997). Cette diminution des AGL circulants a 

été associée à l'augmentation de la rétention des lipides dans le tissu adipeux blanc et brun. 

L'agoniste a augmenté très 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, même en absence de LPL. De tels résultats confirment le rôle important du 

tissu adipeux brun dans l'effet hypolipidémiant du COOH chez les rongeurs. 

Lorsque rassemblés, ces résultats montrent que l'agonisme de PPAR-y peut mener à 

la réduction de la triglycéridémie par des mécanismes indépendants de l'activation de la 

LPL dans le tissu adipeux et de la stimulation de l'hydrolyse intravasculaire des TG. Ces 

conclusions, qui mettent à l'avant-scène le rôle de la sécrétion 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 l'effet hypotriglycéridémiant du COOH est dû à des mécanismes complexes 

faisant intervenir plusieurs déterminants du métabolisme des TG. La contribution précise 

de la sécrétion des VLDL versus l'hydrolyse intravasculaire des particules riches en TG 

dans l'effet hypotriglycéridémiant des agonistes PPAR-y reste à établir. 

Chapitre 5 

L'étude décrite au chapitre 5 a été réalisée dans le but de déterminer la contribution 

de l'hydrolyse intravasculaire et de la sécrétion des TG à 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 à la réduction des TG et des 

AGL circulants. Il a été démontré à quelques reprises que les effets des agonistes PPAR-y 

sur la triglycéridémie et les AGL plasmatiques sont très rapides chez les rongeurs (Way et 

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 mesuré les lipides sanguins de même 

que plusieurs paramètres impliqués dans le métabolisme des lipides afin de déterminer les 

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

La rosiglitazone a réduit les TG à partir du troisième jour de traitement, moment à 

partir duquel l'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 

clairance des TG lors de l'injection d'une émulsion de TG marqués. Ces résultats indiquent 

que la réduction primaire des TG chez les rats traités à la RSG est due à l'amélioration de 

l'hydrolyse intravasculaire et non à une réduction de la sécrétion des TG. La mesure de la 

captation des lipides marqués suite à l'injection de l'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 l'importance 

du tissu adipeux blanc, ces résultats montrent que le tissu adipeux brun joue un rôle central 

dans l'effet hypotriglycéridémiant de la rosiglitazone chez les rats. Il est légitime de croire 

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

triglycéridémie chez les rongeurs que chez l'humain. 

Les AGL furent réduits dès le premier jour de traitement avec l'agoniste. Cet effet a 

été observé avant toute modification des niveaux de glucose ou d'insuline circulants, 

suggérant que la diminution des AGL est un facteur important favorisant l'amélioration de 

la sensibilité à l'insuline lors du traitement avec de tels agonistes. Tel qu'attendu, la 

réduction des AGL a été associée à l'augmentation rapide de l'expression des gènes 

impliqués dans la captation (FAT/CD36, FATP-1, aP2), l'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 à l'augmentation du poids du tissu adipeux brun, ce qui 

suggère que ce tissu représente un important site de rétention des AGL. Cette conclusion 

est en accord avec les observations faites dans l'étude 5 et confirme du coup le rôle majeur 

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

Chapitre 6 

Tel que décrit dans l'introduction, l'effet des agonistes PPAR-y sur la lipolyse a 

conduit au fil des ans à la publication de plusieurs études contradictoires. L'étude décrite au 

chapitre 6 porte sur l'effet de l'agonisme de PPAR-y sur la lipolyse des tissus adipeux. 

Cette étude, qui se détache légèrement des autres études, a été réalisée suite à l'observation 

d'une importante stimulation lipolytique induite par l'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 à 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 dépôts adipeux récoltés, a été associée à une forte augmentation de 

l'expression des lipases impliquées dans la dégradation des TG intracellulaires. La 
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rosiglitazone a augmenté l'expression de l'ATGL et de la MGL dans tous les tissus et a 

stimulé l'expression de la HSL uniquement dans le tissu adipeux sous-cutané. Les fortes 

corrélations observées entre l'expression des lipases (ATGL, MGL) et la libération d'AGL 

par les explants de tissus suggèrent que l'augmentation de la lipolyse induite par 

l'agonisme de PPAR-y soit liée à l'expression de ces lipases. Comment l'augmentation du 

potentiel lipolytique induite par l'agonisme de PPAR-y peut-elle être liée à la réduction des 

AGL circulants observés in vivo lors de l'utilisation de ces agonistes ? Pour répondre à 

cette question, nous avons incubé des explants de tissu dans des conditions physiologiques 

d'insuline. Nous avons vu que le potentiel anti-lipolytique de l'insuline est fortement induit 

par le traitement à la rosiglitazone. Nous avons aussi vu que l'expression des gènes 

impliqués dans la captation (FATP-1, aP2) et l'esterification (GyK, PEPCK) des AG sont 

fortement induits par l'agoniste. Ainsi, l'augmentation du potentiel lipolytique induit par la 

rosiglitazone semble être contrebalancée par une augmentation concomitante du potentiel 

anti-lipolytique de l'insuline et de la capacité de rétention des AG par le tissu adipeux. La 

stimulation des sentiers métaboliques liés à la libération et à la captation des AG pourrait 

exacerber l'activité du cycle futile dans lequel les AG issus de la lipolyse sont rapidement 

ré-estérifiés sans jamais quitter l'adipocyte (Figure 6). Il est connu que l'augmentation de la 

vitesse d'un cycle futile améliore le contrôle hormonal du procédé métabolique touché par 

ce cycle (Newsholme, 1980; Brooks et al, 1982; Miyoshi et al, 1988; Wolfe et al, 1990; 

Kalderon et al, 2003). Nous pouvons ainsi émettre l'hypothèse selon laquelle la mise en 

place de ce cycle futile a pu potentialiser l'effet anti-lipolytique de l'insuline et à exacerber 

l'effet lipolytique de la norépinéphrine (Figure 6). Cette hypothèse est en parfait accord 

avec les résultats d'une étude montrant que les agonistes PPAR-y augmentent chez le rat 

l'effet anti-lipolytique de l'insuline tout en augmentant la capacité nette du tissu adipeux de 

libérer des AGL lors du jeûne (Oakes et al, 2001). L'amélioration rapide de la signalisation 

de l'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 été 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, l'utilisation de différents modèles favorisant l'un ou 

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

La lipolyse est affectée de diverses manières par l'agonisme de PPARv/. (A) En condition basale, la 
rosiglitazone augmente l'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 adipocytes. Cet effet favorise l'activité d'un cycle futile dans 
lequel les acides gras (AG) sont rapidement ré-estérifïés suite à 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 à la 
norépinéphrine. Cet effet augmente la libération d'acides gras libres (AGL) par les adipocytes. (C) D'un autre 
côté, l'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 l'incubation avec l'insuline. La potentialisation de la 
signalisation de l'insuline par la rosiglitazone pourrait aussi contribuer à réduire la libération des AGL lors de 
l'incubation avec l'insuline. 
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Lorsque rassemblés, ces résultats montrent que l'agonisme de PPAR-y augmente la 

flexibilité métabolique du tissu adipeux en lui permettant de libérer plus d'AGL en période 

de jeûne et moins d'AGL en période d'abondance. Le meilleur contrôle de la libération des 

AGL par le tissu adipeux représente un mécanisme probable par lequel l'agonisme de 

PPAR-y contribue à l'amélioration de la sensibilité à l'insuline. D'autres études sont 

cependant requises afin de mieux comprendre les mécanismes par lesquels l'agonisme de 

PPAR-y affecte la lipolyse. Par exemple, il sera intéressant d'évaluer in vivo dans quelle 

mesure les modulations de l'activité adrénergique et thyroïdienne observées lors de 

l'utilisation de ces agonistes (Thurlby et ah, 1987; Sell et ah, 2004; Festuccia et al., 

observations non publiées) affectent la lipolyse du tissu adipeux et les niveaux d'AGL en 

circulation. 

Perspectives de recherche 

Les dépôts adipeux sous-cutanés et viscéraux sont reconnus pour partager 

d'importants traits communs quant à leur fonction et à 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 à l'insuline systémique. Les travaux décrits dans cette thèse 

montrent que les tissus adipeux isolés de différents sites anatomiques répondent de façon 

variée à l'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 l'estérification, du stockage et de 

l'oxydation des AG dans les tissus adipeux se sont révélées être importantes dans 

l'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 l'amélioration de la lipémie. Par exemple, il serait intéressant 

d'évaluer le rôle de l'adiponectine dans ces effets des agonistes PPAR-y. L'observation 

d'un étroit parallèle entre la surexpression de l'adiponectine et le traitement avec les 

agonistes PPAR-y laisse présager que l'activation de la LPL, la réduction de la 



296 

triglycéridémie et la redistribution du tissu adipeux induites par la stimulation de PPAR-y, 

puissent être causées en partie par l'augmentation des niveaux circulants d'adiponectine 

(Combs et al, 2004). Le traitement de souris déficientes en adiponectine avec l'agoniste 

COOH nous permettrait de vérifier cette hypothèse. 

Dans un autre ordre d'idées, il serait intéressant d'évaluer dans quelle mesure la 

stimulation de la biogenèse des mitochondries induite par l'agonisme de PPAR-y influence 

le métabolisme des substrats énergétiques dans le tissu adipeux. La mesure de la 

consommation d'oxygène par des adipocytes isolés à partir de tissus d'animaux contrôles 

ou traités au COOH, incubés en présence d'une dose croissante d'un agoniste pV 

adrénergique ou d'insuline, pourrait nous permettre de vérifier la fonctionnalité de ces 

cellules. Ces résultats, associés aux mesures in vivo de l'activité sympathique et 

thyroïdienne dans les tissus adipeux, pourraient nous permettre de mieux saisir l'impact de 

l'augmentation du potentiel oxydatif du tissu adipeux sur la redistribution des graisses et 

sur l'homéostasie énergétique. 

Finalement, bien que les travaux présentés dans cette thèse montrent que l'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 à la base de ces effets ne sont pas connus. Plusieurs mécanismes 

pourraient être 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 l'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 l'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 l'activité de ce 

récepteur. L'identification de tels mécanismes moléculaires menant à l'activation 

différentielle de PPAR-y sera utile afin de développer des modulateurs sélectifs de PPAR-y 

(sPPARm, sélective PPAR modulator) ayant le pouvoir de potentiahser les effets positifs et 
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de réduire les effets secondaires liés à l'agonisme de PPAR-y. Au-delà 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 l'homéostasie 

métabolique. 

Conclusion 

Les travaux décrits dans le présent ouvrage ont permis de mettre en lumière la 

spécificité d'action des agonistes PPAR-y sur le métabolime des différentes masses 

adipeuses. Les études décrites dans cette thèse ont permis d'identifier plusieurs 

déterminants du métabolisme des lipides impliqués dans la redistribution du tissu adipeux 

lors de l'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 l'agonisme de 

PPAR-y sont intimement liées à l'amélioration de la triglycéridémie et des AGL circulants. 

Nous avons remarqué que l'augmentation de l'hydrolyse des TG liée à l'augmentation de 

l'activité de la LPL dans le tissu adipeux est très importante, mais non essentielle, à l'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 

modifications du métabolisme de ce tissu menant à l'augmentation de la rétention des 

lipides pourraient expliquer en partie pourquoi ces agonistes sont plus efficaces à réduire la 

lipémie chez les rongeurs que chez les humains. Finalement, l'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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