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RESUME :

Les personnes en surcharge pondérale semblentgoréige alimentation riche en graisse.
Face a I'épidémie d'obésité qui touche nos Soctéatiisurbaines que rurales, élucider les
mécanismes de la détection des lipides devientnjguemajeur. Il avait précédemment été
admis que la glycoprotéine CD36, exprimée danspkgslles caliciformes de souris, est
impliquée dans la perception oro-gustative degldipialimentaires. Dans ce travail, nous
démontrons que l'acide linoléique (LA) en activie® phospholipases,AsPLA,, cPLA; et
iIPLA; via CD36, produit de l'acide arachidonique (AA) etylso-phosphatidylcholine (lyso-
PC). L’acide linoléique (LA) déclenche un influxlcgue dans les cellules CD36-positives,
et induit la production du facteur CIE4Icium Influx Factoy. CIF, AA et lyso-PC exercent
différentes actions sur l'ouverture des canaux §StGred Operated Calcium Chanpel
constitués de protéines Orai et contrdlés par STIBMMIM1 est un senseur calcique situé sur
la membrane du réticulum endoplasmique activé gaképlétion du calcium intracellulaire.
Nous avons utilisé la technologigRNA et des modéles de souris transgéniques, pontraro
gue CIF et lyso-PC activent des canaux calciquesodimériqgues composés de protéines
Orail, tandis qu’AA active des canaux hétéro-pegtaques composés d'Orail et Orai3.
Nous avons aussi observé que STIM1 régule la ptmoude CIF dans les cellules stimulées
par la thapsigargine et I'acide linoléique ; maiss l'ouverture de deux types de canaux
calciques.

Par ailleurs, les souris au phénotype Stinperdent la préférence spontanée pour les
lipides, observée chez les animaux sauvages. lleseseCD36-positive de souris Stiffibnt
aussi échoué a libérer la sérotonine dans I'env@orent extracellulaire.

Nos résultats suggerent que des acides gras adargune induisent la signalisation
calcique régie par STIMYia CD36. La perception oro-gustative des lipides alitaires

détermine la préférence spontanée pour les limilesrvée chez les mammiferes.

Mots clés Acide linoléigue-CD36-PLA2-Stim1-Orail/3-Préféoengustative lipidique
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ABSTRACT:

The lipid-binding glycoprotein CD36, expressed kbycumvallate papillae (CVP) of the
mouse tongue, has been shown to be implicatedohgastatory perception of dietary lipids.
We shown that linoleic acid (LA) by activating sPRACPLA2 and iPLA2via CD36,
produced arachidonic acid (AA) and lyso-phosphétiggline (Lyso-PC) which triggered
Ca2+ influx in CD36-positive taste bud cells (TB@yrified from mouse CVP. LA induced
the production of Ca2+ influx factor (CIF). CIF, Asad Lyso-PC exerted different actions on
the opening of store-operated Ca2+ (SOC) chanroasstituted of Orai proteins and
regulated by STIM1, a sensor of Ca2+ depletionh@ ¢ndoplasmic reticulum. We used
siRNA technology and transgenic mice models ancmesl that CIF and Lyso-PC opened
Orail channels whereas AA-opened Ca2+ channels emposed of Orail/Orai3. STIM1
was found to regulate LA-induced CIF production asmkning of both kinds of Ca2+
channels. Furthermore, Stiml—/— mice lost the spwdus preference for fat, observed in
wild-type animals. The CD36-positive TBC from Sttt mice also failed to release
serotonin into extracellular environment. Our réeswduggest that fatty acid-induced Ca2+
signaling, regulated by STIMiia CD36, might be implicated in oro-gustatory percapof
dietary lipids and the spontaneous preferenceator f

Key words Linoleic acid-CD36-PLA2-SOC-Stim1-Orail/3-Oro-gatry lipid preference.
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INTRODUCTION
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Introduction générale



Vous est-il arrivé de vous demander pourquoi Idargs préferent manger des pommes de
terre frites plutdét que des pommes de terre besilh Ou pourquoi les adultes attendent
impatiemment la coupure du gateau lors d'un marlag@ réponse n’'est pas aussi simple
gu’elle en a I'air. Mais une chose est certainemkgorité des personnes aime manger des
aliments plus ou moins gras.

De la méme maniere, nous apprécions favorablenssrdliments sucrés, et nous mangeons
rarement des aliments sans sel. Par contre nouécamps trés peu les aliments acides et les
aliments amers. En effet, les systemes sensor@s fournissent une représentation du
monde extérieur avec des produits chimiques (l¢ gbiblfaction) et des matiéres physiques
(le toucher, I'audition, la vision et la températurLe sens du go(t lui, informe l'organisme
sur la nature et les propriétés des aliments ébutes substances introduites dans la bouche.
La langue en est I'organe récepteur principal. logitgsucré permet lidentification de
nutriments riches en énergie, le golt salé assutmn equilibre électrolytique alimentaire, et
les golts acide et amer préviennent de la consommate produits chimiques
potentiellement toxiques. A ces modalités gustatigajoutent’lUmami, qui signifie
délicieux en japonais. C’est le godt du glutamdézouvert par le Japonais Kikunae Ikeda au
début des années 1900 graceKaunby une algue marine largement utilisée dans la roiisi

japonaise.

Il existe cing modalités, ou saveurs gustativesstioe nous mangeons des aliments riches en
gras, tel gu'un gateau crémeux, ils ont un godicidix, et nous pouvons étre certains de
reconnaitre ce golt. Cependant, ce golt délicieest mi sucré, ni salé, nimamj et

certainement pas acide ou amer. Il est donc péeicu

Durant des siecles, les hommes se sont alimenté@sapoir de I'énergie et pour la survie de
leur espéce. Nous vivons dans une époque d’aboedsdineentaire, particulierement dans les
pays développés. Cette abondance est associéeraignissement énergétique des aliments
et conduit malheureusement a 'apparition de makadnétaboliques appelées maladies de

pléthore, telles que I'obésite, le diabete de tyeet les pathologies cardiovasculaires.

L’'obésité augmente de maniere considérable, pdemdte des proportions épidémiques.

D’aprés le rapporGlobal strategy on diet, physical activity and hbadle I'Organisation
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Mondiale de la Santé (OMS) en 2003, plus d’'un amtlid’individus sur la planéte souffrent

de surpoids, dont 300 millions sont cliniquemergsss.

Malheureusement, 'augmentation de la consommatialiments riches en acides gras et en
sucres combinée a la baisse d'activités physigaespciée a une société de plus en plus
sédentaire, ont conduit a une multiplication paistrde l'incidence de I'obésité, depuis le
début des années 1980. Les facteurs qui favorisdmdtsité sont des facteurs socioculturels,
génétiques ou physiologiques. Le développemenbbédité est sans doute di a la recherche

du godt délicieux des aliments gras.

Pour qu’'une modalité du goQt soit percue, il fautuige molécule sapide soit reconnue par un
récepteur du goQt. Les récepteurs du godt soréssad’orifice d’'un regroupement de cellules
gustatives qui forment un bourgeon du goGt (Figur€es bourgeons du golt sont localisés
dans les papilles gustatives, qui sont forméesdear replis I'épithélium lingual. Il existe

guatre types de papilles gustatives, les caliciemmles foliées, les fongiformes et les

filiformes.

The tongus is covered with 2

_ _  ——F B
bumps called papillae. r

|
|
* -
:’:'-—-_ Each papilla contains
T multiple taste buds.

Taste buds are filled with \
gustatory cells - the cells that S |

do the tasting. The tip of each T - | |
gustatary cell protrudes through a —

pore on the surface of the tongue. | ek e
Nerves carry sig nals}__ — e A

fram the gustatary
cells o the brain.

e v #——a%——| The tip of each gustatory cell is
i & - = . " covered with an assoriment of
3 = . wd— | bitter taste receptors, which
=, o 2 B can detect a wide variety of
i -— v compounds, Stimulation of any
= ul = * . of these receptors sends a signal

to the brain: bitter!

Figure 1: Schéma explicatif du systéme de la percépn du go(t.
D’apres Chandrashekat al. (2006)
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Les récepteurs du godt sont actives par leurs mubset transmettent des informations au
cerveawia le noyau du tractus solitaire (NST). Ceci déclengh comportement alimentaire
(Khan et Besnard, 2009).

En ce qui concerne le comportement alimentaire rdegeurs préférent spontanément les
aliments enrichis en lipides dans une situatiom@aeble choix (Hamilton1964). Les souris
peuvent reconnaitre des solutions gustatives dansaVité buccale, sans que ne soient
associés des signaux olfactifs ou une textured®ait al., 2009). La section du nerf gustatif
altére la détection des acides gras et / ou |&enenéce chez les rats et les souris (Stratébrd
al., 2006 ; Gaillardet al, 2008). Un tel comportement doit aussi existeezcthomme
(Mattes, 2009).

Pour que nous appréciions les aliments grasuil féen qu’il y ait une raison. Il s’agirait
d’'une attraction spontanée. Les humains peuvegepeir une information orosensorielle sur
les acides gras alimentaires, méme lorsque I'odia&tst minimisée en utilisant un pince-nez
ou en masquant la texture spécifique des acides (@hale-Ruskt al, 2007). De plus, les
patients obeses ont une plus grande préférencelgmatiments gras que les sujets maigres
(Stewardet al, 2010 ; Drewnowskiet al, 1985 ; Melaet al, 1988). Des travaux ont
récemment montré que tant au niveau oral qu'auanivgastro-intestinal, la sensibilité a
I'acide linoléique est compromise chez les perssmi@ses (Stewardt al, 2011).

Pour s’aligner sur le schéma de la perception dées modalités du godt, une protéine
candidate s’est imposée dans la détection dessagids alimentaires. En effet, Fukuwatri
al., (1997) et Laugerettet al.,(2005) ont rapporté que le CD36, une protéinéxa@ion des
lipides ayant un rble de récepteur, serait exprinpgeférentiellement dans les papilles
caliciformes de rat et de souris caliciformes fagi Laugeretteet al., (2005) ont fourni la
premiere preuve que les cellules CD36-positivespdgilles caliciformes joueraient un réle
important dans la perception des lipides alimeesathez la souris. Ainsi, I'inactivation du
gene CD36 abolit totalement la préférence spontgoée les acides gras a longue chaine
observée chez les souris. Cet effet est spécifayuelipides, puisque la préférence pour le
sucré et l'aversion pour lI'amertume dans les clastn@ont pas été modifiées chez les souris
CD36-KO. Ces observations sur I'implication de 6@ans la perception du golt des lipides
sont semblables a celles de Sclafahial. (2007). La preuve expérimentale du réle de la
protéine CD36 dans la perception des acides gramrmaires a été apportée récemment
(Pepino et al, 2012).
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Nous avons effectué nos expériences sur des celistatives CD36-positives, purifiés a
partir de papilles caliciformes de souris, et détréque I'acide linoléique (LA), un acide gras
a longue chaine (AGLC), induit une augmentationcdkeium intracellulaire en se liant a
CD36 (Gaillardet al, 2008). La signalisation induite par l'activatioe CD36 par I'acide
linoléique, un acide gras a longue chaine a étdié&uEl-Yassimiet al, 2008). Cependant,
les mécanismes d'action de cet acide gras surefture de canaux calciques restent peu
étudiés.

Il est possible que l'activation de cellules guetst CD36-positives soit associée a la
libération de messagers lipidiques comme l'acigeradonique (AA), qui participent a des
mécanismes de signalisation en aval. Il a été démaue l'acide arachidonique module
l'activation des canaux ‘Kdans les cellules isolées de bourgeons du goiltgi@onet al,
1997) et affecte les réponses nerveuses gustaiwesstimuli du golt (Schiffmaet al,
1995). L'acide arachidonique est connu pour étirecpgralement libéré suite a I’hydrolyse des
phospholipides membranaires sous l'action de Isgitmipase A (PLA,). Sur la base des
propriétés structurales et fonctionnelles, ces mezsyPLA peuvent jouer un réle clé dans le
processus moléculaire de signalisation du golUtedéble dans les cellules CD36-positives de
souris, par I'acide linoléique.

En ce qui concerne la signalisation calcique, reaxons d’ores et déja que I'augmentation
du calcium intracellulaire se faitia les canaux calciques SOGtdred operated calcium
channel3 en réponse a une déplétion des réserves dermalciu

Compte tenu de toutes ces données scientifiquags awons jugé utile d'entreprendre la
présente étude afin de caractériser les différeisieformes de PLA et de montrer leur
implication, ainsi que celle de leurs produits coenl’acide arachidonique libre et les lyso-
phospholipides dans la signalisation calcique dbess cellules CD36-positives. Cette
signalisation calcique a fait I'objet d’études agfpndies, surtout en ce qui concerne les
canaux et autres éléments impliqués.

Ce travail est divisé en trois parties. La premfgagie est consacrée au contexte scientifique
et a I'état des connaissances. Un chapitre 2 posier I'étude des phospholipases &prés
avoir caractérisé les acides gras et montré laeptpcils ont prise dans le comportement
alimentaire dans un premier chapitre. Le dernia@pihe présentera, les modalités du godt en
général et de facon plus particuliere la percepfiastative des aliments gras.

Dans la deuxiéme partie, nous exposons nos tragawus, la forme d’apports personnels. Ces

contributions personnelles permettront d’'une petmontrer le role prépondérant des RPLA
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dans la signalisation des cellules gustatives Cp6tives et d’autre part, d’approffondir la
connaissance des mécanismes calciques qui orgtdieaurs de cette signalisation.

Enfin, dans la troisieme partie, nous proposonsdiseission générale des travaux effectués,
qui vise non seulement a prouver I'existence d’'oatglu gras, mais surtout a renforcer les

connaissances actuelles sur cette nouvelle modialigot.
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Chapitre 1 : Les acides gras alimentaires

1. Introduction

Pour son bon fonctionnement, I'organisme a un Imegsoi nutriments tels que les lipides
alimentaires. Prés de la moitié du cerveau humstic@nstitué de lipides. Généralement, les
aliments riches en lipides sont délicieux, doncs t@ppréciés. L'augmentation de la
consommation d’aliments riches en acides gras etueres combinée a la baisse d’activités
physiques, a conduit & une multiplication par tfoigidence de I'obésité, depuis le début des
années 1980. Les lipides sont riches en caloriédp®alories par gramme. lls ont donc un
réle de carburant pour répondre aux besoins éngugst de notre organisme. Lors d’'une
consommation excessive d’aliments riches en lipidgs n’est pas suivie de la dépense
énergétique concomitante, les lipides sont accwnul@ns notre organisme. Cette
accumulation, qui peut étre sous-cutanée ou abddenest responsable dans de nombreux
cas de dysfonctionnements métaboliques. Ces dygfonements, qui sont d'ordre
obésitaire, diabétique ou cardiovasculaire ont&géoupés en tant que maladies de pléthore.
En dehors du r6le énergétique des lipides, ils @eutransporter les vitamines liposolubles
(A, D, E et K), constituants de la membrane ceiltaleou participer a la synthése de certaines
substances telles que les hormones.

L’apparition des incidences liées a la prise imgate d’aliments riches en lipides, nécessite
la réduction des apports et le rééquilibrage debddance énergétique. Pour qu’une
alimentation soit équilibrée, I'apport calorigue otjdien, sous forme de lipides, doit
représenter 30 % de I'apport total.

Dans le cadre d’'une réduction calorique des alimmgohes en lipides, il est indispensable de
veiller a consommer une certaine catégorie dedmides acides gras essentiels. Ces acides
gras sont indispensables au bon fonctionnemeribdghisme qui ne peut les fabriquer, d’ou
la nécessité qu’ils soient apportés par I'alimeatat

La trop grande consommation d’aliments gras esem@® un phénomene déterminant du
comportement alimentaire. De nombreux facteursosotturels et méme génétiques peuvent
expliquer la préférence que les mammiferes en gérant pour les aliments riches en acides
gras.

Dans ce chapitre, nous passerons en revue lesdé@astgues des acides gras alimentaires.
Nous évoquerons leurs fonctions, leur role dansgéinisme et nous finirons, par les

déterminants de la préférence alimentaire lipidique
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2. Les lipides alimentaires

Selon la classification de Hennen (1995), les épidont classés en six groupes, les
triglycérides, les glycéro-phospholipides, les sgbtlipides, les terpénoides, les stérols et
stéroides et enfin, les acides gras. Les acides ggnat des acides carboxyliques a chaine
aliphatique hydrophobe, saturés ou non. Les acgtas sont constitués d’'une chaine
hydrocarbonée de longueur variable et d'un group¢marboxylique a une des extrémités.
La formation des phospholipides et des triglycéridst rendue possible grace a la fonction
carboxyle qui permet une liaison ester entre l'agidas et les groupements hydroxyles du
glycérol, squelette de base des triglycérides e$ ghospholipides. La chaine
hydrocarbonée des acides gras peut contenir unelugieurs doubles liaisons, les
insaturations.

La nomenclature des acides gras est définie pemigueur de la chaine carbonée, le
nombre d’atomes de carbone et le nombre de dolihissns (insaturations). La famille est
identifiée par le sigle- ou w- suivi d’'un chiffre indiquant la position de la pr&re double
liaison par rapport a I'extrémité méthyle (-CH3) ldechaine de carbone. Il existe quatre
familles d’acides gras insaturés : la famill®, n-7, n-6, n-3. Ces acides gras peuvent étre
synthétisés par la cellule a partir de leurs pigsuns, ou apportés par I'alimentation sous
forme estérifiée.

Les acides gras alimentaires sont issus de tougdees du monde vivant et permettent

aux cellules animales d’obtenir I'énergie nécesspaur leur survie.
3. Biosynthese des acides gras polyinsaturés (AGPI)

La régulation de la biosynthése des acides gréatggar un double systeme enzymatique qui
fabrique continuellement les AGR13, n-6 etn-9. Ces deux enzymes sont les élongases et les
désaturases.

Il existe deux grandes familles d’acides gras ahitaiees, la famille des acides gna$ et
celle desn-3 (Figurel). Les acides gras polyinsaturés (AGleI)Ja famille desr-6 présents
dans la viande et dans les huiles végétales et ssohétisés a partir de leur précurseur,
I'acide linoléique (18:2n-6). L'acide arachidoniq(@20:4n-6) est le membre le plus actif de
cette famille ; il permet la biosynthése et 'aation des eicosanoides (prostaglandines,
thromboxanes, leucotrienes et lipoxines). Les A@PIla famillen-3 quant a eux, sont
contenus dans le poisson et les algues mariness lreembres les plus importants sont
I'acide docosahexaenoique (DHA; C22:6n-3) et I'acalcosa-penta-énoique (EPA; C20:5n-
3). Le DHA est un composant de la membrane phogptigue de la plupart des cellules,
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particulierement dans la rétine, le cerveau etslgsrmatozoides. L'EPA intervient dans
'action de différents métabolites dans la voie lde cyclo-oxygénase et celle de la
lipoxygenase. Les AGPI des deux familles sont tsdtigés en plusieurs étapes, qui

impliquent des désaturases et des élongases (E)gure

LINOLEIC ACID a-LINOLENIC ACID
(18:2 n-6) (18:3 n-3)
aﬁl msi
¥-LINOLENIC ACID 18:4 n-3
(18:3 n-6)
elongase elonguscl
JDIHOMO-y-LINOLENIC ACID 20:4 n-3
(20:3 n-6)
AS 1 asl
ARACHIDONIC ACID EICOSAPENTAENOIC ACID
(20:4 n-6) (20:5 n-3)
elongase elongase
22:4 n-6 22:5 n-3
ad N MlT
22:5n-6 DOCOSAHEXAENOIC ACID
22:60.3

Figure 2: Les deux grandes familles d’acides grasofyinsaturés alimentaires.Les n-6 et n-3 ont pour
précurseurs respectifs I'acide linoléique et I'acid linoléique. Deux types d’enzymes interviennemsiées
synthéses, les élongases et les désaturadesdt A6). Adapté devww.clinsci.org

Les élongases augmentent la longueur de la chemalésaturases augmentent le nombre
d’'insaturations. Les désaturases agissent dangéggens spécifigues des acides gras de
maniére aléatoire d’'un acide gras a l'autre. Ise&xdonc une compétition de substrat vis-a-vis
de ces enzymes. Il existe cing désaturasesA®sA6, A5, communes aux animaux et
veégetaux et leal2, A15 spécifigues aux végétaux. L&%2, A15 sont impliquées dans la
synthése de l'acide linoléique, précurseur des AG®Illa famillen-6 et de l'acidea-
linolénique, précurseur des AGPI de la famill8. La compétition de substrat dans les voies
de désaturation et d’élongation impose un équilibt@pport de précurseurs. L’age de
'organisme et la qualité alimentaire déterminenpbtentiel enzymatique. Pour un acide gras
plus insaturé, une configuration spatiale complest imposée a la molécule. Les
phospholipides membranaires s’empilent et augmefddhuidité membranaire.
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4. Aliments et AGPI

4.1. Sources alimentaires des AGPI
Les lipides alimentaires sont présents dans dipevduits d’origine animale, les produits
laitiers entiers ou partiellement écrémeés (bewm&me, fromage...), dans les viandes (boeuf,
agneau, porc...), la charcuterie, et certains posgsaumon, thon, anguille, anchois...). Les
produits d’origine végétale contenant des lipidemtsles oléagineux (amandes, noix,
arachides...) mais aussi certains fruits ou légunmesnte I'avocat sont riches en lipides.
L’huile, qu’elle soit végétale ou animale, est ddnse entierement de lipides. De nombreux
produits industrialisés, biscuits, gateaux, comigse viennoiseries, fritures, hamburgers,
pizzas et plats préparés en général, sont tiéssien lipides.
En ce qui concerne les deux principales famillexcides gras alimentaires;6 etn-3, les
AGPI de la famille n-6 proviennent essentiellement des huiles végétatesnimales
(Tableaul). Les huiles de mais, noix, tournesoktiennent 50 a 70 % d’acide linoléique
(C18:2n-6). Quant a l'acide-linolénique (C18:3n-3) il est contenu essentieeindans les
huiles de soja, de colza et de noix. L'aciddinolénique peut étre formé dans les
chloroplastes de phytoplancton. Lorsqu’il est coms@ par les poissons, il transforme par
une série de réactions de désaturation et d’élmmgéacide a-linolénique en EPA puis en
DHA. Les AGPI de la famillen-3 sont alors extraits principalement des huilegpdisson
(Tableau 2).
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Acide
linoléique

(n-6)

Tableau 1 : Teneurs (mg/100g) en acide linoléique e-linolénique des principales huiles végétales et sle
graisses animales.

Sources alimentaires DHA (22:6 n-3)

Saumon

Crevette

Huile de foie de morue

Tableau 2: Proportion (g/100 g) en EPA (20:5 n-3)t®HA (22:6 n-3) de certains aliments d’origine
marine. Adapté de Martin (2001
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4.2.Notion d’acides gras essentiels

Chez I'hnomme, les acides gras poly-insaturés aderchaine peuvent étre apportés par
'alimentation, sous forme estérifiée dans les Iyagrides ou les phospholipides, ou
synthétisés, par élongation et désaturation sueessa partir des deux précurseurs, I'acide
linoléique pour la famillen-6 et I'acidea-linolénique pour la famillen-3. Ces deux acides
gras sont donc essentiels pour la santé.

Depuis quelques années, le terme « Oméga 3 »@gstriant repris par les industriels. Les
« Omégas 3 » seraient tres bénéfiques d’un poimtideardiovasculaire.

Les acides gras saturés, sont qualifies de mawsvagsasses. lls ne s’oxydent pas au
contact de l'air ou de la lumiére, mais lorsqu’'dent excessivement consommes, ils
augmentent le taux de transporteur de cholestéddl (Low Density Lipoproteintraité de
mauvais cholestérol. De part leur faible dend@s, LDL se déposent dans les arteres et
peuvent favoriser I'athérosclérose et provoquer a@esdents cardio-vasculaires. lls sont
présents dans la viande, la charcuterie, les piothiiiers gras et le jaune d’ceuf.

Les acides gras mono-insaturés lorsqu’ils sont@mnses, peuvent abaisser le taux de LDL
dans le sang, sans affecter le taux de HHBIglf Density Lipoprotei)) qui récuperent le
cholestérol en exces dans les tissus et le ram&rente foie, ou il est « recyclé » en acides
biliaires. L’huile d’olive, d’arachide et de colea sont riches.

Quant aux acides gras polyinsatun@s3 (etn-6), ils réduisent le taux de LDL, mais aussi de
HDL. Leur tres forte consommation n’est donc pasésiéfique. Les huiles végétales comme
I'huile de tournesol, de mais, de pépin de raisirle soja mais aussi les poissons gras en sont
riches.

La consommation d’'un tel acide gras ou un autré¢ diiant « bénéfique » est donc a
relativiser. La seule information certaine est go&re organisme a besoin de ces acides gras
(n-3 etn-6), mais de la en consommer sans limite n'estfagment bénéfique, et il faut
faire le tri.

Les lipides doivent représenter 30% a 35% de l'dpgmergétique total de la ration
journaliére, les protéines 10% a 14% et les glecii@do a 55%. Les apports nutritionnels
conseillés (ANC) ont été fixées suite a des étégpedemiologiques et des enquétes. lIs visent
a equilibrer la balance énergétique. Il est recomtéayue le rapport en AGPI de précurseurs
n-6/n-3 tende vers 5, pour limiter la compétition enziimee pendant la biosynthése.
L’apport quotidien en AGPI de la familte3 doit étre de 0,5g dont 0,1 g de DHA.
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Homme adulte Femme adulte Femme enceinte Zﬁ;;tgie séniors
Apport énergétique total (Kcallj) 2200 1800 2050 2250 1700

alj %AET*  glj %AET | g %AET  gfj %AET  glj %AET
Acides gras saturés 195 8 16 8 18 8 20 8 15 8
Acides gras monoinsaturés 49 20 40 20 45,5 20 50 20 38 20

Acide linoléique (C18 :2 n-6) 10 4 8 4 10 4.4 11 4.4 7,5 4.4

G Acide linoléique (C18:3n-3) 2 0.8 1,6 0,8 2 0.9 2,2 0.9 1,5 0,9
P AGPI-LC 05 02 0,4 0,2 1 0,4 1 0,4 0,4 0,4
I DHA 0,12 1 0,05 0,1 0,05 025 |01 0,25 0,1 0,1 0,1
Apport lipidique total 81 33 66 33 76,5 33,7 84,2 33,7 62,5 33,7

Tableau 3: Synthése des apports nutritionnels conidiés en acides gras selon les sujets. *AET= apport

énergétique total.Adapté de Martin (2001).

4.3.Fonctions des acides gras alimentaires
S'’il existe des acides gras essentiels pour I'deyae, les acides gras doivent jouer en général

un réle trés important. En effet, en dehors du iridentournable dans I'apport énergétique,
les acides gras sont impliqués dans la structusgealisation cellulaires, et dans I'expression

génique. Nous décrivons brievement ci-dessous gaslfpnctions des AGPI.

4.3.1. Role de lipides de constitution
Les membranes cellulaires sont constituées d’unbldaouche phospholipidique. Les AGPI

essentiels, LA (C18 :2-6), AA (C20:4n-6), DHA (C22 :6n-3), et les acides gras mono
insaturés, OLA (C18 :h-9), en sont les constituants fondamentaux. Lesaagdas insaturés
permettent la fluidité membranaire et régulenttlia® des protéines, enzymes, récepteurs,
transporteurs, canaux, de la membrane plasmiqeadides gras saturés, en association avec
le cholestérol dans les cellules animales ou Iésngplipides dans les cellules végétales,
favorisent la formation de zones rigides telles tpseradeaux lipidiquedigids rafty et les

calvéoles, qui régulent I'activité des protéinesmheanaires.

1% Partie : Contexte scientifique et état des connaisssances



Chapitre 1 : Les acides gras alimentaires

Daprés Ottenet al, (1997), le régime alimentaire détermine la dstion des
phospholipides membranaires. En effet, lorsqueptespholipdes sont saturés, la membrane
cellulaire est rigide, et lorsque le taux de chidled est élevé, la fluidité de la membrane

diminue pareillement.

4.3.2. Role énergétique
Le réle énergétique des acides gras a déja étéréndrdus les acides gras sont une bonne

source d’énergie, car les liaisons qu’ils posseddig@rent de I'énergie cellulaire lorsqu’elles
sont rompues par action enzymatique. 1 gramme pidef fournit 9 kilocalories a
l'organisme. Une grande partie de I'énergie fourest stockée sous forme de réserves

disponibles.

4.3.3. Role régulateur de I'activité cellulaire
Certains acides gras polyinsaturés, les essenfielent un rbéle de précurseurs des

eicosanoides, prostaglandines, leucotrenes, thmoames et prostacyclines. L’acide
arachidonique est le principal précurseur des aimmsges. L'action de la phospholipasge A
sur un phospholipide membranaire libere un acidas get un lysophospholipide. La
transformation en produit actif est assurée paoxggénases. Les cycloxygénases forment les
prostanoides (prostaglandines, prostacyclinesreimthoxanes) et les lipoxygénases forment
les leucotrienes. Les produits de ces précurseams impliqués dans diverses fonctions
cellulaires telles que l'inflammation, la cicatties, la coagulation, ou les réponses
immunitaires.

Les acides gras polyinsaturés sont des régulatieuls transduction d’un stimulus cellulaire.
L’acide arachidonique peut agir comme second messagivateur de la PKC, régulatrice de
fonctions cellulaires (Nishizuka, 1988). Les AGL@upent réguler I'expression génique
(Niot et al, 1997). Des facteurs de transcription tels quBRAR Peroxisome Proliferator
Activated Receptr participent a la régulation de génes du métabwilipidique ou de Ig
oxydation dans le foie par les AGPI (Drewtral, 1993). Les récepteurs comme LXRver

X Receptorimpliqgué dans la lipogenése, ont pour antagosides AGPI qui bloquent son

activation de maniere compétitive.

4.3.4. Effets de la consommation des AGPI sur la santé

Bien que les AGPI de la famille3 et ceux de la famille-6 soient métabolisés par les méme
désaturases, ils n'ont pas le méme effet sur liuayae.
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4.3.4.1. Effets bénéfiques des AGPI de la famille n-3

L’acide docosahexaénoique (DHA) est un acide gi2& @aomes de carbone, comportant 6
doubles liaisons, dont la premiere se situe auanivdl 3eme atome de carbone a partir de
I'extrémité —CH3. Il appartient donc a la famille3 et est symbolisé 22n-3. Sa
consommation, ainsi sue les membres de la mémdldamrévient l'installation et la

progression de diverses pathologies

4.3.4.1.1Cardio-protecteur
Les acides gras de la familie3 sont favorables a la prévention de maladies cardi

vasculaires (Kromann et Green, 1980; Kromhout, 1.988rmi les actions cardio-protectrices,
il y a la prévention des arythmies, I'action angéigalante, la modulation de la croissance
cellulaire dans la paroi des arteres, 'amélioratatle 'hémodynamique vasculaire, et la
régulation de la pression artérielle.

Le cholestérol est un composant indispensable delliale qui participe a la structure
de la membrane plasmique des cellules. Le chotdstst aussi indispensable dans la
formation de la bile, de certaines hormones etidersl composés comme la vitamine D. la
différentiation du cholestérol se fait par rapparx lipoprotéines responsables de son
transport. On distingue les HDLHigh Density Lipoproteiy) qui part leur forte densité
accumulent et débarrassent les arteres des dépadgues ; les LDL ow Density
lipoprotein) et VLDL (very low density lipoprote)nrguant a eux, leur faible densité provoque
une accumulation des vésicules de cholestérolfetiaation des plaques d’athérosclérose.

Les acides gras de la famille3 diminuent les triglycérides plasmatiques (action
hypolipidémiante) et limitent la synthése de lipmipines de tres faible densité, VLDL mais
favorisent celle des lipoprotéines de haute densif#L. (Fumeronet al, 1991. Sanchez-
Muniz et al, 1999). A ces actions s’ajoutent des effets vitetadleurs exercés par ces acides
gras sur les endothéliums (De Cateenal, 2000).

4.3.4.1.2. Anticancéreux

DHA et 'EPA peuvent inhiber le développement detaies cancers. Les huiles de
poissons inhibent la croissance tumorale et laifpration des métastases de cancérogenese
mammaire (Carroll, 1992). L’'acidelinolénique (ALA) mais aussi de fagon moindre I&P
et le DHA, ont un effet inhibiteur de la croissamss tumeurs mammaires et des métastases.
Les effets anticancéreux des acides gras songli@ésrégulation des cellules tueuses ou a
I'effet apoptotique des AGPI (Redey al, 1992).
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4.3.4.1.3. Effets sur le systeme nerveux central
Le DHA est présent dans les cellules nerveusesystiérae nerveux central. Il serait

impliqué dans la capacité d’apprentissage et diitte chez les rats et les singes (Lauritzen
et al, 2001). Des anomalies du métabolisme des AGPIrifsat le développement de
certains troubles psychiatriques, la schizophréidmrobin, 1998), la dépression (Bruinsma
et Taren, 2000), et I'’hyperactivité infantile (Besset al, 2000). Ces anomalies peuvent étre
des modifications des propriétés memebranaires affgictent la neurotransmission. La
carence en AGPh-3 agit sur la libération de la dopamine et la sérioie (Chaloret al.,
2001).

4.3.4.1.4. AGPI n-3 et apoptose

L’AA, 'EPA, le DHA induisent de maniere spécifiqud'apoptose des cellules
tumorales (Calvielleet al, 1998). Cette action dépendrait de la capacité des aqydas a
produire des radicaux libres et de la peroxydalijpidique (Daset al, 1991). DHA et EPA
associés aux acides gras saturés tels que 'aaid@tigue (16:0), peuvent, a contrario avoir
un effet protecteur contre le processus d’apoptase les cellules normales (Calviedibal.,
1998). Le mécanisme d’action du DHA dans la régutadie I'apoptose est encore mal connu.
Toutefois, I'implication de I'activation de la gine Fas des cellules Jurkat-T a été montrée
(Zhouet al, 1998). Le déclenchement de I'apoptose nécdssitgsteme Fas/Fas Ligand dans
plusieurs types cellulaires. En présence de DFexplession de Fas et la sécrétion de son
ligand sont augmentées (Siddigial.,2001).

4.3.4.1.5. AGPI n-3 et acuité visuelle

Le DHA est tres accumulé dans la rétine. Une carelecDHA entraine des anomalies dans
I'électrorétinogramme et povoque la diminution telité visuelle chez le singe (Neuringer
et al, 1986). Le DHA serait essentiel pour le maintiegtt la différentiation des

photorécepteurs au cours du développement (Etait 2001).

4.3.4.1.6. Action des AGPIn-3 sur le systeme immunitaire

Les acides gras alimentaires-3 ont une variété d'effets anti-inflammatoires et
immunomodulateurs (Mori et Beilin, 2004). Ces effepourraient intervenir dans
I'athérosclérose et ses manifestations cliniquakest que l'infarctus du myocarde, la mort

subite, et les accidents vasculaires cérébrauxai@srtravaux sur I'obésité révelent qu’une
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inflammation chronique est la conséquence d’'unp gyaande accumulation d’énergie par

'organisme (Ye et Keller, 2010).

4.3.4.2 Effets controversés des AGPI de la familla-6

Les effets bénéfiques des AGII6 avaient été reconnus. Toutefois, certains travau
suggerent que leur consommation excessive poummagrser les effets bénéfiques et
provoquer des risques cardio-vasculaires (Rotheo€loster1990).

Dans le développement des tumeurs, en l'absencen-8edes acides gras-6, sont des
promoteurs de cancer du sein. Les acides mfas’exercent pas leur effet inhibiteur sur ce
cancer lorsque 'apport an6 est trop élevé. Les effets anti-tumoraux deseacgtas-3 sont
visibles lorsque les apports sont équivalents. Agides gra:-3 exerceraient une action

antagoniste sur une stimulation tumorale induitelgen-6.

5. Hydrolyse des lipides alimentaires

Les acides gras alimentaires doivent étre hydrelysd@ des lipases digestives durant le
processus d’absorption. Durant ce processus,dasds liberent les acides gras dans la cavité
buccale (Figure3) pour permettre leur interactioecales récepteurs du goat (Kawai et
Fushiki, 2003). Il a été observé chez le rat (Hdm&tsScrow, 1973, a, b) puis chez I'homme
et la souris (Hamosh et Burns, 1977 ; DeNigris,898e la lipase linguale est secrétée par
les glandes de Von Ebner dans la cavité buccaleadgueuse gastrique libére elle aussi une
lipase gastrique, d’'une séquence identique a dellla lipase linguale, (Barrowman, 1970).
La lipase gastrique dont l'activité ne représenie §j0 % a 30 % de l'activité lipasique chez
’Homme, permet la digestion des triacylglycéridétamosh et Burns, 1977Hamosh et
Scrow, 1973, a). Il existe une lipase pancréatinge active (Royet al, 1979). Toutes les
lipases ont une action corrélée pour permettreétaation des produits issus de la lipolyse et

pour permettre leur digestion.
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Linides alimentaires

Salive —

Fente de la papille
caliciforme

Bourgeons du golt .
Lipase linguale ——

Glandes de Von Ebner =

Figure 3: Localisation des glandes salivairedl existe un grand nombre de plus petites glandégaires dans
la langue, les joues, les leévres et le palais, certen glandes de von Ebner, a l'arriére. lllustrafdaptée de
Naim Khan.

6. Digestion des AGLC

La digestion et I'absorption des lipides est uncpssus rendu complexe par le caractere
hydrophobe des triglycérides. La digestion des AGb@prend la digestion intraluminale, le
captage des produits de digestion a travers la merabentérocytaire, la re-synthése des
lipides au sein de I'entérocyte, 'assemblage etlerétion des chylomicrons dans le systéme
lymphatique puis dans la circulation sanguine.

Dans l'estomac, les lipides sont dispersés parshges mécanique, et des gouttelettes
lipidiques de 0,7um de diamétre sont formées. Les triglycérides bgdtolysés partiellement

en sn-1,2-diacylglycérol et en acides gras libaasdalipase gastrique (Moreatial, 1988).

Dans l'intestin proximal, les acides gras contedass le chyme gastrique stimulent les
sécrétions biliaires et pancréatiqguesm l'action de la CCK. Les sels biliaires et les
phospholipides solubilisent les triglycérides et froduits d’hydrolyse pré-duodénale pour
favoriser les réactions lipolytiques. La lipase @aatique issue du pancréas exocrine achéve
'hydrolyse qui stimulée par la CCK. La CCK catay®n présence d'une colipase,
I'hydrolyse des triglycérides en positiam1 etsn3 et liberent deux acides gras et un 2-
monoglycéride. La solubilisation micellaire est w@ape indispensable dans I'absorption des
lipides. Elle facilite le transport des lipides dda phase aqueuse intraluminale et au travers
de la couche d’eau non agitée jusqu’a la membrpitale des entérocytes.
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7. AGLC et comportement alimentaire

L’activation des récepteurs du golt entraine lagmaission de l'information au cerveau via le
noyau du tractus solitaire puis par la suite, @esétions intestinales (Khan et Besnard, 2009).
Chez les rongeurs, il existe une attraction sp@stagmour les aliments enrichis en lipides
(Hamilton, 1964). Les souris, peuvent reconnaitre acides gras alimentaires sans texture ni
odeur (Saitou al. ; 2009). La section du nerf gustatif chez la soannule toute détection ou
préférence (Stratforét al, 2006; Gaillard et al, 2008). Des comportements similaires
existent chez I'homme (Mattes, 2009). En effet, zclhes humains, lorsqu’on minimise
I'olfaction en bouchant le nez ou lorsqu’on modifgetexture, les acides gras alimentaires

possédent toujours une saveur (Chale-Rast, 2007).

7.3. Généralités sur le comportement alimentaire

Le comportement alimentaire peut étre défini pangemble des facteurs qui déterminent la
disponibilité des aliments et I'intérét que leurtpaun individu.

Plusieurs types de facteurs peuvent réguler le campent alimentaire chez 'Homme. Les
facteurs peuvent étre d’ordre psychologique, lesstrou les émotions. En effet, autant une
déception peut nous pousser a consommer d’avadtalygment, qu’un stress peut nous faire
perdre I'appétit. Les facteurs socio culturels fapparaitre les différences entre les cultures.
La consommation des repas rapiddast food» dans les pays nord-américains ou dans les
pays occidentaux en général, differe radicalemenadorte consommation de poisson par les
Japonais. Les facteurs environnementaux sont gt I'abondance et la composition des
aliments. En effet, alors gu'il était indispensajaldis de se déplacer pour s’alimenter, de nos
jours il est aisé de manger en restant dans sdauifudevant un écran de télévision. Des
facteurs  socioéconomiques, prennent donc de lampldans la détermination du
comportement alimentaire. Pour finir, 'exemplefacteur religieux serait le fait de faire le
jelne musulman durant tout un mois dans Il'annéette cprivation détermine la prise

alimentaire quotidienne.

7.3.4.Principes de la prise alimentaire

La principale fonction physiologique de la prisem&ntaire est d'assurer I'apport énergétique
nécessaire a |"organisme. Ce phénomeéne est sdije¢rdes régulations. La prise alimentaire
a lieu pendant la période d'activité des organisnieEndant la phase de repos, ceux-ci
observent une période de jeline, la régulation geise alimentaire est donc circadienne. En

effet, dans la journée, les especes diurnes corifomime s’alimentent alors que les especes
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nocturnes comme le rat et la souris se reposeeiiaent. La nuit pendant que les espéeces

diurnes jeGneront durant leur sommeil, les espoesirnes s’alimenteront.

7.3.5.Régulation de la prise alimentaire

Un épisode de prise alimentaire (Figure4) comprand phase d'ingestion des aliments,
caractérisée par la sensation de faim, une phtsemndiale de prise alimentaire, qui est
supposee tendre vers un rassasiement et une pbetsgrgndiale, pendant laquelle on ressent

une sensation de satiété, ce, jusqu’au prochaasrep

/ SATIETE FATIM

\ RASSASTEMENT LLdl1s

ALIMENTAIRE

Période
~— prandiale

Figure 4: Les différentes phases d'un épisode deipe alimentaire.

Il existe un systeme de reconnaissance et de msawion lors de I'ingestion d’'un nouvel
aliment. C’est la composante cognitive olearning» de la prise alimentaire. La prise
alimentaire peut répondre a un systeme de récorapEnseffet, les actions que nous menons
en vue de nous alimenter ont besoin d’étre motivéss général, la survie de I'espece
nécessite une motivation. Cette motivation reprigsém composante motivationnelle ou
«wanting». Si l'aliment ingéré est apprécié, on en reprandC’est la composante

d’appréciation ou 4iking » de la prise alimentaire.

7.4. Physiologie du comportement alimentaire
L’émission de signaux nerveux, hormonaux et métgbet vers le systeme nerveux central

permet l'intégration des paramétres de prise alieien la faim ou la satiété. Lors du choix

des aliments, les individus peuvent faire appedux souvenir, ou faire preuve de curiosité.
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Dans les deux cas, la composition des alimentslisebi les sens visuel, olfactif, et parfois
tactile de I'individu pour faire son choix. Au caudes premiéres secondes de la mise en
bouche, la texture, la température, le caractéi@gp’ajoutent aux perceptions olfactive et
gustative pour induire un stimulus neuroendocrinidmus ces phénoménes peuvent
déclencher une prédigestion, par la sécrétion giaes de digestion.

Les informations somato-sensorielles déterminergrédérence ou I'aversion, mais aussi le

comportement alimentaire en général.

7.4.4.Les centres régulateurs de la prise alimentaire
Le comportement alimentaire est régulé par le systeéerveux central chez les mammiféres.

7.4.4.11 ’hypothalamus
L’hypothalamus joue un role majeur dans la régofatile la prise alimentaire (Figure5b).

Certains de ses noyaux, le noyau arqué (ARC), Yaungara ventriculaire (PVN), le noyau
ventro-médian (VMN) et enfin I'hypothalamus latéiiaH) y sont impliqués.

Les messages circulants de satiété et de faimirsiggrés grace au noyau arqué. Il contient
deux types de neurones impliqués, les neuronesipeptide Y (NPY) et Agouti-Related
Protein (AgRP) ou encore neurones NPY-AgRP ontaatien orexigéne ; les neurones a pro-
opiomélanocortine (POMC) sécretent euxMSH (a-melanocyte-stimulating-hormaohet le
CART (Cocain and Amphetamine Related Transgrigts sont ainsi appelés neurones
POMC/CART et sont de puissants répresseurs de ike mlimentaire. Les neurones
NPY/AgRP et les neurones POMC/CART s’'inhibent endpisant du GABA j)-amino
butyric acid (Horvath, 2005).
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Informations entrantes
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Figure 5: Le systéeme mélanocortine central hypothamique. a-MSH, a-melanocyte-stimulating-hormone ;
AgRP, Agouti-Related Protein; ARC, noyau arqué ;RIACocain and Amphetamine Related Transcripl, CRH,
corticotropinreleasing hormone GABA, y-amino butyric acid; LH, hypothalamus latéralMCH, melanin
concentrating hormoneNPY, neuropeptide Y POMC, proopiomélanocortine; PVN, noyau paraventsiire ;
TRH, thyrotropine releasing hormone. lllustratiatfaptée de P. Besnard.

Dans les autres régions de I'hypothalamus, d’antasones peuvent jouer un role secondaire
dans la prise alimentaire. Ces sont les neuron€&/@y du LH ou du VMN. Les neurones du
PVN expriment le récepteur aux meélanocortines MC3&h activation par d-MSH issue du
gene codant pour POMC, active a son tour le PVNs peptides anorexigénes comme la
CRH (corticotropin releasing hormoneet la TRH thyrotropine releasing hormgnsont
libérés. La prise alimentaire est abrogée etélpedse énergétique stimulée. L'AgRP, un
antagoniste endogene du MCA4R, stimule par contrgrike alimentaire. L'activation des
neurones NPY/AgRP va activer la synthese de I'hoenarexigéne MCH via les mémes

neurones. La prise alimentaire est ainsi réguléegmphénomenes contraires.

7.4.4.2] es autres centres

Dans le systéme nerveux central, des régions agie$hypothalamus interviennent dans le
contréle du comportement alimentaire, tout en restannectées avec celui-ci. Le Noyau du
Tractus Solitaire (NTS), le noyau para brachialth@lamus ou encore 'amygdale sont ces
centres extra-hypothalamiques. Le NTS intégre Ieforinations d'origine vagale et

sensorielle. C'est le premier relais central gifstdte thalamus est impliqué dans la
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perception hédonique. L'amygdale est impliquée dasscomportements motivationnels,
émotionnels et d'apprentissage (Smith et St JoB®0)1 Le systéme nerveux central est le
centre de commande des signaux déterminants dpartement alimentaire (Figure6).

Nutriments

Stimuli sensoriels Stimuli post-ingestifs et post-absorptifs
|
¥ v ¥ l
Odeur Texture Goilt i I'----_fu'-
| L ST B (rsrg
qustrigue ":V ‘\'I fertesting!
\ S t/ CCK, PYY,
COK, PYY, 7 3 @;‘]—j GLP-1, Ghréline...
GLP-1.. /
N v Ix, X z o Secretions ey
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' anticipatoire
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Lepting

Régulation de la
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Figure 6: Représentation schématique du contréle de prise alimentaire par les nutrimentsl, nerf olfactif
;' V, nerf trijumeau ; VII, corde du tympan ; IX, glossopharyngien ; X, nerf vague ; CCK, choldéokimine;
GLP-I glucagon-like peptide- 1 ; PYY, peptide Y¥T, hypothalamus ; NTS, noyau du tractus solitaireoie
nerveuse + voie humorale. Adapté de Gaillaedlal, (2008).

7.4.5.Le rble des réserves énergétiques dans la régulatide prise alimentaire
La leptine et I'insuline sont libérées proportidieraent a la masse adipeuse. La leptine est

une hormone principalement produite par les adifgscgt est régulée par la masse grasse de
'organisme (Considinet al., 1996). Elle inhibe la prise alimentaire et acctaitdépense
énergétique chez les mammiferes (Friedman et HalbB288). L'insuline est I’hormone
hypoglycémiante des cellule$ du pancréas. Linsuline peut inhiber au niveau
hypothalamique la prise alimentaire (Beneital, 2004) via les neurones POMC/CART.

L'insuline circulante est proportionnelle a la neads tissu adipeux (Benait al, 2004). La
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ghréline, un facteur d'origine post-absorptive dinei chez les sujets obeses et augmente

apres un perte de poids (Styliaretwal, 2007 ; Scheiét al , 201l) (Figure?7).
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Figure 7: Modulation du systéme mélanocortine centall hypothalamique par des facteurs circulants :
leptine, insuline et ghréline.D'apres Luquet (2008).

7.5. Régulation du comportement alimentaire par les lipdes
L’'Homme et les mammiferes en général ont une dibraspontanée pour les aliments riches

en graisses. Dés les premiers moments de sa vibglé tete avec plus de force un lait

supplémenté en lipides qu'un lait pauvre en grai@dgsenbaum et Smart, 1982).

L’attraction des lipides alimentaires favorise leaonsommation. Et lorsqu’elle n'est pas

associée a une dépense énergétique suffisantegnEoromation des aliments riches en
graisses provoque le développement de maladiesoligfaes. Ce phénomene bien qu’aussi
simplement décrit fait appel a des signaux d'nagoro-sensorielle, post-ingestive et post-

absorptive.

7.5.4.Action satiétogene
L’ingestion des aliments riches en graisses, débkencomme pour d’autres aliments la

secrétion de produits satiétogenes comme la clsil@ldpine, pour limiter la prise
alimentaire. La cholécystokinine (CCK) est produifgar les cellules intestinales

entéroendocrines de type |. D’autres agents sgéées tels que le GLRylgcagon-like
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peptidel) et le peptide YY dont les récepteurs sont ergs par le nerf vague. Ces agents
sont secrétés par l'iléon suite a une charge tjpieli Le nombre de récepteurs de la CCK,
CCK1-R et CCK2-R, diminue apres une tres forte oomsation de lipides (Raybould, 2007).
L'intestin gréle peut secréter un médiateur lipigigqendogene de la famille des
endocannabinoides, l'oléoyl-éthanolamide (OEA) (Roez de Fonsecat al, 2001). La
libération d’'OEA est proportionnelle a la présemtaliments ingérés. Cette libération est
induite en présence d'acides gras et a pour stid&icade oléigue. L'OEA a une action
satietogene via le nerf vague. (Rodriguez de Fanseal, 2001). La consommation de
lipides peut donc moduler le comportement alimeatdirectement dans le systeme nerveux
central. Cette régulation est si directe, quedttipn dans le systéme nerveux central d'acide
oléique inhibe la prise alimentaire chez le ratiDeét al, 2002). Cet effet anorexigéne serait
contrélé par des neurones spécifiques sensiblea@dgs gras dans I'hnypothalamus (Wahg
al., 2006).

L’action anorexigene des acides gras au niveau hyadamique peut s’expliquer soit, par
la p-oxydation mitochondriale des acides gras, soit faccumulation des acides gras dans
le cytoplasme. Toutefois, les canaux potassiquessiddes a I'ATP (Katp) peuvent étre

impliqués, du fait de leur sensibilité aux acidesag et au ratio ATP/ADP.

7.5.5.Consommation lipidique et sentiment de récompense

La palatabilité, le plaisir et le bien-étre que qune la consommation d'un aliment
prédisposent a sa consommation ultérieure. Urdteptéférence peut étre réalisé en associant
a des drogues addictives, la consommation d'addes. Généralement l'attraction pour les
aliments gras répond aux criteres d’'un phénomémeldittion, semblables a ceux qui
motivent la recherche de sensations euphorisahessqu’on habitue des rats a une
consommation réguliére d’huile de mais, la POMQ'aexine sont plus exprimées dans
I'hypothalamus, et I@-endorphine, un opioide dérivé de POMC est fortdregprimée dans

le sérum et le fluide cérébrospinal (Mizushige al, 2006). L’action régulatrice de la
consommation lipidique a été observée pour dewesweptides opiaces, la dynorphine et la
B-encéphaline (Changt al.,2007).

En conclusion, certains opiacés stimuleraient larsmmmation lipidique, puis la synthése

de peptides régulateurs du comportement alimentaire
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8. Conclusion
La consommation de ces AGPI et des acides gragregiénéral modulée par plusieurs
systemes physiologiques. Le changement de modedsbservé depuis la fin des années 50

a introduit de nouveaux facteurs dans la modulatiocomportement alimentaire (Figure8).

Palatabilite, texture,
olfaction, gustation

ATTRACTIVITE EFFET

GRATIFIANT
DES LIPIDES

Figure 8: Schéma récapitulatif des facteurs influegant la préférence lipidique.Les facteurs oraux et post
oraux déclenchés par I'ingestion d’aliments grasetippent la préférence gustative lipidique assaiéin effet
gratifiant des lipides. Les facteurs post-orauxveet avoir un faible rétrocontréle négatif sur msommation.
La préférence gustative lipidique a un rétrocomtidsitif sur la consommation des aliments gras.
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De nos jours la qualité des aliments que nous amgdéterminent notre état de santé. La
prise alimentaire est contr6lée par des phénoméeesblables a la consommation de

substances addictives. Suite a 'augmentation delaommation d’aliments riches, pouvons-

nous penser que le choix de notre alimentationmépi@sormais a une addiction ?

Pour répondre a cette question, il est nécessaireothprendre comment nous percevons
information gustative, notamment celle relatiuexaaliments gras.

Avant d’éclaircir les mécanismes de la signal@attellulaire permettant la perception de

information gustative lipidique, nous allons éiidune famille d’enzymes dont nous avons

montré le réle clé dans cette signalisation. Lepihasuivant sera donc consacré a I'étude de

la grande famille des phospholipases A
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1. Introduction

Les acides gras polyinsaturés incorporés danshespholipides membranaires peuvent étre
hydrolysés par I'action des phospholipases. Cegmez hydrolysent les liaisons esters des
phospholipides. Il existe plusieurs liaisons estienss un phospholipide : entre I'acide gras et
le glycérol, entre le glycérol et le phosphateemdin entre le phosphate et l'alcool (choline,

éthanolamine, sérine, glycérol, inositol, ...).

Au XlIXe siecle, la grande famille des phospholigade (PLA,), a initié I'identification des
actions lytiques du venin de serpent, mais c’egteseent a la fin des années 80 que des
activitts semblables & celles des BLént été observées a lintérieur de cellules de
mammiferes, en contradiction avec les activitésagrllulaires observées dans le venin et le
pancréas.

Les phospholipases,Aatalysent I'hydrolyse en positi@m2 des phospholipides, libérant un
acide gras et un lysophospholipide (Figure9).

Le développement de nouvelles techniques biologigupermis de montrer I'implication de
ces enzymes dans de tres nombreuses fonctiondaocekbu De méme, les PLApar leur
action favorisent ou retardent le développememniatebreuses pathologies. Leur intérét dans
ce travail, est relatif a la régulation de la siggadion calcique des cellules gustatives.

Dans ce chapitre, nous présenterons les six typedldy et pour chacun d'eux, les
différentes formes, les groupes, les sous-groupéssanécanismes d’action. La structure et
les interactions avec les membranes, les propridtdsgiques et I'implication dans diverses
pathologies seront présentées en plus de diveltsiteurs sélectifs développés. Toutefois, la
nomenclature utilisée devient obsolete de nos jaasil s’est avéré que classer les BLA
uniguement comme suit, cytosolique, calcium indépety PAF-AH et lysosomale, s’avere
insuffisant. En effet, quatre des catégories s@st eéhzymes intracellulaires (cytosoliques).
Les enzymes secrétées ont une action intracebutkins plusieurs veésicules et les PAF-AH,
lysosomale, et certaines cPiAont aussi Calcium indépendants. La nomenclates d
groupes que nous utilisons également dans le cidee travail fournit une classification un

peu moins ambigué.
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2. Geénéralités sur les Phospholipases

Les quatre liaisons esters du phospholipide dé&kmisles familles de phospholipases. Les
phospholipases A(PLA;) libérent I'acide gras en positisn1l du glycérol et forment un
lysophospholipide. Les phospholipases (RLA,) liberent I'acide gras en positisn2 du
glycérol et forment un lysophospholipide. Les phudpases C (PLC) hydrolysent les
phospholipides contenant un inositol, en particukephosphatidylinositol-4,5 bisphosphate
(PIP,) libérant ainsi deux seconds messagers, le digedpl (DAG) et l'inositol-1,4,5-
triphosphate (IB). Les phospholipases D (PLD) hydrolysent l'alcdella fonction acide du

phosphate, libérant ainsi un acide phosphatidique @lcool (Figure9).
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Figure 9: Les différents sites d'action des phospliipases sur les phospholipides membranaires.

2.1.La phospholipase C

Les phospholipases C sont des protéines qui clicteett les Vertébrés, les tétes polaires des
phospholipides contenant un inositol. Chez les mdéenes, quatre sous-types ont été
identifiés : une isoforme PLsC deux isoformes PLY; quatre isoformes PL&et quatre
isoformes PLE (Rhee, 2001). Certaines PLC hydrolysent préfésament les
phosphatidylinositides tels que les phosphatidglitads (Pl), les phosphatidylinositol-4-
phosphates (PIP) et les phosphatidylinositol-4fwbsphates (PHP et conduisant a la
formation d’inositol phosphates IP, IP et IP3 etlg2-diacylglycérol (DAG). D’autres PLC
hydrolysent les phosphatidylcholine (PC) en phosphbine et DAG.

2.2.La phospholipase D
Il existe deux grandes familles de PLD chez les mderes, définies selon la sensibilité au
PIP,. Certaines PLD sont activées par laRdPautres non. Dans le groupe des PLD PIP2-
sensibles on distingue deux classes :
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- La PLDy, dont I'activation se fait grace a des petitest¢nes G de la famille ARF
(Factor d’ADP-ribosylation) et Rho, et par les gines kinases C (PKC) (Hammond
et al, 1995).
- La PLD,, qui posséde une forte activité basalgitro (Colleyet al, 1997 ; Kodaki et
Yamashita, 1997 ; Lope al, 1998).
Les PLD PIR-insensibles, elles sont activées par les acidas, gomme l'acide oléique,
(Frohmaret al, 1999). Elles sont appelées PLD-oléate-dépenslante
Les PLD sont localisées au niveau des cavéolesomi des domaines spécialisés au niveau
de la membrane plasmique riches en cholestérah apkingolipides, appelégpid rafts ou
radeaux lipidiques (McDermott al, 2004). PLD est exprimée majoritairement au niveau de
la membrane plasmique alors que la Pld3t localisée au niveau des endosomes et des

lysosomes (McDermott al.,2004).

3. Les Phospholipases A

Le développement des techniques de séquencagdedaaanées soixante-dix, a permis de
montrer que ces enzymes possedent un nombre inbbabli¢é cystéines (plus de 10% des
acides aminés), et qu’elles possedent toutes dess pdisulfures. Dans le cas des
phospholipases Achez les cobras et les crotales, possedent sis plisulfures en commun,
et un seul localisé difféeremment. Cette différecorduit a la désignation du type | et du type
Il respectivement issus des venins de cobra etatale. Des études sur le suc pancréatique
du porc, ont permis de montrer que cette enzyméyplrolyse les phospholipides (aussi chez
les hommes), possede le méme pont disulfure que kheobra, conduisant donc a la
désignation du groupe IB. D’aprés sa séquence,odeta de pont disulfure s’apparenterait
plus a celui du crotale, que celui de I'enzyme paatique humaine. Cette nouvelle forme a
ete désignée IlA. Toutes ces enzymes devinrers &EerPLAs secrétées ou sPLAEN 1992,

la premiere PLA cytosolique ou cPLAa été purifiée, séquencée et clonée, a partir de la
lignée cellulaire U937 de macrophages. Pour étudétte enzyme, et éventuellement de
nouvelles PLA, un systeme numériqgue de groupe a été établisanttl la désignation
existante, | et Il (Tableau4). Cette nhomenclatuktéaétendue a des sous-groupes IA, IB et
lIA. Le groupe Il a été ajouté pour désigner unavaetle PLA, qui a été purifiee a partir du
venin d’abeille. Le groupe IV désigne une nouveldA,. Une autre sPLAa été par la suite
identifiée dans les macrophages ; elle possedpasits disulfures identiques retrouvés dans
les groupes | et Il et n’en possede pas le septi®woer s’assurer que cette derniére sPLA

était difféerente des groupes | et Il, cette enzyméé assimilée au groupe V. En 1995, a été
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présentée une autre PAytosolique purifiee a partir des macrophage$édihte de celle du
groupe IV et chez laquelle I'activité est indépemdadu calcium. Cette nouvelle PLA
calcium indépendante a été identifiée comme le ggodl. Des chercheurs de I'Université
d’Utah, avaient isolé une enzyme a partir du plast®dte enzyme hydrolyse le facteur PAF,
Platelet Activating factqrune phosphatidylcholine qui possede un acétatgositionsn2.
Cette enzyme et une autre, la PAF acetyl-hydrory(BNF-AH) ont été plus tard reconnues
comme des PLAavec une spécificité pour une courte chaine amylpositionsn2 et pour
les lipides oxydés dans le plasma. La méme enzymé alésignédipoprotein-associated
phospholipase A(Lp-PLA,). Ces enzymes ont été classées dans les groupes Will. De
nouvelles sPLA dans lesquelles la séquence ou le pont disulfifiereht des groupes I, I,
lll et V de sPLA. Ces nouveaux sPLAappartiennent désormais aux groupes IX, X, XI, XII
XIll, et XIV issus des nouvelles formes humainessé&A. Le seul nouveau type de PLA
identifié qui n'appartient & aucun des quatre tygesPLA, secrété, cytosolique, calcium
indépendant, LPLA a été désigné par le groupe XV. Récemment un asmugroupe de
PLA, a été isolé a partir de tissus adipeux et clagsé & groupe XVI. Il s’agit d’'un nouveau
groupe de PLAappelé adipose-PLAAd-PLA,).

ere
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Masse L
. . Résidus
Types Groupes Sous-groupes  moléculaire .
(kDa) catalytiques
Gl A B 13-15
Gll A B,C,DEF 13-17
Gl 15-18
GV 14
GIX 14 _
sPLA, GX 14 HIS/ASp
GXI A, B 12-13
GXII A, B 19
GXIII <10
GXIV 13-19
cPLA; GIV D(5), Aa), B), 60-114 Ser/Asp
ke
A(B), B(y), C(),
iPLA GVI P D(Z), 84-90 Ser/Asp
EQ), F()
A(Lp-PLA), 40-45
PAF-AH GVII B(PAF-AH II) Ser/His/Asp
A (a1), B@2), 26-40
LPLA, GXV 45 Ser/His/Asp
AdPLA GXVI 18 His/Cys

Tableau 4: La grande famille des Phospholipases,A

3.1.Groupes et sous-groupes

3.1.1. Phospholipase A Sécrétées
Les sPLA sont de petites protéines secrétées de 14 a 18k ception de la sPLAGIII.
Elles contiennent couramment 6 a 8 ponts disulf¢fedbleau5). Les séquences d’acides
aminés des sPLA(Figure10) montrent I'existence d’un site actifSHisp. La structure des
ponts disulfures observée a partir du séquencagskle”d a permis de définir les groupes |
et Il. La premiére PLANonN issue de venin (GIB), a été isolée a partisultipancréatique de
la vache mais est aussi présente chez d’autres nfiaresn Une autre PLA(GIIA) a été

purifiée a partir du liquide synovial de patienteimts d’arthrite rhumatismale (Seilharedr

al., 1989 ; Krameket al,, 1989).
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Figure 10: Représentation schématique des séquenatacides aminés des PLAsecrétés Adapté de Dennis
etal, (2011).

Dix-sept formes de sPLA(Tableau 5) ont été identifiées chez les mammnsfdis insectes,
les mollusques, les reptiles, les plantes et ledéhas. Celles-ci possédent une large

distribution et diverses fonctions physiologiques.

Suivant la structure des ponts disulfures et I'erde découverte, les groupes IB, IIA, IIC,
lID, lIE, IIF, III, V, X et XII des sPLA ont été identifiés chez les mammiferes (Schaloske,
Dennis, 2006). Le génome humain contient neuf sPlcAlui de la souris en contient dix,

incluant la sPLA GIIC, qui n’existe que sous forme de pseudogereea Ehomme.
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Groupe Source Masse
P moléculaire (kDa)
IA cobras et crotales 13 15
1B homme/pancreas de porc 13 15
A crotale; Ilquu_j synovial 13 15
humaine -
IIB Vipéere du Gabon 13 15
I1C rat/testicule de souris 15
[ID homme/souris pancreas/foie 14 15
IE homme/sourls’ 14 15
cerveau/coeur/utérus —
I[IF homme/ testicule de souris 16 17
/embryon
[l |ézard/abeille 15 18
homme/souris 55
V homme/souris
14
coeur/poumons/macropha
IX escargot (conodipine-M) 14
homme
A foie/thymus/leucocyte L
XIA Pousses de riz vert (PLA) 12.4
XIB Pousses d(lel)rlz vert (PLA 12.9
XIIA homme/souris 19
XIIB homme/souris 19
Alll parvovirus <10
XIV champignon/bacteries 13 19

Nombre de ponts
dissulfure

7

2

Tableau 5: les phospholipases AsecrétésAdapté de Schaloske et Dennis (2006).

3.1.2. Phospholipase A Cytosolique

L'activité de la premiere PLA cytosoligue, désormais attribuée au groupe GIVA (o
cPLA), a été révélée par C. Leslie et R. Kramer damplequettes et dans les neutrophiles

humains (Alonso, 1986 ; Kramer, 1986). L'enzymdéapairifiée, séquencée et clonée par J.

Clark et R. Kramer en 1991 (Clark, 1991 ; Kram&91). PLA GIVB (cPLAB) et PLA

GIVC (cPLAyy) (Strifler, 1999), ont été découverts en 1998 et9198ndis que les PLA
GIVD (cPLA), GIVE (cPLAsk), et GIVF (cPLAL) ont été découverts chez la souris au

Japon en 2004 et 2005 (Ofdbal,, 2005).

Le groupe IV des PLA est composé de six phospholipases connues regoupar

caractéristiques (Tableau6) et par séquence (Higure

ere
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c2 Catalylic Domain
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Figure 11: Représentation schématique des séquenad'sicides aminés du Groupe IV des cPLA Sont
représentés, la boucle de fixation du calcium (CBL.)Jes sites actifs (carrés rougespdapté de Dennist al,
(2011).

3.1.2.1. Groupe IVA Phospholipase A (cPLAa)

La PLA; cytosolique a été identifiee dans les neutropleteles plaquettes (Alonso, 1986 ;
Kramer, 1986). Le géene de PL&IVA a été cloné et séquencé en 1991 a partiedeles
U937 (Clark, 1991, Kramer, 1991). Il a été locaksg# le chromosome 1% humain et est
exprimé dans la plupart des tissus humains (Tab)e@lay et al, 1995). Cette enzyme
contient 749 acides aminés et a une taille de 88 WClark, 1991, Kramer, 1991). La
localisation de PLA GIVA prés de la membrane phospholipidique, pertagtivation de
son activité enzymatique par la fixation du calcisum son domaine C2 (Clark, 1991).

Par ailleurs, la phosphorylation des MAP kinasen(ket al, 1993), des médiateurs
lipidiques céramide-1-phosphate (C1P) (Nakarum@agpet de la phosphatidylinositol 4,5-
bis phosphate (PHP (Leslie et Channon, 1990) augmentent l'activiee RLA, GIVA. La
plupart des phospholipides, tels que la phosphahdiine (PC), phosphatidylethanoamine
(PE) et le phosphatidylinositol (PI), sont des $u#ts de PLAGIVA (Leslie et al, 1988).
L’hydrolyse par PLA GIVA des substrats phospholipidiques a une hapéeificité pour
I'acide arachidonique en positisn2 (Clark, 1991).

En plus de lactivité phospholipase, PLAGIVA posséde aussi une activité de
lysophospholipase et transacylase (Reyneldal, 1993). L'activité lysophospholipase de

certains substrats est calcium-independante (Rdyebhl, 1993).

3.1.2.2. Groupe IVB Phospholipase A (CPLA2)
Cloné en 1999, le gene GIVB PLA&st codé par le chromosome 15g11.2-g21.3, et IIARN

est exprimé de maniere ubiquitaire, bien qu’ungef@xpression soit exprimée dans le
pancréas et le cervelet (Pickatdal, 1999).

ere
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Tableau 6: le groupe IV des cPLA
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L'enzyme de 100 a 114 kDa contient 1012 acides @s(fickardet al, 1999). PLA GIVB
contient un domaine C2 et un domaine catalytiquesqgat similaires a ceux dans GIVA
PLA,, avec 30% de résidus identiques dans les séqueniceaires (Ghoslet al, 2006).
PLA, GIVB préserve les sites de fixation de calciumsawués sur le domaine C2 dans
I'alignement de séquences, montrant ainsi le rGlealcium dans I'activité enzymatique.
Par rapport a GIVA PLA l'activité phospholipase est faible et la spéitéidu substrat pour
les acides gras en positien2 est plus faibléSchaloske et Dennis, 2006).

3.1.2.3. Groupe IVC PLA; (cPLAyy)
Le géne de la PLAGIVC cloné en 1998, est situé sur le chromoso8gl3.3 humain

(Tableau6), et est fortement exprimé dans le cotudams le muscle squelettique
(Underwoodet al, 1998). La PLA GIVC est une protéine de 61 kDa et renferme 541
résidus d'acides aminés, présentant une homoleg®0% avec le domaine catalytique de
PLA; GIVA (Figurell). La non dépendance de I'activitéoppholipase de PLAGIVC au
calcium s’expliquerait par 'absence de domaine(G2derwoodet al, 1998), de sites de
liaison PIR et de sites de phosphorylation (Jenlehgl, 2003). Par rapport a GIVA PLA

la spécificité du substrat pour I'acide arachidoeigst plus faible (Underwoed al, 1998).
3.1.2.4. Groupe IVD (cPLA2d), GIVE (cPLA 3¢), and GIVF (cPLA)

PLA, GIVD a été détecté dans le placenta, PIIVE dans la thyroide, le cceur et les
muscles squelettiques; PLASIVF a été détecté dans la thyroide (Ohtoal, 2005). Les
longueurs des séquences de RPIRV D, E et F sont respectivement 818 acides asfdié
kDa, 838 acides aminés/95 kDa et 849 acides amifBskDa, (Figurell). Toutes les trois
protéines contiennent un domaine C2 conservé dbaoraine phospholipase. Toutes les PLA
GIV D, E, et F présentent une activité calcium-aéjaate (Ohteet al, 2005).

3.1.3. Phospholipase A Calcium-Indépendante
Les PLA peuvent avoir une activité indépendante du caldintmacellulaire. Elles ont été

regroupées dans le groupe VI : GVIA (iPiAPNPLA9), GVIB (iPLAy; PNPLAS8), GVIC
(iPLA26; PNPLAG), GVID (iPLAk; PNPLA3), GVIE (iPLAL; PNPLA), et GVIF (iPLA;
PNPLA4) (Tableau 7).

ere

1" Partie : Contexte scientifique et état des connaisssances



Chapitre 2: Les phospholipases A,

T'GTbsT

T'GTbST

T'GThgT

£ eTh6T

€Teb -z TThgT

Gebt

urewny
awosowoly)

asejAoesues)
‘ase|olpAy
91 2yld

asejAoesues)
‘ase|olpAy
91 2yld

asejAoesues)
‘ase|olpAy
91 2yld

sejfoesuel)
Vv1d-0sA7
‘2y1d ‘W d

ase|Aoesuel)
V1d-0sA1
2y1d ‘Wd

ase|Aoesuel)
Vv1d-0sA7
‘Iv1d ‘evid

NANOR

ase|olpAy g /o

ase|olpAy g /o

ase|olpAy g /o

dIANd €

ase|olpAy g /o

aseloipAy g /o
syeaday
unuy 872

aurewodq

awwoy

sunos
/aWWoH

sunos
JaWIWOH

30In0S

4IND

3IND

dino

JIND

aIND

VIND

sadnoib-snos

Tableau 7: Phospholipases Acalcium indépendantesAdapté de Schaloske et Dennis (2006).
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Toutes ces enzymes possedent un résidu séringticptal et un site actif (figurel2). Leur
homologie avec une protéine, la patatine, permetaembres GVI A, B, C, D, E et F d’étre
désignéepatatin-like-protein PNPLA 9, 8, 6, 3, 2 et 4, respectivement (Kieeegbéret al,
2008).

GVIA-1 (PLAS) | IR 0
5518 805
GVIA-2 (IPLAB) Ak D |
5483 782
OVIB (PlAw) [ |
51003 13664
GVIC (PLAD) | [ chimE | [EnME [ENMEY 0 I 0000 |

£47 481

GVID (IPLAE) Illlll..l

547 504
GVIE (PLAY [
543 F!?S

GVIF (PLA; 7 )

Figure 12: Représentation schématique des PLAu groupe VI . Les domaines de répétition de I'ankyrine, le
domaine de fixation du nucléotide phosphate (cNNHPJlomaine type patatine, et les résidus duasitié sont
indiqués. Adapté de Denrss al, (2011).

3.1.3.1. Groupe VIA PLA ; (iPLA2B; PNPLA9)
Le géne des PLAGVIA est localisé sur le chromosome 22q13.1. Ligene posséde 752

acides aminés et est de 85 kDa. Les PGAXIA contiennent huit domaines ankyrifleanget

al., 1997). Cette enzyme posséde une activité phtipphe, lysophospholipase, acyl-CoA
thioesterase et transacylase (ktoal, 1998). Leur site actif contient la séquence eosss
d'une lipase (Tanget al, 1997). PLA GVIA est active sous forme d'oligomere et cette
activité est conservée par la fixation d’ATP (leb al, 1998). L’ATP n’a aucun effet sur
l'activité PLA; GVIA-1 contrairement a PLAGVIA-2 (Maet al, 1999). Bien que pour PLA
GVI et PLA; GIV, le clivage en positiosn, des phospholipides soit catalisé par une sérine
de leur site actif, PLAGVI n'a pas une spécificité pour I'acide arachidpme en positiorsn

2, contrairement a PLAIV (Lio et al, 1998). L'activité de PLAGVI serait donc régulée par
la fixation d’ATP, le clivage par une caspase, at pne possible agrégation protéique
d’ankyrine.

3.1.3.2. Groupe VIB PLA (iPLA »y; PNPLAS)
Cloné en 2000 a partir de cellules squelettiquesan@dso et al, 2000), et 'ADN

complémentaire de lymphocytes, PL&VIB est localisé sur le chromosome 7g31let possede
782 acides aminés et a une protéine de 90 kDa Kaastaal, 2000). PLA GVIB posséde
aussi un résidu sérine-483 et un domaine du tytsipa(patatin-like domaih PLA, GVI B
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possede a la fois une activité phospholipase e phospholipase A avec une faible
spécificité pour I'hydrolyse des acides gras enitipossn2 (Mancusoet al, 2000). PLA
GVIB joue un rdle tres important dans ’homéostgsiespholipidique du cceur et la fonction

mitochondriale (Mancuset al, 2007).

3.1.3.3. Groupe VIC PLA (iPLA,3; PNPLAG)

Découvert en 2002, PLA2 GVIC est identifiée comnmee westérase caractéristique des
neuropathiespeuropathy target esterag®NTE). Son géne est localisé sur le chromosome
19p13.3-13.2 et est exprimé dans les neurones, ar&iculum endoplasmique et I'appareil
de Golgi (van Tienhovert al, 2002). L'enzyme exprimée est une protéine deslB8des
aminés et de 146 kDa, qui posséde une activitéasstéune activité phospholipase calcium
indépendante et une activité lysophospholipide (M@mhovenret al, 2002). Le domaine du
type patatine, est présent dans la région 933-alk0 que la sérine active, Ser-1005, dans le
motif GXSXG (Figurel2) (Wilsort al, 2006).

3.1.3.4. Groupe VID PLA; (iPLA2g; PNPLA3)

Egalement appelé adiponutrine, le groupe VID ad&atifié en 2001. Chez I'homme, il s'agit
d’'une protéine transmembranaire exprimée dansdgmeytes et dont le géne est localisé
dans le chromosome 22q13.31, et la protéine del& komposée de 481 acides aminés
(Baulandeet al, 2001). PLA GVID posséde un domaine du type patatine dang#dus 10-
180 et une sérine active, Ser-47, dans son site(Rdurel?) (Kienesbergest al, 2008).
PLA2 GVID en plus d’une activité phospholipasg A une activité triacylglycérol-hydrolase,
et une activité transacylase (Jenkatsal 2004). Le gene de I'adiponutrine est tres imgiqu
dans la secrétion d’insuline et I'obésité (Johanggfal, 2008), dans les dysfonctionnements
hépatiques, en particulier la stéatose hépatique liée a I'alcool (Romeat al, 2008).
L’'arbre phylogénétique montre parmi les BL&VI, la plus proche relation entre PLA
GVID et GVIE (Kienesbergeet al., 2008).

3.1.3.5. Groupe VIE PLA, (iPLA2E; PNPLA2)

Identifiée en 2004 sous ses diverses appelatiegerne de PLA2 GVIE a été cloné et localisé
sur le chromosome 11p15.5. Sa protéine de 55 kDaxgsimée dans les adipocytes, pres de
la membrane plasmique et des goulettes lipidighiesafi et al, 2006). PLA2 GVIE posséde
aussi un domaine type patatine et une sérine afffigrire12). En plus de l'activité PLA

indépendante du calcium et de I'ATP, une activigiytcéride lipase, une activité transacylase
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sont attribuées a PLAGVIE (Notariet al, 2006). Son implication dans diverses maladies

telles que le diabéte de type Il a été démontrékegé&borret al, 2006).

3.1.3.6. Groupe VIF PLA, (iPLA2n; PNPLA4)

Identifié en 1994 et nomngene-sequene? (GS2), le gene de PLAGVIF est exprimé dans
de tres nombreux tissus (Lekal, 1994). Sa protéine de 27 kDa est composée dadd8s
aminés. PLA GVIF possede un domaine du type patatine et urieesactive dans le motif
GXSXG (Figurel?2) (Jenkingt al, 2004). Les activités PLA triglycérides-hydrolase,
acylglycérol- et rétinol-transacylase, rétinylesthgdrolase lui sont attribuées (Jenketsal,
2004).

3.1.4. PAF Acetylhydrolases
Le facteur d’activation des plaquett€datelet-activating facto(PAF), est I'activateur et le

meédiateur phospholipidique de plusieurs fonctiagele que l'inflammation (Prescoét al,
2008). Deux groupes de PRAGVII et GVIII (Tableau8) catalysent I'hydrolyseud
groupement acétyle en positiam2 du PAF, pour produire la lyso-PAF et un acétate
(Schaloske et Dennis, 2006).

PLA, GVIIA est une enzyme secrétée, aussi appelée pl&shir-AH (pPAF-AH), du fait de
son intervention dans le plasma humain,lipaprotein-associatedPLA; (Lp PLA). PLA;
GVIIB aussi appelée PAF-AH I, est une protéinegdnellulaire qui a 41% d’identité de
séquence d’acides aminés avec RPIGVIIA (Hattori et al, 1996)..PLA, GVIII ou PAF-AH
Ib, est un complexe intracellulaire hétérotriméeglocalisée dans le cerveau (ldb al,
1997). Cette enzyme possede deux sous-umitegalytiques de 26 kDa et une sous ufité
de régulation de 45 kDa (Hattoet al, 1994). Les PAF-AH sont des PjAcalcium-
indépendantes qui possedent toutes des résidudiSAsp (Haraiet al, 2002).
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Masse o _
Groupe Source ) ~ Caractéristiques  Noms alternatifs
moléculaire
Lipoprotein
_ secrété associateePLA;
Homme, souris
VIIA 45 o/Bhydrolase (Lp-PLAy) plasma
porc, boeuf _
N-glycosylation PAF-AH  (pPAF-
AH)
intracellulaire,
VIIB Homme, boeuf 40 myristoylé, PAF-AH I
a/Bhydrolase
intracellulaire,
VIIIA homme 26 homo/hétérodimerc PAF-AH Ib
avec GVIIIB
intracellulaire,
VIIIB homme 26 homo/hétérodimére PAF-AH Ib
avec GVIIIA

Tableau 8: Groupes VII et VIII des phospholipases A

3.1.5. Adipose-Specific Phospholipase A

Adipose-specific phospholipase FAdPLA) a été identifiée pour la premiere fois comun
suppresseur de tumeur (Hajelal, 1994), puis considérée comme un membre de ldiédam
des lécithine rétinol acyl-transférase (LRAT), (8tral, 2007). La fonction phospholipase A
a eté recemment démontrée (8inal, 2007). La PLA GXVI possede une activité calcium
indépendante phospholipase & A, (Uyamaet al, 2009). Toutefois, I'activité PLAest plus
importante que I'activité PLA La protéine de 18 kDa se différencie des iPLAGRLA, par
la taille.

3.1.6. Lysosomal Phospholipase A

Purifiée a partir de cerveau bovin (Abe et Shayma®98) PLA GXV a été aussi identifiée
dans des cellules de souris, de rat, de vachenetihas (Tableau9) (Abet al, 2004). PLA
GXV a une forte homologie de séquence avec lahi@éethumaine (Hiraokat al, 2002).

Cette enzyme est une glycoprotéine soluble daas.I'Elle a un poids moléculaire de 45 kDa
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et renferme plusieurs sites de N-glysosilation dBlikaet al, 2002). PLA GXV a une activité
enzymatique optimale & un pH de 4,5 et la protéerait localisée dans les lysosomes d’ou
son identification en tant que PkAysosomale (LPLA) (Denyset al, 2011). Par ailleurs,
LPLA;, possede aussi une activité RL®enyset al, 2011). Cette enzyme peut hydrolyser la
chaine acyle en positisn1 et de maniere préférentielle en positsor2 (Abeet al, 2006).
LPLA; fonctionne en utilisant le méme mécanisme d'iaterfque les membranes classiques
associant des PLAdans lequel le substrat provient exclusivementadeesicule lipidique.
L’addition de NaCl ou l'augmentation du pH peutuiéel considérablement l'activité due a la

charge négative des lipides (Abkal, 2006).

Groupe Source Masse molaire CaractéristiquesNoms
alternatifs
XV Homme, 45 kDa Ser/His/Asp ACS, LLPL

souris, Beeuf  (déglycosylé) triad,
glycosylated,
N-terminal signal

sequence

Tableau 9: les PLA, du groupe XV

3.2. Structure des Phospholipases Aet interactions membranaires

3.2.1. Phospholipase A Sécrétées

La plupart des sPLAposséde un site tres conservé de fixation duwal§KCGXGG) et un
site catalytique (DXCCXXHD). Toutes ces enzymesspdent un domaine catalytique
His/Asp (Figure 13A). Les groupes I, lIA et X ddBL#\, ont des structures similaires, trois
hélicesa, deux feuillets} et le domaine de fixation du calcium. Les sRIAXIB (présentes
chez des plantes) et G XIV (procaryotiqgue) manquespectivement de feuillefs (Guy et
al., 2009) et d’hélicess (Matobaet al, 2002). Divers travaux rapportent I'existencerd’u
second site de calcium, méme s’il 'y a qu’un deal calcium dans la structure des sBLA
(Burkeet al, 2008)

La sPLA GIA, extraite du venin de cobra est un modeéle égglié en enzymologie des
phospholipases A La sPLA GIA possede six ponts disulfures trées conservésinet

septiéme, caractéristique (figurel3 A).
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Figure 13: (A) Structure de sPLA GIA. Les hélices sont en violet, les feuillten vert, et le calcium indiqué
par un point rouge. Les traits jaunes représetegsrgonts disulfuresB) Modélisation de sPLA GIA avec son
substrat phospholipidique et son siteactif. Les résidus His-48, Asp-93 du site actif et icdlucalcium sont
indiqués en mauve ; les résidus aromatiques er.blapres Dennis (1994).

Les ions calcium sont nécessaires pour son adivafies derniers stabilisent la transition en
coordonnant le groupe carbonyle et la charge négake 'oxygéne. La figure 13B montre
comment le substrat phospholipidique interagitcaleesite actif. Dans ce modele, 9 a 10
atomes de carbone de la chaine acyle en positi@n interagissent avec I'enzyme et le reste
de la chaine est masqué. Ceci expliquerait pourlpsosPLA n’ont aucune spécificité pour
I'acide gras en positioan2. Les résidus hydrophobes Leu-2, Phe-5, Trp-18.52, et Tyr-
69, entourent la chaine acyle du substrat lipidique

L’activité de la plupart des membres de la famidks PLA dépend de l'interaction de la
protéine avec les agrégats lipidiques. Le mécandiaaivation interfaciale des PlAa été
tres débattu en enzymologie. sRLAIA peut hydrolyser les phospholipides hybridesciC
serait d0 a la présence de résidus aromatiquedessite interfacial. L'utilisation de la
spectrométrie de masse d’échange hydrogene-deut@X¥MS), a montré que les résidus
Tyr-3, Trp-61, Tyr-63, and Phe-64 pénétrent danséanbrane lipidique pour permettre a
'enzyme d’accéder au substrat (agrégats lipidsyj(ieigure14) (Burket al, 2008).
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Figure 4: Modele du site de fixation lipidique sursPLA, GIA. Les résidus Tyr-3, Trp-19, Trp-61, and Phe-
64du site inter facial sont indiqués en bl€opyright 2008 American Chemical Society

La sPLA GIll est une protéine a multi domaine, d’un pondsléculaire de 55kDa. Chez les
mammiféres et dans le venin d’abeille, elle posséddomaine central, une extension de la
terminaison N-terminale de 130 acides aminés, etexiension C-terminale de 219 acides
aminés. La sPLAGXII B, homologue de sPLAGXII A, posseéde une mutation naturelle
dans son site actif (H48L) qui lui supprime touttiwaté enzymatique (Rouaudt al, 2003).
Elle est tres exprimée dans le foie, l'intestinlgré les reins, chez ’lhomme et la souris. Les
sPLA, issues de cellules de procaryotes ne possedestleianstructure que deux ou aucun
pont disulfure alors que celles des enzymes delleslld’eucaryotes en possedent 6 a 8.
Lorsque la concentration des sPLa&ugmente (monoméres agréges), l'activité enzymetiq
de toutes les sPLA augmente : on parle d'activation inter facialar@anet al, 1995). En
général, la plupart des sPiMAdnt une plus forte activité en présence de phdgpties
anioniques tels que la phosphatidyl-glycerol (P&)phosphatidyl-ethanol-amine (PE), et la
phosphatidyl-sérine (PS). Les groupes IA et XIV slesA;, ont une plus faible activité contre
la phosphatidylcholine (PC). Les groupes V et Xvaeu eux hydrolyser les phopsholipides
anioniques et la phosphatidylcholine (PC) (Sirggeal, 2002).

3.2.2. Phospholipase A Cytosolique
PLA, GIVA est trés représentatif du groupe IV des BLAar il existe des similitudes
structurelles avec les isoformes GIVB, C, D, EFetLe domaine C2 de PLAGIVA est
responsable de sa translocation et de la fixationadcium (Perisiet al., 1998). Le domaine
catalytique est composé d'un noyau hydrolagel et d’'une zone de coiffe (Dessehal,
199). La structure en crystal (Figurel5) présemie poche catalytique. Les résidus Ser-228
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Arg-200, et Asp-549 agissent comme site actif g@ativité lysophospholipase et I'activité
PLA,.

W-term ANK repeats Linker Catalytic Domamn

[T T ]

O
o
i

Figure 15: Structure en crystal du groupe IVA.D'apres Deni®t al (2011).

L’activation de PLA GIVA requiert une activation inter faciale (Lio &ennis, 1998).
L’enzyme est séquestrée dans une interface phapjahglie, puis est liée a la membrane par
le domaine C2 (Perisiet al., 1998) pour déclencher divers mécanismes teks lqu
translocation calcium dépendante, I'activation deosds messagers et la phosphorylation.
Des interactions découleraient de changements nferooations dans le domaine C2, de la
phosphorylation, de l'activation par BlBu C1P ou d’autres changements. Deux hélices
interagiraient avec la membrane phospholipidiqudeetiomaine C2 (Burkest al, 2008)
(Figurel6).

Figure 16: Modele de la surface de fixation lipidige de cPLA GIVA. D’apres Denigt al (2011).
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3.2.3. Phospholipase A Calcium-Indépendante

Parmi les six formes de PLAGVI, PLA, GVIA est la plus représentative et la plus étudiée
Toutes PLA GVI possédent un domaine caractéristique de katipa. PLA GVI D, E et F
sont composées essentiellement de ce domaine (Badral, 2008). Malgré la forte
homologie de séquence avec BLBAVIA, PLA, GVI B ne posséde pas de domaine avec une
répétition d’ankyrinegSaarelaet al, 2008). PLA GVI C a une faible similarité avec les
autres membres du groupe, excepté en ce qui canderdomaine caractéristique de la
patatine. Les régions qui possedent une forte hogimlavec la patatine, représente un
domaine catalytique, et le reste, un domaine dalagn, spécifique a PLAVIA et qui
inclut la région N-terminale, les ankyrines et égion de fixation. La sérine du site actif de
PLA,GVIA se lie a lintérieur de la séquence conserduse lipase, au dessus du domaine
catalytique (Figure 17). Les PLAGVI sont régulées par la fixation de I'ATP, unvelge par

la caspase, une oligomérisation et la fixationadealmoduline.

Figure 5: Homologie du groupe VIA de PLA2 D’aprés Hstet al, (2009).

L’activité des phospholipases dépend de lintecectde protéines avec la membrane
phospholipidique. Le modéle de fixation membrandieePLA GVIA (fgurel0) suggeére la
pénétration de la région 708-730 dans la surfacebrenaire avec les régions 631-655,658 et
773-778, interagissant avec le groupement chargéaeodant le substrat phospholipidique
(Figurel18B).
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Figure 18: Fixation du phospholipide du Groupe VIA d'iPLA ,. (A) Effets de la fixation a la membrane
phospholipidique de PLAGVIA. (B) Modéle de la surface de fixation lipidig du groupe PLA2GVIA. D'aprés
Hsuet al, (2009).

3.2.4. PAF Acétylhydrolases

3.2.4.1.  PLA, Groupe VIIA (Lp-PLA »)

PLA, GVIIA est une enzyme de 45 kDa de poids moléogljajui interagit avec les LDL et
les HDL dans le plasma humain (Tjoelketr al, 1995). Cette enzyme contient un motif
GXSXG, caractéristique des lipases et des sérigeases (Tjoelkeret al, 1995). La
structure de PLAGVIIA révele la présence de composes catalytigeesgHis/Asp (Figure
13A) (Samantat Bahnson, 2008) . Cette structure renseigne aussaguésence de deux
hélicesa hydrophobes (résidus 114-126 et résidus 362-3%ur le réle de I'enzyme dans
'association entre lipoprotéines et lipides memhiees (Samantat Bahnson, 2008).
(Figurel9).

[A

Residues 362-369 Residues 114-126 B.

Figure 6: Structure du Groupe PLA2VIIA (A) et modéle hypothétique de I'association de Lp-PLA2 avec
la surface membranaire (B).D’aprés Denist al (2011).
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3.2.4.2.  PLA, Groupe VIII (PAF-AH Ib)

La structure tridimensionnelle de PL&VIII/PAF-AH Ib a permis de montrer I'existence
d’'un complexe d’homodiméresl/al et a2/a2 et un hétérodimérael/a2 (Benitezet al,
2003)(Figure20).

Figure20: Structure du Groupe VIII des PLA2 (PAF-AH IB). D'aprées Denit al (2011).

3.3.Mécanismes d’activation

3.3.1. Phospholipase A Sécrétées

Les sPLA ont été étudiées pour la premiére fois a partivehin de cobra. Elles requiérent
pour leur activité catalytigue une quantité deicafcde I'ordre du milli molaire.

3.3.2. Phospholipase A Cytosolique

3.3.2.1.  Activation calcique

La concentration intracellulaire augmente en répanun stimulus extracellulaire, qui induit
aussi la translocation de PLA&IVA du cytosol vers la région de la membrane pgéiéaire
(Channon et Leslie, 1990). La fixation du calciuor & domaine C2 est cruciale pour la
translocation mais pas pour l'activité catalytig(izessenet al, 1999). Le domaine C2
possede trois boucles de fixation du calcium, CBCBL2, et CBL3, qui forment un trou
d'anions sur la pointe du domaine C2. La fixatian ahlcium provoque un changement
conformationnel dans le domaine C2 pour stabillasestructure du domaine (Hst al,
2008). Cette conformation rigidifiée du domaine &2 cruciale pour l'orientation correcte du
domaine de liaison a la membrane phospholipidiqgaeduisant a I'activation inter faciale de
'enzyme et facilitant I'hydrolyse phospholipidique
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3.3.2.2. Activation par PIP, et C1P

La liaison de PLA GIVA au second messager, la phosphatidylinositdb-4bisphosphate
(PIP;) peut aussi activer 'enzyme sans I'implication chlcium (Mosior et al, 1998). Cette
activation calcium indépendante peut induire ungnantation intracellulaire de RlRt une
libération d’acide arachidonique (Balsinelieal, 2000). La forte affinité de PLAGIVA avec

la PIR, 207Db, est favorisée par le site de fixation fopaé les résidus Lys-488, Lys-541, Lys-
543, et Lys-544 (Das et Cho, 2002). L'activatiom [@aPIR requiert la présence du domaine
C2 (Six et Dennis, 2003).

La Céramide 1l-phosphate (C1P) est un sphingolipidactif phosphorylé impliqué dans
linflammation (Lamour et Chalfant, 2005), et ddassignalisation cellulaire en tant que un
second messager (Chalfant et Spiegel, 2005). @logme de C1P inhiberait PLAGIVA
pour induire une toxicité cellulaire (Makiyaned al., 2010). Par contre la céramide kinase,
responsable de la synthese de C1P est un activdge®LA GIVA (Lamour et Chalfant,
2005). C1P se fixe directement au domaine C2 de,RAIXA. Contrairement a I'activation

par PIR, celle de C1P est calcium dépendante.

3.3.2.3.  Phosphorylation

Les fonctions cellulaires et l'activité enzymatigge PLA GIVA sont régulées par une
phosphorylation qui aurait lieu sur le résidu S@s-5de la PLA GIVA et serait initiée par la
p42 MAP kinase et la PKC (Lin et al., 1993). Lésidus Ser-515 et Ser-727 (Hefetral,
2000), ainsi que d'autres sites de BLAIVA, peuvent aussi étre phosphorylée par des
protéines kinases activées par les MAPK, la calrioekinase 1l (CaMKIll), et par le

mitogeéne kinase interacting protdimase(MNKL1).

3.3.3. Phospholipases ACalcium-indépendantes

3.3.3.1.  Activation de I'ATP
La régulation de I'ATP est tres importante pour dembreuses fonctions cellulaires,
notamment a l'intérieur de la mitochondrie. RLG&VIA est exprimée a lintérieur de la
mitochondrie dans divers types cellulaires (Broakiesl, 2004). L’ATP stabilise la structure

ou active PLA GVIA, sans en étre un substrat, ni un cofactewr €t Dennis, 1998). L'ATP
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empéche la dimérisation et 'oxydation de la cystéile PLA GVIA, ce qui lui permet de

maintenir son activation (Sorgg al, 2006). De méme, 'ATP peut se fixer au domaiee d
répétition d’ankyrine et réguler les canaux calegj(Lishkoet al, 2007). Ce procédé utilise
un mécanisme de fixation completement différentcdkii des protéines Kinases, qui ne

requiert pas d’ion métallique.

3.3.3.2. Clivage de la caspase

PLA,; GVIA joue un role prépondérant dans I'homéostgsemettant de maintenir un niveau
adéquat de lysoPC dans les cellules macrophagessigsd et al, 2000). La protéolyse
induite par la caspase sur PLBVIA, au cours de I'apoptoses, produit une praénonquée
dans laquelle la répétition d’ankyrine est abselDéns certains types cellulaires, la protéolyse
de la caspase-3 a lieu autant pour PCAVA que pour PLA GVIA, mais seule PLAGVIA

est activé par ce clivage (Atsumiadt, 1998). Le clivage de la caspase-3 peut étreécpas

la thapsigargine, qui induit une apoptose, et ptodoe protéine nucléaire de 62 kDa
(Ramanadhanet al, 2004). Durant cette apoptose, BL&VIA activée peut causer une
dégradation de la membrane et générer des méthdpidiques tels que lysoPC, pour la
phagocytose (Kinet al. 2002).

3.3.3.3. Inhibition de la calmoduline

La calmoduline est activée par la fixation de quatns de calcium qui induisent un
changement de conformation (Chin et Means, 200@s protéines de fixation de la
calmoduline peuvent étre régulées par le calciunagellulairevia la calmoduline. Bien que
l'activité de PLA GVIA soit calcium indépendante, I'activation de dalmoduline par le

calcium inhibe son activité (Jenkiesal, 2000).

3.3.3.4. Oligomérisation

De nombreux travaux rapportent que BLAVIA est actif sous la forme d’'un oligomére de
340 kDa, formé par un tétrameére de I'enzyme de 85KIktte conformation est favorisée par
les ankyrines, de facon similaire a linteractiomtgine-protéine observée chez KBF

(Sedgwick SG et Smerdon, 1999). D’autres protéims régulation pourraient s’associer

pour permettre I'oligomérisation.
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4. Fonctions biologiques des Phospholipases A

4.1. Fonctions antivirale et anti bactérienne des sPLA(Groupes sPLA I, 11, III, V,
and X)

Plusieurs travaux démontrent la fonction anti bdetée des sPLA sPLA, GIIA a une
action contre les bactéries Gram-positive (Mensohgki et al., 2005) telles que
Staphylococcus aureukisteria monocytogene®t les bactéries Gram-négative telles que
E. colietSalmonella typhimuriunDe méme, la concentration de sBL@&IIA dans le sérum
de patients atteints de pathologies séveres, @stoiplus élevée que chez des sujets sains
(Gronrooset al, 2002). Cette enzyme présente dans le liquidernsd, les alvéoles et la
lumiére intestinale, élimine par sa surexpresstogzaes souris transgéniques, la mortalité
liée a l'infection deStaphylococcus aureytaine et al, 1999). Les souris transgéniques
exprimant la sPLA GIIA humaine, sont résistantes a l'infection garanthracis Cette
activité antibactérienne est calcium dépendantesteinhibée par I'ethylene glycol bis (2-
aminoethylether)-N,N'-tetraacetic acid (EGTA) (Wannchet al., 1998). Pour éliminer la
bactérie, I'enzyme doit hydrolyser la membrane mpigsie, en pénétrant I'enveloppe
peptidoglycane de la bactérie of Gram-positive mitgindre les phospholipides (Kodeti
al., 2001). L’action antibactérienne de sRL®IIA est plus importante sur les bactéries en
phase exponentielle, grace a son habilité¢ a ateifed membrane plasmique pendant la
division cellulaire (Foremaat al, 1999).
En ce qui concerne l'activité antivirale des sBLAes sPLA GlIl, GV et GX peuvent
prévenir I'infection par un adénovirus. sPL&V et GX, par leur activité enzymatique
convertissent la phosphatidyl-choline (PC) en IY@afns la membrane de cellules hotes.
Cette hydrolyse de la membrane plasmique empéeh&de de 'adénovirus (Mitsuiskt
al., 2006). Par contre, sPLAGIII, requiert pour son activité anti-adénovirle,présence
d’'un domaine catalytique et d’'un domaine N-termiihitsuishiet al, 2007). La SPLAGX
humaine a la particularité de reconnaitre et dgatker I'enveloppe du HIV (Kinet al,
2007). De méme, les sPLAle venins d’abeille et de serpent peuvent blodjgatrée de
HIV-1 par une inhibition stéarique du récepteurlalehémokine sur les cellules cibles, sans
nécessiter une activité catalytiq(ieenardet al, 2001).

4.2.Hydrolyse des phospholipides
PLA, GIVA hydrolyse l'acide arachidonique en positien2 des phospholipides
membranaires, en réponse a un stimulus externél8aumi et Shimizu, 2002). L’'acide
arachidonique libre est métabolisé par la voieadeyclooxygénase (COX) ou celle de la
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lipooxygénase (LOX). D'une part, COX-1 et COX-2,nsli que dautres synthases
convertissent I'acide arachidonique et génerentplastaglandine et la thromboxane
(Murphy et al, 1979). D’autre part, la 5- ou la 12/15-lipoxygéa, la leukotriene A4
synthase et la LTC4 synthase produisent les lediwes$r et les lipoxines (Murphst al.,
1979).

Les lysophospholipides sont aussi des produits 'ldgdrblyse par PLA GIVA des
phospholipides.

4.3.Fonction de régulation de I'appareil de Golgi
Le complexe de Golgi et le réseau associé sonbdgselles impliquées dans le trafic des
lipides et des protéines cellulaires. BGAVA peut agir comme une enzyme de régulation
du systeme de Golgi, lorsqu’elle est localisée mtesce systeme (De Matteis et Luini,
2008).

4.4. Régulation de la NADPH Oxidase
PLA, GIVA régule la stimulation de NADPH oxidase pouoguire des superoxides (Levy,
2006). La production de PGEerait liée a la translocation de PLAIVA vers la membrane
nucléaire et la production de superoxides liéetéalaslocation vers la membrane plasmique
(Levy, 2006). PLA GIVA est liée a la membrane plasmique par la NADB¢itlase qui
sert de protéine adaptatrice (Levy, 2006).

4.5. Autres fonctions
Les membres du groupe VI des PlLpossedent difféerentes activités catalytiques. Rlea,
GVID, GVIE et GVIF, sont localisées dans les ca&fuadipeuses. L'acylation des acides gras
est la fonction cellulaire principale de ces enzymgenkinset al, 2004). PLA GVIA est
impliquée dans la prolifération cellulaire, le aydellulaire, 'apoptose la formation osseuse,
la formation du sperme, la secrétion de linsulgiacose dépendante, I'acétylation de la
cardiolipine, et le recruitement de monocyte (Dereti al, 2011). Les PLA GVI sont
impliquées dans la régulation et la réentrée du galoique store-operated calciujr(Boittin
et al, 2008). Les fonctions des PLASVIA sont aussi liées aux muscles (Boitgh al,
2006).
LPLA; joue un réle important dans la dégradation phogpldague lysosomale. LPLApeut
étre impliqguée dans le catabolisme des phosphebpignsio-actif dans les macrophages

alvéolaires. De méme, LPLAerait impliquée dans la phospholipidose (Hirastkal, 2006).
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5. Implications pathologiques et interventions thérapatiques

5.1.sPLA; et Inflammation (sPLA, Groupes I, V, and X)
Le role des sPLAdans les maladies inflammatoires a été mis ergarepar la présence de
sPLA, GIIA dans le liquide synovial de patients atteidt@rthrite rhumatismale (Seilhametr
al., 1989). Chez les souris ayant une déficienceahe gle SPLAGIIA, une diminution de
l'arthrite a été observée. sPL&V, moins présente dans le liquide synovial, exéacméme
fonction anti-inflamatoire. Par ailleurs, de fortesncentrations de sPLAont été détectées
dans le sérum ou le plasma de patients atteingaderéatite, de choc septique, de syndrome
de Crhon, d'ulcere. Cette action anti-inflammatogst liée a l'activité enzymatique des
sPLAy, par la libération d’acide gras tel que l'acidedndonique (AA). L’AA initie la
biosynthese des médiateurs lipidiques, les praatdgies, thromboxanes et leucotrienes. De
plus, le produit de I'hydrolyse, le lysophosphdlipj est un facteur pro-inflammatoire
(Dennis, 2000). L'implication des sPLAdans la libération d’AA et la biosynthese
d’éicosanoide a été rapportée par divers travaBkAs GIIA controle la libération d’AA,
cytokine ou ionophore dépendante (Murakaeti al, 1998). En plus de réguler la
phagocytose par la libération d’eicosanoide dassrlacrophages de souris (Balestraral.,
2008), I'addition de sPLAGV humaine induit la libération d’AA mais aussi éeicotrienes
C4 (LTC4) et B4 (LTB4) (Kimet al, 2002), a partir des neutrophiles humains. Leamisene
d’action de sPLA GV passerait par I'hudrolyse de la membrane déroghiles, pour libérer
la lysoPC et les acides gras. Ces derniers in@mtraine augmentation de la concentration de
calcium.
Par ailleurs, SPLAGX induit la libération d’AA (Hanasalgt al,, 1999) et est impliquée dans
linflammation par la libération d’éicosanoide (Hirsonret al, 2007).
En plus de la production d’éicosanoide, les sPlpa&uvent induire d’autres facteurs pro-
inflammatoires a partir des macrophages, des rghites, des éicosinophiles, des monocytes
et des cellules endothéliales (Grarettal, 2009). sPLA GIB, GIIA, GV, et GX induisent la
production de cytokines et chémokines pro-inflanoimes en I'absence d’activité

enzymatique (Triggiaret al, 2000).

5.2.sPLA; et athérosclérose (sPLAGroups I, 1ll, V, and X)

Les sPLA GIIA, GV et GX ont été détectées dans les lésiathérosclérose chez 'lhomme
et chez la souris ; ces enzymes faciliteraientlatulation de lipides a l'intérieur des artéres
(Rosenson et Gelb, 2009). Ceci justifie la fortéspnce de sPLAdans le sérum de jeunes
adultes atteints de syndromes métaboliques (Mattssal, 2010). Les souris transgéniques
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exprimant la sPLA GIIA humaine, ont des symptdomes caractéristigueso@es a
l'athérosclérose, la diminution desigh-density lipoprotein (HDL-cholesterol) et
'augmentation de®ow density lipoproteif{LDL/VLDL-cholesterol) (Castellanet al, 1999),
d'une part, et d’autre part, I'expression d’Apodppotéine B100 (Apo B100) qui favorise
aussi la synthese de petite particules de LDL biescen lysoPC (Flooet al. 2004).

Le mécanisme d'action des sPiAdans l'atherogénése passe par [I'hydrolyse des
phospholipides en particules LDL ; ces derniersofesent I'accumulation lipidique et
laugmentation des macrophages (Gesquetral, 2002). sPLA GV et GX ont une plus
grande affinité avec la PC, favorisant ainsi I'lplglse. D’aprés Wooton-Keet al, 2004 ;
Boyanovskyet al, 2005, I'action de sPLAGV sur les LDL serait indépendante de
récepteurscavengetels que SR-A et CD36. Contrairement a sPGA et GIIA, sPLA GX
n’induit pas I'agrégation des LDL, ni la fixatioma protéoglycans (Karabinet al, 2006),
mais supprime dans les macrophages I'expressionpd#gines de transport ABCAL et
ABCGL1 qui induisent un efflux de cholestérol (Shseét al, 2010). L’action de sPLAGIII
guant a elle, passe par l'altération des niveauXifigprotéines plasmatique (Sa&b al.,
2008).

sPLA, GX induit la Platelet Activating Factor(PAF) (Goraet al, 2006), alors que
I'hydrolyse par sPLA GV induit I'expression de ’TARNm de TNE-et IL-6 et I'activation de
NFxB (Boyanovskyet al, 2010).

5.3.Cancer

En dehors du rble des sPiA&hez les patients asthmatiques, les SPGAA, GIB, GX, et
Glll auraient une implication dans le développemdest tumeurs. La sPLAGIIA est
surexprimée dans les cancers de la prostate chemme et chez les patients atteints
d’adénome colorectal d’origine familiale (Doergal, 2010 ; Jiangt al, 2002). Ces résultats
rendent compte de I'implication des sPlLdans le développement de tumeurs. Ce role est
toutefois controversé car il n'est pas strictem&abli si elles jouent un réle suppresseur ou
promoteur.

Les modifications apportées aux taux et a l'aéivanctionnelle de PLAGIVA ont été
associées au développement du cancer. L’activagoRLA GIVA serait impliquée dans la
croissance des cellules cancéreuses du sein vitrdigene (Caiazzaet al, 2010).
L’inactivation de PLA GIVA chez la souris a développé 43% de tumeursndms que des

souris sauvages toutes exposées a un produit e (Meyeet al, 2004).
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5.4.Diabete
PLA; GVIA est impliquée dans I'apoptose des cellUleda production de superoxide et
l'activation de la RhoA/Rho kinase induite par leapse. L'apoptose des cellulBspar la
perte de la masse cellulaire est liée au développedes diabétes de type 1 et 2 (éeal,
2010).

5.5. Syndrome de Barth
Le syndrome de Barth est associé aux mutations ahe gle la tafazine (TAZ) lié au
chromosome X. Dans la mitochondrie, la tafazine iegtliquée dans I'homéostasie de la
cardiolipine, un composé phospholipidique de la im@me mitochondriale (Houtkoopet
al., 2009). PLA GVIA permet de maintenir I'intégrité de la membeamitochondriale, et
empéche la libération de cytochrome C lors du stmsydatif. PLA GVIA est donc
impliquée dans le remodelage de la mitochondrieis raassi dans la déacylation de la
cardiolipine et 'accumulation de monolyso-cardiotie dans le syndrome de Barth (Malhotra
et al, 2009).

5.6. Troubles neuronaux

De récents travaux rapportent que des mutationBLAEGVIA induisent des troubles tels
gu’une dystrophie neuroaxonale infantile et uneroglégénérescence avec accumulation de
fer dans le cerveau (NBIAJGregoryet al, 2008 ; Kurian et al, 2008). La fonction estérase
du Groupe VIC PLA caractéristique des neuropathies a été confirméd ggparition de
diverses pathologies neurologiques suite a l'itmbide I'enzyme (Rainieet al 2008). La
sous-unitél de PAF-AH Ib est un produit du géne LIS1 impliqiens la lisencéphalie de
type |, une sévére pathologie causée par la migrasihormale des neurones lors de la

formation du cerveau (Koizuret al, 2003).

5.7.Lp-PLA ; et Atherosclerose
Principalement sécrétée par macrophages, Lp,RisA considérée comme une enzyme qui
joue un réle trés important dans le développemenitathérosclérose. Cependant, depuis sa
découverte, ce réle de la Lp-PLAans l'athérosclérose a toujours été controvéesédle
pro-athérogénique de Lp-PbAa été mis a jour par [lutlisation d’inhibiteurs
GlaxoSmithKline (GSK) SB22657 et SB-677116, montrant la baisse de la ptmiuce
lyso-PC et d’acides gras non estérifies (Carpegitat, 2001).
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5.8.Lp-PLA ; et Entérocolite nécrosante néonatale
Lp-PLA; et LPLA; jouent un rble prépondérant dans |'athérogénésd’eatérocolite
nécrosante néonatale. Cette pathologie atteineéants prématurés et est caractérisée par
'apparition soudaine d’'une nécrose inflammatoieel'thtestin. Les enfants atteints ont une

accumulation systématique des niveaux de Lp-RlGaplanet al, 1990).

5.9. Autres pathologies
Plusieurs fonctions biologiques des sBLsdnt indépendantes de leur activité enzymatique.
Certains membres de la famille auraient une a@idgitoagulante, mais de fagon intéressante,
la sSPLA GIB du suc pancréatique, serait impliquée dameieeloppement de I'obésité et de
la résistance a l'insuline liés a la consommatitacides gras (Hugginst al, 2002). Des
études chez des souris ayant un défaut du genéPd/Adnt montré son implication dans le
développement de I'obésité liée a son réle damsdduction des tissus adipeux (Jawoeski
al., 2009).
Une forte activité des sPLAa lieu dans le liqguide des alvéoles bronchialespadients
asthmatiques. sPLAGIIA et GX seraient responsables de la majorigé Idctivité
enzymatique dans les alvéoles bronchiales (Hafidetal., 2011).
Des patients peuvent porter des mutations dangdemnr codante de PLAGIVA. Ces
mutations peuvent impacter l'interaction avec lammheane plasmique (Burket al, 2008).
Les patients avec ces mutations ont une absenctvitéade PLA dans les plaquettes ou une
ulcération intestinale. Des souris KO PLAIVA développées en 1997, ont montré que cette
enzyme n’'était pas indispensable pour le développénCes souris développent toutefois de
nombreuses affections telles que des dommagesui€acides gras au foie, un diabete, et une

forte baisse de la production de médiateur lipidiDikawaet al, 2005).

6. Inhibiteurs chimiques

6.1. Premiers développements d’analogues phospholipidigs
Les premiéres tentatives de développement d’ireubst de PLA se focalisérent sur des
analogues phospholipidiques a partir des annéeB&@ti les inhibiteurs des PLAssues du
venin de cobra la 1-Stearyl-2-stearoylaminodeoxgsphatidylcholine serait moins active
gu’'un dérivé de la phosphatidylethanolamine etaealogues phospholipidiques contenant
un groupement phosphate en positasr2 de la chaine carbonée du glyceérol (Ywral,
1990).
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6.2. Acides dicarboxyliques
En 1992, Bristol-Myers Squibb présenta un acideadboxylique, inhibiteur d’une PLAde
14 kDal32, qui blogue la libération de I'AA @&10uM), la LTB4 et la PAF dans des
cellules humaines stimulées par un ionophore, A2Z3I8mposctlet al, 1994). Par la suite,
les inhibiteurs BMS-188184 et BMS-181162 ont éteettgppés et le second serait en étude
clinigue dans le cadre de la lutte contre le ps@iaLes composés avec un groupe
hydrophobe seraient de meilleurs inhibiteurs de PLBes laboratoires ROCHE ont
développé un inhibiteur de PkArésent dans le liquide synovial contenant un ggment
d’acide imino-di acétique (LeMahieat al., 1993).

6.3. Amides, Sulfonamides et Oxoamides
Il existerait des inhibiteurs de PLAnon phospholipidiques, dans lesquels, un simple
groupement carboxyle remplace la phospho-choliRe.6FF047XX serait I'inhibiteur le plus
actif de ce groupe, avec une action contre les gsRIe& plaquettes humaines (Céiaal.,
1996).
Une nouvelle classe d'inhibiteurs de PL&IVA a été reportée, AX006 et AX007. Ces
inhibiteurs contiennent la 2-oxoamide et un grougettarboxyle libre. Les composés 2-
oxoamides inhiberaient autant PL&IVA mais aussi PLAGVIA (Kokotoset al, 2004).

6.4.Indoles
En 1995, il a été découvert un inhibiteur de sPIlgi posséde une structure indole. Les
indole-3-acétamides exercent une interaction agesité actif des enzymes. LY315920 ou
Varespladib est un inhibiteur de PL&IIA humaine. Les dérivés de LY315920, I'indoxame
(Yokotaet al, 1999) et bien d’autres composés de cette faaniteté rapportés dans le cadre
du développement d’inhibiteurs des sRBLA
Lehr a développé une série dindoles, tels que dlEsvés de l'acide 3-acyl-indole-2-
carboxyliqgue (Lehr, 1996) comme inhibiteurs des ARLDivers composés ont été ainsi
développés pour leur propriétés et sont utilisésliamue.

6.5. Oxadiazolones
Une série de 4-alkoxybenzamidines a été synthé&isémur action inhibitrice sur les sPLA
évaluée. PMS815 et plusieurs oxadiazolones exergsntaction inhibitrice sur sPLAGII,

alors qu’ils n’ont aucun effet sur les groupes lllefAssogbaet al, 2005).
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6.6. Aptameres et Peptides
Une famille de séquence développée par la techimol8§LEX Eystematic evolution of
ligand by exponential enrichmgnse lierait aux sPLAhumaines non pancréatiques avec des
affinités nano molaires et inhiberait I'activité zsmatique (Bridonneaet al, 1998). Le
peptide linéaire 36 (PIP-18) inhibe I'activité desdPLA synoviale humaine recombinante. Le
peptide interfére avec la fonction de la sBLiais il inhiberait aussi I'expression de I'ARNm
de la sPLA ainsi que la production de protéines correspomdafinhibition supérieure a
80%).

6.7. Trifluoromethyl Kétones, Polyfluoroketones et Tricabonyles
Plusieurs composés, substituts de trifluoromethgtoes ont des effets inhibiteurs sur la
PLA; GIVA.
Le premier inhibiteur de PLAGIVA fut I'activated ketone arachidonoyl trifluoromethyl
ketone(AACOCF3) (Streeet al, 1993). AACOCF3 exerce une inhibition dose dépets
sur I'enzyme. Ce composé inhibe l'activité lysopploolipase et la production d’acide
arachidonique (Riendeaet al, 1994 ; Li et Cathcart, 1997). Récemment, lirtdn par
AACOCF3 a montré une réduction des déficits cofgnilans la maladie d’Alzheimer
(Kalyvas et David, 2004). De méme, la palmitoyfluoromethyl ketone, la trifluoromethyl
ketone et les analogues d’acidénolenique et d’acide linoleique sont aussi d#sbiteurs
de PLA GIVA (Amandi-Burgermeisteet al, 1997).
Dans les macrophages, les RBlaalcium indépendantes peuvent étre inhibées pZABF3
et par la palmitoyl trifluoromethyl-ketone (Ackernraet al, 1995). Plusieurs composes
trifluoromethyl-kétones ont une action inhibitriser PLA, GVI, avec une action jusqu'a 10
fois plus importante que celle obtenue sur PLAIVA (Denys et al, 2011). La
pentafluoroethyl kétone, FKGK18 sont d’autres cos§®ayant une action inhibitrice sur
PLA; GVIA (Denyset al, 2011). Cette classe d’inhibiteurs a permis dmtner le role de
PLA,; GVIA dans le développement de scléroses (Kalgtad, 2009).

6.8. Pyrroles et Pyrrolidines
Une série de substituts de pyrroles a été dépémpPlusieurs de ces molécules ont une
activité simaire & AACOCF3.
La pyrrophénone est un inhibiteur de BL&IV qui agit sur la libération de I'acide
arachidonique, la formation de la prostaglandipeld&thromboxane Bet la leucotriene B4.
Le degré d’inhibition sur la PGEet la thromboxane Best le méme que celui de
'indométhacine (Lehr, 1996).
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6.9. Methyl Fluorophosphonates
MAFP est un inhibiteur irréversible de PLAGIVA et PLA GVIA (Lio et al, 1996).
L’administration de MAFP prévient de maniere dogépahdante I'hyperalgésie (Svenssbn
al., 2005).

6.10. Bromoenol Lactone
Bromoenol lactone (BEL) est un inhibiteur covalenéversible de PLA GVIA. Sonegt al
(2006) rapportent que cette inhibition se fait lgaproduction de bromomethyl keto-acid qui
va induire une alkylation des groupements thiolsladeystéine, plutdt que de générer un
intermédiaire acyl-enzyme vers le site actif dedane. Dans les cellules 3T6, BEL inhibe la
libération d’acide arachidonique et la productienRIGDE stimulées par le sérum de veau
foetal (Sanchez et Morerat al, 2001). Cet inhibiteur agit a de tres faibles caoirations
comparativement aux inhibiteurs des Bldalcium dépendantes. Toutefois, BEL peut avoir
une action sur les autres familles BLA utilisation de cet inhibiteur requiert donc une
confirmation par d’autres types d’inhibiteurs. D’point de vue thérapeutique, I'inhibition
par BEL activerait la voie de signalisation de 88gMAPK durant la cytostase des cellules
cancéreuses de la prostate (8tal, 2010)

6.11. Pyrimidones et Azetidinones
Les pyrimidones sont des inhibiteurs réversiblesLgePLA,. Une série de} lactames
monocycliques (Azetidinonga été développée en 1998 comme inhibiteur de Lp,RLAw
et al, 1998. SB-222657 a été utilisé comme inhibiteur de LpARpour montrer le rdle de
'enzyme dans la modification oxydative des lipdpioes (MacPheet al, 1999).

6.12. Produits naturels
Dans les années 1980, le manoalide 37 un seste@dlit naturel fut le premier inhibiteur
de PLA de venin de cobra, du venin d'abeille et du higusynovial humain découvert
(Lombardo et Dennis, 985). Il a été isolé chezdigge Luffariella variabilis, avec une
activité anti-inflammatoirén vivo. Plusieurs composés naturels sont en phase d’élinitpue
pour leur propriété d’inhibition de sPLALe thielocine B3 et YM-26567 sont des inhibiteurs
naturels de la sPLATanakeaet al, 1994).

6.13. Autres inhibiteurs
L’Annexine V appartient a une famille de protéirgs interagit avec les phospholipides
d’'une maniere calcium dépendante pour inhiberiVaétde PLA GIVA (Mira et al, 1997).
D’autres composés tels que les Aryl-sulfonamides,dérivés de 9,10-Dihydro-9,10-ethano-
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anthracene, une série de pyrimidines, agissent deiene spécifique sur PLAGIVA
(Vargheseet al, 1998)

7. Autres lipases possédant une activité des phosphmses A
De nombreuses protéines humaines ne sont pas daéEgocomme PLAMais posséde une
activité phospholipase XTableau 10).

Résidus/
Nom : — iy
Type Nom _ Homologie Identification  masse Autre activité
alternatif _
molaire
: protein o
sPLA, Otoconin-90 PLA,L sPLA, sPLA, 493/53  lyso-lecithine
(mouse)
phospholipase y lecithine
cPLA, PLB1 B1 protéine 1458/163 acylhydrolase
PNPLA7 : 1317/145
iPLA PNPLA5S NRE Frotein 429/47 Lyso-
i
? GS2-like PNPLAG TG-hydrolase
PNPLA1 532/57
ai  peroxiredoxin- l-cys Protein Activité
peroxiredoxin 224/25 peroxiredoxing
PLA2 6 aiPLA,

Tableau 10: Liste des protéines humaines non clagséet ayant une activité PLA D’aprés Denist al
(2012).

7.1.Otoconin-90 (Homologue sPLA)
Les sPLA sont caractérisées non seulement par leur sacrétivacellulaire, mais aussi leur
petite taille, leur pont disulfure et leur siteibcbmposé des résidus His/Asp. L’Otoconine-
90/95 (OC 90), aussi appelé Pikke (PLA,L), contient un domaine similaire aux groupes I,
I, V et X des sPLA. OC90 contient chez ’'homme possede 493 acideséanet 453 chez la
souris. L'otoconine est le composé principal déddonie, impliquée dans la gravité chez les

mammiféres (Wangt al, 1998). OC90 n’a toutefois pas été classé commePlLA.

7.2.Phospholipase B (Homologue cPL#
La phospholipase B, précédemment désigné commPlubgl3, n’en est pas clairement une
a ce jour. Les membres PLB1 PLB2, et PLB3 peuvewndrolyser les substrats
phospholipidiques en position sn-1 et sn-2 (Jened, 2007).
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7.3.PNPLA (Homologue iPLA,)
Chez PLA GVI (iPLA,) I'élément clé est le domaine caractéristique aepatatine ; ce
domaine est présent chez les membres de la faRNRLA (Kienesbergeet al, 2009). Il
existe neuf membres de cette famille (PNPLA1-93ietsont des PLAGVI (Schaloske et
Dennis, 2006) .

7.4.aiPLA, (Peroxiredoxin-6)
La peroxyderedoxine 6 (Prx6) contient chez les mdéres un domaine cystéine trés
conservé dans son site actif pour catalyser lact@ude I'hydrogéne peroxyde et des alkyl-
hydro-peroxydes. Cette enzyme de 25 kDa seraienagme bi fonctionnelle, possédant une

activité peroxydase et une activité phospholipaséan et al, 1997).

8. Conclusion

Les phospholipases ,Aont été étudiées depuis plus d'un siécle. Elles éb@ extraites
initialement du venin d'une variété de serpentsa gartir d’'extraits de pancréas de
mammiféres. Dans ce chapitre, nous avons misdigcsur les fonctions biologiques des
PLA,, principalement en tant qu'enzymes digestives. déseloppementd’antagonistes et
d’agonistes de ces enzymes permet de développarodgsoses pharmacologiques capables
de moduler leurs fonctions cellulaires. La struetles fonctions protéiques et les interactions
membranaires des PLAnt aussi permis de mieux connaitre ces enzymes.

De toutes les fonctions étudiées chez les PLeelle qui nous intéresse le plus est
lintervention dans la coupure des AGLC dans laitéabuccale afin de permettre la

perception des acides gras alimentaires par legdesbustatives lipidiques.

Le chapitre suivant expose les modalités gustatimesgénéral, décrit la signalisation
cellulaire dans les bourgeons du godt, et prédeatmécanismes post-oraux de la perception

gustative.
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1. Introduction

Les cellules sensorielles dédiées a la gustatiohregroupées dans des structures sphériques,
les bourgeons du godt (Figure21). Le nombre dedsmurs du goUt peut varier d’'une espece a

lautre, allant de 500 a 20000 bourgeons. La mi#ate ces bourgeons est localisée sur la

face dorsale de la langue. D’autres structuresgejle le palais mou, le pharynx et méme la

partie supérieure de I'cesophage en comptent unedm@oproportion.

Pore gustatif
Cellule épithéliale / )

gustative

Cellule de
soutien

Synapses

Figure21: lllustration schématique d’'un bourgeon dugo(t. Adapté dewww.spectrosciences.com

Les bourgeons sont incrustés dans I'épithéliumulithget regroupés par fonction dédiée, en
papilles. Il existe quatre types de papilles :dakciformes oucircumvallatesituées dans la
partie postérieure de la langue, les fongiformesaminées au niveau de la partie frontale de
la langue, les foliées situées sur les cotés tantpue et les filiformes qui donnent a la langue
sa texture (Figure 22). Chez la souris, les qusfres de papilles sont exprimés, bien qu'il
n'y ait qu'une seule papille caliciforme. Les oé#ls gustatives constituent le siege de
nombreuses interactions entre les molécules sapides récepteurs dédiés a leur perception.
Dans ce chapitre, nous passons en revue la steuetdes fonctions des cellules gustatives
afin de mieux comprendre la signalisation décleach@ des agonistes tels que les acides

gras alimentaires.
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Figure22: Structure des papilles gustatives

2. Les cellules gustatives

Les papilles gustatives sont des organes sensdedis gustation. Chaque bourgeon du godt
contient 50 a 80 cellules gustatives allongeewrdes par des cellules de soutien
prolifératives et périphériques (Wakisala, 2005s ®ourgeons en forme de bulbe d’oignon
laissent un pore ouvert vers I'extérieur (Figure21)

Les criteres morphologiques, neurologiques, ettfonoels acquis par les cellules gustatives
au cours de leur différenciation, ont permis deimisier trois types I, Il et lll de cellules du
golt (Murray, 1993). Ces trois types de cellulesdsg&rencient par leur forme cellulaire

globale, leur structure apicale, leur configuratimurcléaire, leurs organites et la densité de
leur cytoplasme (Figure 23).

2.1.La différenciation des cellules gustatives

La difféerenciation des cellules gustatives peue &xpliquée a l'aide de deux hypothéses.
D’aprés Finger (2005) les trois types cellulairedl] Il pourraient dériver d’'une seule

population cellulaire proliférative, ou il existérdeux populations de cellules souches ; I'une
se différencierait en cellules de type | et 'autrecellules de type Il ou lll. Cette deuxiéme

hypothése permet d’envisager une premiere difféménn en cellules de type lll, puis une
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suivante en cellules de type Il. La transformati@cessiterait une réorganisation majeure du

cytosquelette apical et une perte des structurespsigues.

2.2.Les différents types de cellules gustatives

2.2.1. Les cellules gustatives de type |

Les cellules de type | sont minces et possedentraadorte densité cytoplasmique. La partie
apicale cytoplasmique présente des granules de &0800 nm. Leurs nombreuses

microvillosités peuvent affleurer dans la cavit€dale (Figure 23).

T_vpe 1 ’i’ype 11 iype 111
(“dark"} {“light”) {(“intermediate”)
long apical ... short apical single thick
microvilli " microvilli || apical process
apical dark _
granules elongate,
| large | & \invaginated
electron- round G ' mueleus
dense /electron-
invaginated ' lucent ¥ synapse
nucleus nucleus
NTPDase2
(ectoATPase) nerve
GLAST Lo processes NCAM
| SNAP-25
TrpM5 g
Gustducin (subset) S-HT (subset)
PGP-9.5 (subset)
T1Rs
ToRe PKD2L1

Figure 23 : Les caractéristiques des types I, Il dtl de cellules gustatives chez les rongeurs.
D’aprésKataokaet al, (2008)

2.2.2. Les cellules gustatives de type Il
Les cellules de type Il ont un noyau rond et largeis de courtes microvillosités uniformes.

Elles expriment de nombreuses molécules impliqudmss la transduction des stimuli

gustatifs des saveurs sucrées, ameres et umace, gnére autres aux récepteurs T1R et T2R
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(Hoon et al, 1999; Miyoshi et al, 2001). Des molécules de transduction de signat so
exprimeées par des cellules de type Il, suggéramtdetivité sensorielle. En effet ces cellules
expriment des marqueurs de la transduction deasggustatifs, b-gustducine (Boughteat

al, 1997; Yanget al, 2000), la phospholipase & et le récepteur de I'inositol-triphosphate
(IP3R) (Clappet al, 2001 ; Miyoshet al, 2001).

2.2.3. Les cellules gustatives de type IlI

Les cellules de type 11l sont minces. Leur densitieur morphologie sont intermédiares entre
le type | et le type Il des cellules du godt figut8). Ces cellules possedent une seule
microvillosité et forment des synapses avec le wmedtatif. Elles expriment la protéine
membranaire synaptique SNAPZyrjaptic associated protei5 kDa) (Yanget al, 2000) et

la molécule d’adhérence neuro-cellulaire, NCAMfronal cell adhesion molecliléNelson

et Finger, 1993). La présence de connexions synagsidans les cellules de type Il laisse
envisager leur implication dans la transmissionl'iéormation gustative vers les centres
nerveux afférents (Lindermann, 1996 ; Murray 198®utefois, ces synapses ne sont pas les
structures synaptiques classiques. Les bourgeorgodude la papille caliciforme ont une
immuno réactivité avec un neuromédiateur, la sém® (Kim et Roper 1995). Cette
population cellulaire n’exprime pasugustducine (Yeegt al. 2001).

2.3. La communication intercellulaire
Ces trois types cellulaires 1, Il et lll seraiergspectivement des cellules gliales, des
récepteurs et des cellules pré-synaptiques (Boughtal, 1997; Yang et al, 2000). Les
cellules de type Il et Ill expriment des marqueaesnmuns tels que la synaptobrevine-2
(Yanget al, 2004), I'ubiquitine carboxyle terminale hydre¢a(PGP 9.5). (Yeet al 2001).
Il existerait une communication entre les typesutates Il et lll, du fait qu'elles expriment

les mémes marqueurs (Figure24).
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Figure24: Les communications cellules-cellules dankes bourgeons du golt de papille caliciforme de
souris. D’apres Roper, (2007)

Les communications de cellules a cellules dansbteaggeons du godt sont differemment
interprétées. Elles faciliteraient la transmisgiinformation vers le systeme nerveux central.
Selon Roper (2007). Les cellules réceptrices de typecrétent 'ATP suite a une stimulation
gustative. L’ATP stimulerait les fibres nerveuségrantesvia les cellules pré synaptiques de
type lll. Ces fibres favorisent la libération deaénine (5-HT). Les sites post-synaptiques de

le 5-HT pourraient inclure d’autres types cellwsirpour une activation paracrine.

3. Latransduction du godt

3.1. Les récepteurs du goat
Le golt est un systeme sensoriel impliqué dansék@ection des composés variés qui
produisent de I'énergie calorique. Il permet deedtr et de distinguer les stimuli sucré,
amer, acide, salé et 'umami (Lindermann, 2001§tape initiale de cette perception passe
par les récepteurs présents dans les cellules@tiegest meédiée par les canaux ioniques. Les
cing variantes du goQt connues a ce jour passanteparécepteurs (TR, Taste Receptor)
couplés a la protéine G (Hoat al, 1999). Les récepteurs T2R seraient impliqués dan
détection du godt amer (Chandrashekar et al., 20UMR3 est sensible au sucré (Mstxal.,
2001). Les récepteurs T1R1 et T1R2 seraient regptes de la détection du sucré et de
'Umami chez les mammiferes. L'umami serait aussr¢cp par le récepteur mGluR4

(Chaudhariet al, 2001). Tous les récepteurs T1R et T2R sont dadesedu godt de type Il
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Differents mécanismes sont proposés par Gilbersbral. (2000) pour expliquer les
transductions du signal dans les TRCs chez le€bgs. Cette voie de la PLest aussi
utilisée par le golt sucré. Aucune voie n'est uéit@e, certaines transductions peuvent
utiliser d’autres médiateurs ou intervenir de fagonultanée a d’autres.

Les récepteurs orphelins T1R (Figure 25a), lesptéces activés par les composés amers
T2R/TRB (Figure 5b), et le récepteur du golt umémiGluR4, figure 25b) contiennent sept
hélices transmembranaires. Il s'agit d'une car@tiue typigue des RCPG. Les
MDEG/ENaC (Figure 5d), sont des canaux ioniquas ¢des membres ENa@githelmial
sodium channg| ASIC (acid-sensing ion chann@J<DRASIC dorsal root ganglion ASICet
MDEG (mammalian degenerjrsont les plus simples avec deux domaines transmagraires.

Ces récepteurs permettent la transduction des galé et acide.

{b)

MHs
!!?E'FE i
sdiiid sl
TzR/TRB CO0H

{d)

M
MDEG/ENaC

Figure25: Topologie membranaire des récepteurs ddRC. D'aprés Gilbertson et al., (2000).

3.2. Lagustducine
Les protéines GQGuanine nucleotide binding proteinsont des membres des GTPases. Elles
sont un relais pour la transduction de signauxases la cellule. Leur découverte a été
récompensée par un prix Nobel en 1994 (Gilman etbB. Les protéines G possedent des
sous-unités, B, ety. Les sous-unités & sont composées du domaine GTPase et d’'une hélice
a. Les réactions biochimiques sont controlées gayuition GTR>GDP. L'a-Gustducine est

un marqueur spécifigue des TRC qui controle deutesade réponses, une diminution de

ere
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'AMPc (adénosine monophosphate cyclique) dans TBC et une production de I'{P
(Gilbertson 2000). Les souris ayant une déficiemrte-Gustducine ont une réponse moindre
suite a I'ingestion de composés amers et sucrén@\wtoal, 1996).

3.3. Les modalités gustatives

3.3.1. Le sucré

Le godt sucré active une voie de transduction suita signal initié par un RCPG. Cette voie
implique deux seconds messagers, 'AMPc produitel’pdénylate cycliqgue (AC) et 'l
géneéré par la P& (Figure 26d) (Lindermann, 1996 ; Herness et Gitlmer, 1999). Dans les
cellules gustatives de rat, le sucrose induit uituxncalcique alors que les édulcorants
artificiels, saccharine et SC45647, augmententleium intracellulaire a partir des réserves
internes (Bernhardit al., 1996). L’AMPc généré dans les deux cas dépoléesdRC via la
phosphorylation de protéine Kinase A (PKA) et irthla conductance de’Kia la fermeture
des canaux potassiques basolatéraux. Il existemaitségrégation cellulaire car les cellules
réceptrices du golt activées par les saveurs suofént aucune réponse suite a des stimuli
amers (Bernhardit al.,1996).
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Figure26: Différents mécanismes de perception gugtae proposés par Gilbertsonet al (2000).
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3.3.2. L'amer

L’amer passe par des RCPG, en faisant intervegpecivement la phosphodiestérase et la
PLCB2. Les composés amers tels que le dénatonium PRIBP activent des isoformes
particuliers du TR/TRB qui induisent l'activatiore da gustducine. L’activation de la sous-
unité o de la gustducine stimule la phosphodiestérasgdrblyse I'AMPc alors que les sous-
unitéspy activent la PLB2 et la production de I'i Le calcium est ainsi libéré a partir du
pool intracellulaire. D’autres composés amers tgle la quinine inhibe les canaux K+

apicaux dans certaines especes (Figure 26e).

3.3.3. L’'acide

Le golt acide est détecté par les canaux a protasss.protons (B perméabilisent les
canaux ENaC, activent les canaux a catioislépendants, MDEG et inhibent les canaux K

apicaux.

3.3.4. Le salé

Le godt salé est contrblé par les canaux ENaC [dessa I'amiloride (Gilbertsonet al,
2000). Les sels de sodium dépolarisent les TRCI'wiiux de Na™ a travers les canaux
(Figure26a).

3.3.5. L’'Umami

Le L-glutamate qui a un golt d’'umami active le pgear tmGIluR4, un RCPG, qui diminue le
niveau de '’AMPc par l'activation de la phosphodéease. Cette diminution de ’'AMPc peut
lever l'inhibition des canaux calciques, inhibés piMPc. D’'autres acides aminés tel que
larginine (L-Arg) activent les récepteurs ionotigyges du glutamate et induisent la

dépolarisation des TRC (Figure 26c¢).

3.4. Les comportements alimentaires liés a la perceptiogustative
L’activation des récepteurs du godt par la fixatd®s substrats (molécules sapides) entraine
la transmission de l'information au cerveau viatg/au du tractus solitaire puis par la suite,
des secrétions intestinales (Khan et Besnard ;)2@&z les rongeurs, il existe une attraction
spontanée pour les aliments enrichis en lipidesmiiian, 1964). Les souris, peuvent
reconnaitre des acides gras alimentaires sangeexitodeur (Saitou &l. ; 2009). La section
du nerf gustatif chez la souris annule toute diéteabu préférence (Stratforet al, 2006;
Gaillard et al, 2008). Des comportements similaires existent d¢tneenme (Mattes, 2009).

En effet, chez les humains, lorsqu’on minimiseféiotion en bouchant le nez, ou lorsqu’on
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modifie la texture, les acides gras alimentairesspdent toujours une saveur (Chale-Retsh
al., 2007). Cette saveur n'est similaire a aucunectl@gsaveurs précédemment décrites mais
est identifiable et succulente. La perception d#ecsaveur serait déterminante dans le
comportement alimentaire des humains. Il a ététatihgjue les personnes obeses ont une
préférence pour les aliments contenant une foxpgqution d’acides gras, contrairement aux

personnes dites minces (Drewnowskal, 1985 ; Meleet al, 1988).

De nombreux travaux suggerent I'existence d’'uneéésie modalité du golt dédiée a la
perception des acides gras (Khan et Besnard, 200%¢ste a étudier I'implication des

cellules réceptrices du golt candidates a la pgored’'un godt du gras.

4. La signalisation des cellules gustatives lipidiques le godt du gras »
La détection des acides gras par les cellules néoep du golt a été peu étudiée. Kawai et
Fushiki (2003) ont proposé qu’une lipase lingu&AT/CD36 libére les acides gras pour
permettre leur détection par les cellules gustatider godt. L'immuno-localisation de
FAT/CD36 (atty Acid Transporter/CD36figure 27) dans la partie apicale des cellules de
papilles caliciformes de souris (Laugeredteal, 2005) a permis de suggérer que les cellules
de ces papilles seraient adéquates pour cettadané&in effet, le FAT/CD36 possede une trés

forte affinité pour les acides gras a longue chéidadlie et al, 1996).

4.1. Les récepteurs impliqués dans la signalisation de®llules gustatives
Trois protéines membranaires seraient impliquées ¢k transport des AGLC ; le Fatty Acid
Binding Protein, FABP (40kDa), Fatty Acid Transleea(88 kDa, fortement glycosilé),
homologue du CD36, et le Fatty Acid Transport RIotEATP (62 kDa).

4.1.1. Le FAT/CD36

La protéine CD36 appartient & la super-famille désepteursscavenger la famille des
récepteurscavangede la défense de I'héte, et la classe SR-B. Le@&3 formé de :
- 471 résidus d’acides aminés
- une région transmembranaire de 27 acides aminsgl{g£439 — 465) et une autre
région transmembranaire potentielle a coté derbenité N-terminale
- une partie cytoplasmique trés réduite (résidus-4881)
- une région extracellulaire de 438 acides aminésfec@ant une région hydrophobe

(résidus 184 — 204) qui s’associe probablement Eveembrane cellulaire externe.

ere
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CD36 est exprimé au dans les plaquettes (88 Kd& Kda) les macrophages, les monocytes
matures, les cellules endothéliales microvascudales cellules endothéliales mammaliennes
(80 — 90 KDa), et dans les cellules erythroidienerestade de développement (Greenwglt
al., 1994). Les autres appellations de CD36 sontlGREPIV, OKM5-antigene (Ockenhouse
et al 1989; Leunget al, 1992). La protéine CD36 possede un site deifimgiour différents
ligands tels que les acides gras, la thrombospertites LDL oxydés, les produits fortement
glycosylés, les peptides de libération d’hormonegmbissance, et une protéine membranaire
exprimée dans les entérocytes infectés p&. l&alciparum(Silversteinet al, 2009) (Figure
27). Cette protéine est impliquée dans la recoeante et la phagocytose des cellules
apoptotiques, sert de molécule d’adhésion celkilaans I'agrégation et I'adhésion des
plaquettes, intervient dans les interactions calles entre plaquettes, monocytes et
plaquettes, et entre cellules tumorales. Cettepretoue aussi un réle de cytoadhérence des
enthérocytes infectées galasmodium falciparunfEndemanret al. 1993).

En ce qui concerne les modifications post-trantionglles de CD36, il existe deux formes
alternatives de ’ARNm, une premiére qui n’a pasrksidus d’acides aminés 41 — 143 et une
deuxieme qui n'est pas encore traduite mais damselle les derniers 89 résidus d’acides
aminés sont enlevés. Quant aux modifications poatluttionnelles, les 10 sites de
glycosylation de la région extracellulaire permettene glycosylation qui lui confére sa
résistance au clivage protéolytique ; la thréon@i est phosphorylée et le CD36 est
palmitoylé sur I'extrémité cytoplasmiques N- eténninale.

La structure du CD36 (Figure27) présente une giyaiéme en forme d’épingle a cheveu.
Elle possede une large poche extracellulaire Iséali entre deux courtes queues
cytoplasmiques (Abumraet al.,, 1993).

Laugeretteet al, (2005)ont mis en évidence le role de CD36 dans la pameptes lipides
par les souris. En effet, I'inactivation du gene 3Blabolit la préférence spontanée pour les
acides gras a longue chaine observée chez des smumales (Laugeretit al, 2005). II
semblerait que la protéine CD36 et la protéirgustducine, connue pour son implication
dans la perception gustative, ne coopéerent pas ldafiosiction de lipido-réceteur. Ces deux
protéines ne sont pas systématiquement exprimésmmite dans les récepteurs du gout
(Laugeretteet al, 2005) et de plus, l'inactivation du gene de lat@ine o-gustducine
n'affecte aucunement le comportement des souria-vis des lipides.

Le CD36 affecte la phase céphalique de digestiduiie par la fixation des acides gras. Cette

phase pré digestive prépare I'appareil digesti@ivée des acides gras. De fait, la sécrétion
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de bile observée aprés activation du CD36 par diélesgras a longue chaine est supprimée

chez des souris CD36 KO (Laugereadteal, 2005).

Tous ces résultats ont permis de confirmer que D8B&Clingual est impliqué dans la

perception des lipides alimentaires chez les rorsgguour favoriser la consommation, la

digestion et I'absorption des aliments riches ezrge.

Les esters d’AGLC sulfo-N-succinimidyl (Figure28¢ dient de fagon spécifique au
FAT/CD36 et inhibent le transport des AGLC a travea membrane. Dans les fractions
membranaires d’adipocytes de rat, le SSO réduib®d I'entrée des AGLC (Tanaka et

Kawamura, 1995).
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Figure27: Structure de FAT/CD36. Adapté deCayman Chemicals
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Figure 7: Structure des esters de sulfo-N-succinimidyl d’acide gras. La molécule est le produit d'un
groupement sulfo-N-succinimidyl et d’'une chaine acyle (myristate, palmitate ou oléate).

4.1.2. Les GPR

FredRikssoret al. (2003) ont identifié un récepteur orphelin de K24 couplé a la protéine
G, GPR120. Le GPR120 fonctionne comme un récepmtearAGLC insaturés et est tres
exprimé dans lintestin de souris et dans celui’ldemme (Hirasawaet al, 2005). Les
réponses au nerf de la corde du tympan et au fes$gpharyngien ont été émoussées chez
des souris GPR120 KO (Cartosti al., 2010). De nombreux acides gras sont des ligdeds
GPR40, un autre récepteur orphelin de 41 kDa coaplk protéine G (ltoket al, 2003).
GPR40 a été localisé dans les papilles caliciforete®liées.GPR40 est exprimé dans le
pancréas et module la sécrétion d’insuline pardasport d’AG. GPR40 est aussi exprimé
dans les cellules entéro-endocrines de l'intestim@dule la stimulation de I'incrétine par les
AG (Cartoniet al, 2010). Matsumurat al, (2007) ont montré I'expression de GPR 40/120
dans les papilles caliciformes de rat. Par cotdseeARNmM correspondant ne sont pas détectés
dans I'épithélium lingual non sensoriel. Il n'exdsi ce jour aucun couplage mis en évidence
entre CD36 et GPR. Dans les cellules STC-1, urm@éégde cellules endocréniennes, les
acides gras induisent via le GPR120 la mobilisatiancalcium et la libération de GLP-1
(glucagon-like peptidejl(Hirasawa, 2005). GPR120 et CD36 emprunteraie# voies
différentes pour favoriser la transcription de sfiiniés a la perception des acides gras. Le
réle de CD36 dans le mécanisme de transductiont ggmebablement de transférer les
molécules d’acide gras au GPR120. Un transporeraitgequis pour transférer les molécules
au récepteur a partir de la salive ou il y aurssiogiation grace a des protéines de liaison. Il a
déja été démontré que CD36 est un co-récepteur nodacilitateur de I'activation des
récepteurs Toll-like TLR2 et TLR6 par le diacylglyre (Hoebe, 2005) et que la SNMP, la
protéine homologue de CD36 chez la drosophile, essentielle pour la détection des
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phéromones, qui sont eux aussi des acides grasofBet007). Dans les deux cas CD36 agit
comme un transporteur du ligand vers le récepteur.

La transduction des AG pourrait faire intervenis leanaux DRK, “canaux potassiques
retardés”. lls sont inhibés par les AGRI vitro (Gilbertsonet al,, 1997). Ces canaux
contribueraient a la perception du gout du grad¢pendamment de la signalisation des
RCPG.

GPR120 et GPR40 ne sont pas associés a la gustdtaniria réponse aux AG est normale
chez les souris qui n’expriment pas-fustducine (Martiret al, 2011). Les deux RCPG
jouent un role dans le mécanisme de transductiagrakiet sont largement exprimés dans les
bourgeons du godt, notamment les type | pour GRR4ype Il pour GPR120. La sélectivité
du golt serait déterminée par la co-expression ER4B ou GPR120 avec CD36 et une
régulation en aval des DRK. Alternativement, il asempossible que toutes les cellules
expriment GPR40 et GPR120 et I'activation se fgraitI’AG ou par des neuromédiateurs qui

encodent le signal du gras.

4.2.  L’activation des Protéines Tyrosines Kinases (PTK)

Dans les plaquettes humaines, l'activation du FAJ3€ par la thrombine induit la
phosphorylation de plusieurs protéines sur lesludsiyrosine. Les protéines tyrosines kinases
(PTKs) responsables de ces événements de phosimrybn été recherchées. Des PTKs
reliées a Src (pp60SRC, pp60FYN, pp62YES, pp61lHE&K)eux produits Lyn correspondant
a 54 et 58 KDa ont été détectés dans ces plagieltemget al1991). Il a été montré que le
CD36, une glycoprotéine majeure des plaquettesndibrun complexe protéique avec les
proteines Fyn, Yes et Lyn. Des associations simgabnt été observées dans les cellules
melanomiales C32 et les cellules Hela. Les PTKst smpliquées dans les couplages
protéigues au niveau de la membrane plasmique gonsé a des stimuli. Ces résultats
suggerent que les interactions des récepteurslasdigands pourraient activer les voies de
signalisations qui sont générées par la phosphangldes tyrosines. Les Src sont activées par
I'action d’'une phosphatase, ou par le changemenbdfrmation suite a une interaction avec

une autre molécule.

4.3. La signalisation calcique
L’ion Ca®* est I'élément chimique le plus abondant dans tpschumain (2 % du poids total).
Il joue un réle important dans la coagulation dngsda contraction musculaire, le relarguage
de neurotransmetteurs, la mobilité du cytosqueléte signaux calciques contrélent une tres

grande variété des évenements cellulaires. Le uralgdeut contréler la croissance et la
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différenciation cellulaire, ou induire I'apoptoska concentration intracellulaire des ions
calcium libres est généralement de I'ordre du nanateire, mille fois inférieure a celle du
milieu extracellulaire. Il existe deux possibilit#augmentation du calcium intracellulaire ; la
premiere possibilité estqu’il y ait un influx a pardu milieu extracellulaire via les canaux
calciques de la membrane plasmique. Les iorfé €a déplacent selon le gradient électro
physiologique. La deuxiéme possibilité est une réhién des réserves calciques
intracellulaires, constituées par exemple par tieuim endoplasmique, activé par klIR.es
réserves sont limitées et doivent étre reconsstwe@artir de I'environnement externe. Le

réapprovisionnement s’effectue par les canaux d@piés calciques (Montell, 1997).

4.3.1. Le déclenchement de la signalisation

Dans la majorité des cellules animales, le sigadétigue commence par une mobilisation
calcique des réserves intracellulaires suite aivation des canaux dédiés. Les activités
tyrosine-kinase induites lors de I'activation désapteurs produisent une phosphorylation de
nombreuses protéines cellulaires, telle que la pmgpase C (PLC) (Junet al, 1990). La
PLC hydrolyse la phosphatidyl inositol 4,5diphogehéPIR). Parmi les produits de cette
hydrolyse, figurent I'lB, et le diacyl-glycéro (DAG). Le DAG est un actigat naturrel de la
PKC (Nishizuka, 1986). L'IP se fixe sur les I'lER situés sur la membrane du réticulum

endoplasmique et induit la libération des résecatsiques intracellulaires (Berridge, 1984).

4.3.2. Le modele capacitatif

Il s’agit d'un courant calcique activé par la déé du calcium interne. Ce mécanisme
particulier fait suite a un influx de calcium appeéentrée de calcium capacitif. En
électrophysiologie, le courant calciqgue qui en itésast nomméckac (Calcium Release-
Activated Calcium curreit Plusieurs hypothéses scientifiques pourraieqtligxer cette

réentrée de calcium.

4.3.3. L'influx SOC
D’aprés Putney et McKay (1999), les canaux app&8€&€C 6Etored operated calcium

channel¥ ont une réponse exclusive, suite a la déplétanigque, favorisant ainsi I'influx
calcique. Les signaux permettant I'activation dasazix SOC sont encore inconnus, mais

trois hypothéses tendent a expliquer cette actimati
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4.3.3.1. Les hypotheses

La premiére hypothése est celle du couplage comfitonmel. Suite a un signal, le
récepteur de I'lPsitué sur la membrane du réticulum endoplasmiiqitesrait une interaction
directe avec les canaux SOC situé sur la membréamnmue. Cette hypothése serait
confortée par I'existence d'une interaction enge tanaux TRPC1l et TRPC3 et iR
(Boulay et al, 1999; Rosado et al, 2002). Toutefois, I'hypothése du couplage
conrformationnel est remise en cause par le fag s canaux TRP sont activés sans
l'intervention de I'RR (Jayaramast al., 1995).

D’aprés I'hypothése du messager diffusible, lesaoarncalciques fusionneraient avec
la membrane plasmique pour activer l'influx SOCe mécanisme n’a toutefois pas été
identifié (Patterson et al. 1999 & Yao et al., 1p9IYaprées cette hypothese, lorsqu’ils ne sont
pas actifs, les canaux SOC ne seraient pas losais@iveau de la membrane plasmique, et y
seraient insérés, suite a une déplétion calciquarmpanécanisme d’exocytose.

La troisieme hypothése, la plus probable (Figure28}) celle de I'existence d'un
facteur, CIF ¢alcium influx factoy. Il s’agit d'un composé de faible poids molécrdgourifié
a partir de cellules T Jurkat stimulées. Le Cledédpar le réticulum endoplasmique est de
nature non protéique et phosphorylé (Randriamanepifasein, 1995). Le CIF pouvait activer
la phospholipase AC&*-indépendante (iPLA localisée proche de la membrane plasmique
(Smaniet al, 2004). Le clivage des phospholipides par iPgAnére I'acide arachidonique et

des lysophospholipides. Les lysophospholipideyvacient directement les canaux SOC.

ere
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Figure29: Les trois théories de I'influx SOC.

La déplétion du Ca dans les réserves du RE induit 'ouverture desea SOCL, il existe un lien direct avec
['IP3R qui ouvre le canal SOC, c’est une analogie awdieh qui existe entre les récepteurs de la ryueoet
les canaux Ga 2, la déplétion du C4 induit la fusion des vésicules contenant SOCs ¢ dgemembrane
plasmique.3, un second messager diffusible libéré, a padiRE déplété de Gj active les SOC. D'aprés
Clapham (2003).

4.3.3.2. Les canaux impliqués dans I'influx SOC

L'influx SOC, encore appelé CRAGE" Release Activated €3 a été identifié dans les
mastocytes et les lymphocytes T (Hoth et Penn@2)1Des courants CRAC ont depuis été
identifies dans de nombreux types cellulaires (aet Penner, 1997). La nature moléculaire
des canaux SOC a longtemps été difficile a idemtifusqu’a la découverte de STIM1 et
ORAIL (Feskeet al, 2006).

ORAIL (aussi appelé CRACM1, TMEM142a) appartieniree nouvelle famille de canaux
ioniques. Les autres membres de cette famille €AI2 (ou CRACM2, TMEM142b) et
ORAI3 (CRACM3, TMEM142c). ORAI1 a été identifié dames cellules S2 de drosophile
(Feske et al, 2006).Chez 'homme, le géne d’'ORAI1 est composé de dewnn® et code

ére
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pour une protéine tres conservée de 301 acideséamdes protéines, quatre domaines
transmembranaires et les extrémités N- et C-telssniatracellulaires (Feske, 2010). D’'un
point de vue stoechiométrique, les canaux CRAC sontposés de quatre unités d’'Orail (Ji
et al, 2008)). Une expression simultanée d’Orail aveld&TFigure30) serait la cause de la
naissance d’'un courantrac (Peineltet al, 2006). Quant a la contribution d’Orai2 et Orai3
dans 'infux SOC, en dépit de leur expression siamde dans de nombreux tissus et organes
(Feskeet al, 2009), Orai2 serait incapable de restaureffliin SOC dans des cellules
dépourvues d’Orail, alors que Orai3 entraine amniglie restauration (Gwaak al, 2007).
STIM1 (stromal interaction molecujeest essentiel pour linflux SOC. STIM1 a été
initialement identifié comme suppresseur de tummeammeé GOK, exprimé dans le muscle
squelettique, mais absent dans le rhabdomyosaramimeson expression induit la mort
cellulaire (Sabionet al, 1997, Parkeet al, 1996). STIM1 et son analogue STIM2 sont des
protéines transmembranaires phosphorylées contet@niultiples domaines protéiques
(Maniji et al, 2000).

STIM1 est une protéine transmembranaire a passsigaaiqui est principalement localisés
dans la membrane du RE, bien qu’exprimé dans labreame plasmique (Mangt al, 2000).

Les domaines protéiques de STIM1 comprennent entres deux domaines nécessaires pour
la détection du calcium et un motif SAMtérile alpha motjf (Williams et al, 2001). Les
dysfonctionnements dans le fonctionnement d'Oraifovgquent le développement
nombreuses pathologies comme la formation de thusm{Braunet al., 2009) et de

meétastases de cellules cancéreuses (¥aab 2009).
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Figure30: Activation d’Orail par STIM1 lors de la déplétion calcique.Lorsque les cellules ont des réserves
calciques élevées, STIM1 est localisé dans uneigumation inactive dans la membrane du RE, non d@ra
membrane plasmique et ORAI1 (& gauche). L'appaement des réserves calciques déclenche la libérdéi
calcium a partir du RE. STIM1 se lie directemer@rail suite a une libération minimale de calciumcti{ation
des récepteurs a I'f)p D’'apres Feske S, (2010).

4.3.4. Le rble des MAPK dans la signalisation des cellulegustatives

L’activation de CD36 active plusieurs voies de siggation cellulaires. De nombreux travaux
rapportent I'activation de la voie des MAPK suiteeélle de CD36. Suite a l'activation de
CD36, les p38 MAP Kinases sont activées dans lhdes endothéliales TSP-1, JNK 2 dans
les macrophages via la src-PTK, FYN. Dans les @tgs les LDL oxydés recrutent FYN et
LYN pour induire la phosphorylation de MKK4 et JNKEhenet al, 2008). Dans les
macrophages de rats le sérum Amyloid A (SAA) ackv€D 36 puis les 3 familles de MAP
Kinases, principalement JNK. Dans les cellules H&K2une lignée cellulaire transfectée
avec un plasmide contenant CD 36, l'activation®&A du CD36 induit 2 familles de MAP
Kinases, les ERK1/2, et les JNK, ceci augment@itassion de cytokines, I'lL8 (Baranogt
al, 2010). Les SR-BI/CLA-1 présentss dans l'integtment un rbéle dans le "sensing" des
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micelles postprandiales. Leur activation induitti\zation de 5 protéines Kinases: pAK1/2/3,
MEK1, p38a, ERK1/2, et PKA, dont des MAP Kinasess@rotéines kinases vont induire la
sécrétion de triglycérides riches en lipides (Ba#sst al, 2009). Récemment, une étude sur
des cellules CHOchinese hamster ovgra montré que la libération d'acide arachidoniegte
régulée par des PlAactivés par la phosphorylation des ERK1/2. (Ketal, 2011).

En ce qui concerne les papilles gustatives, oncaatles EGF régulent la croissance des
papilles gustatives grace aux récepteurs EGFREIGFR sont activés par MERK/ERK, p38
Kinases, et PI3K/Akt. De méme, dans les cellulesroreales, les récepteurs AMPA de la
région pré synaptique activent les MAP Kinasesljp@ermédiaire des src PTK (Schemk

al, 2005). Les caractéristiques neuronales des esllglstatives laissent penser qu'un tel
sytéme serait impliqué dans leur signalisation.

L’activation des cellules PC12 par la pardaxineuibtlactivation de MEK-ERK de maniere
calcium dépendante et la libération de DopaminedBishildermaret al, 2001). Tous ces
résultats laissent envisager une implication dedi@ des MAPK dans la signalisation des
cellules gustatives. A nos jours aucun travail felrmia été effectué.

4.3.5. La transmission de l'information gustative au cervau

4.3.5.1. La libération de neuromédiateurs
Dans une cellule réceptrice sensorielle, le stisgustatif provoque une modification du

potentiel membranaire, c’est la transduction. langduction d’'un signal gustatif implique
plusieurs processus différents, mais une voie ditaimmune. En effet, I'interaction entre la
molécule sapide et son récepteur entraine une aégailon de la membrane cellulaire
conduisant & une augmentation intracellulaire doiwa. L'activation de plusieurs voies de
signalisation intracellulaire entraine la libératime neurotransmetteurs vers les voies

afférentes des fibres nerveuses gustatives.

4.3.5.1.1Les cathécolamines

Les catécholamines sont des produits organiquéa teosine. Elles peuvent jouer un role
hormonal ou de neurotransmetteur. L'adrénaline n@girine), la noradrénaline
(norépinéphrine) et la dopamine sont les catéchiaksnles plus courants. La structure des
catécholamines est basée sur un noyau portant siiopoinitiale une chaine latérale
éethylamine parfois substituée. Le noyau catécholcasactérisé par la présence de deux
groupements hydroxyles adjacents sur un noyau hapeeen position 3 et 4. Les cellules de

la médullo-surrénale et les neurones post-gangliemdu systéme nerveux orthosympathique
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sont responsables de la synthése des cathécolarémesmposé le plus simple de la famille
des catécholamines est la dopamine. Elle est toéstd’'un noyau catéchol et d’'une chaine
latérale éthylamine. L'adrénaline est a la fois ngurotransmetteur du systéme nerveux
central et une hormone de la circulation sanguiaenoradrénaline eégalement présente dans
le sang, est quant a elle, un neurotransmettesystéme nerveux sympathique périphérique.
Le nom de la noradrénaline est dérivé de I'adré@eale préfixenor-, qui signifie non radical,
indique I'absence de radical méthyle (Figure31).

Catéchol  Ethylamine

| OH

HO

hH

kJ

Catécholamin Dopamine
HO HO
oH OH
[ [
HO H—CH2— MH, HO H—CHZ— M — CHy
H
Adrénaline Noradrénaline

Figure31: Structure chimique des différentes catéatlamines

4.6.5.1.2. La sérotonine

En 1935, V. Erspamer a montré I'existence d’'unestarize extraite de l'intestin capable de
contracter les muscles lisses. Cette substancappelée entéramine. Le nom de sérotonine,
dérivé de séro (serum) et tonin (tonus), a été éqam M.M.Rapport et ses collaborateurs en
1947 aprés avoir suggére I'existence d’une tellééoude dans le sérum. Par la suite, cette
molécule a été dentifiée comme étant la 5-hydrgpyamine (5-HT). En 1953, Twarog et
Page ont démontré que cette amine biogene joué lausde de neurotransmetteur dans le
cerveau des mammiferes.

La sérotonine ou 5-hudroxytryptamine (5-HT) stimués fibres sensorielles afférentes
gustatives quand elle est injectée a l'intérieurlaléangue a coté des bourgeons du godt

(Esakovet al, 1983), la 5-HT pourrait étre le neurotransmettdes bourgeons du godt
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(Nagaiet al, 1996). La sérotonine est présente dans unemgusation des cellules de goat
chez plusieurs espéeces (Kim and Roper, 1995). &senammiféres, les cellules du goQt qui
ont une synapse avec les fibres nerveuses sortbsérgiques. Les récepteurs de la 5-HT
sont localisés dans les cellules du godt (Kelal, 2004). Les cellules du godt liberent la
sérotonine chez les amphibiens lorsqu’elle sonbldgisées (Nagaet al.,1998). L'utilisation

de cellules bio-détectrices a montré que la séntoest secrétée par les bourgeons du go(t et

gue la stimulation du goQt provoque la libérati@enla sérotonine (Huareg al, 2005).

4.3.5.2. Transformation de l'information gustative

Le stimulus chimique entrant en contact avec lespteurs gustatifs induit la libération de
neurotransmetteurs qui conduisent a I'excitationfidiees nerveuses afférentes en générant
des potentiels d’action. Les fibres nerveuses @t @mifications dans plusieurs papilles
parfois plusieurs dans une méme papille (Miller71)9 Les bourgeons du go(t sont innervés
par le nerf VII, le nerf IX et le nerf X (FigureB2

Les nerfs innervant les bourgeons du godt produides facteurs de croissance nécessaires
pour leur survie (Guth, 1957 ; Ganchrow et Ganchr®89). Lorsque les nerfs gustatifs sont
sectionnés, les bourgeons du godt dégénérent. drés peuvent cependant se régénérer puis
ré innerver les papilles, ce qui contribue a lanfation des bourgeons du gout (Cheal et
Okley, 1977). Chez le rat, la capacité a différende salé de l'acide est altérée par une
section de la corde du tympan, alors que celleldssgpharyngien n'a pas d’effet sur cette
discrimination (Spector et Grill, 1992). Le gloskapyngien contribue plutét & détecter le

golt acide et les composés pouvant étre toxiguasljpoganisme (Spector et St John, 1998).
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Figure32: Innervation de la langue par les nerfs X|X et VII.

Les branches gustatives sont, 1, le grand petsogarieur (GSP) (branche du nerf VII), qui inndevgalais ; 2,

le glossopharyngien (branche linguale du nerf 1X) opnerve la partie postérieure de la langue (f&pi
caliciforme et foliées) ; 3, la corde du tympanafirhe linguale du nerf VII), innervant la partigéaieure de la

langue, donc les papilles fongiformes, ainsi queagees papilles foliées. Ses fibres empruntemitaget du nerf

trijumeau, puis ces neurones quittent le nerflaigour former la corde du tympan ; 4, Le nerfua¢pranche

supérieure laryngée du nerf X) qui innerve les beans du gout autres que ceux présents sur ladangavoir

le larynx, le pharynx et I'cesophage. D’aprés Gallizt al (2008).

5. Conclusion

La signalisation des cellules gustatives lipidiqggerésume comme suit : l'interaction d’'un
acide gras a longue chaine (acide linoléique) a&®eCD36 augmente la concentration du
calcium libre intracellulaire. Cette augmentatioa chlcium intracellulaire est due a une
mobilisation de calcium a partir de la réserve dticulum endoplasmique (RE) par
lactivation des récepteurs de linositol triphbgpe situés sur la membrane du RE.

L’augmentation de calcium intracellulaire est saipar un efflux calcique. La déplétion des

1% Partie : Contexte scientifique et état des connaisssances



Chapitre 3: Les modalités gustatives et la signalisation cellulaire

réserves calciques active un senseur calcique, §TdMi libere un facteur, le CIF et réalise
un couplage avec les canaux calciques Orail. il stgt un influx calcique via I'ouverture de
canaux dits SOC (composés d'Orail). Ces canauxamarts seulement lorsque les réserves
calciques intracellulaires diminuent par un effeedcique vers le milieu extracellulaire lors
de I'activation cellulaire via un récepteur couplé&a phospholipase C. Cette augmentation de
calcium intracellulaire induite par l'interactiomtee LA et le CD36 est responsable de la
libération de la sérotonine et de la noradrénatiae les cellules gustatives lipidiqgues et

lactivation des nerfs afférents impliqués dans perception du godt du gras.
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Introduction

1. Introduction:

Nous nous sommes interessé a I'étude du golt dudguis le mois de Février 2008. Cette
thématique a été abordée au cours de notre Diptbatades Approfondies (DEA) avant de
déboucher sur la préparation d’un doctorat.

Ainsi, aprés une familiarisation avec I'expérimeinta animale, nous avons appris a purifier
les cellules de papilles gustatives exprimant t@gme CD36. Il a d’abord été question de
caractériser ces cellules. En effet, bien que @&t sit fait I'objet d'une These de Doctorat
soutenue en 2008 dans I'équipe « Lipides et Sigmiadin cellulaires » de Dijon, il était
nécessaire de mieux identifier a nouveau ces eslipbur envisager de nouvelles pistes. Nous
avons recherché I'expression des phospholipase$aAs notre modeéle cellulaire, puis nous
avons étudié leur activité. Il a ensuite été goestie mieux comprendre le mécanisme
calcique. En effet, il était préalablement envisage seuls les canaux TRPM5 seraient
impliqués dans la signalisation calcique de cesilesl Nous avons recherché I'expression de
divers canaux calciques dans le modele celluldirmantré que leur action était liée a un
« senseur » calcique.

Au cours de ce travail, I'analyse statistique demées a été faite a I'aide du logiciel Statistica
(version 4.1, Statsoft, Paris, France). Les donrseg présentées en moyenne + SEM.
L'importance des différences entre les valeurs moge a été déterminée par analyse de
variance a sens unique, suivie d'un test de dift@esignificative (LSD). Pour tous les tests,
le niveau de signification choisi était de p <0,05.

Tous les protocoles d'étude sur des souris onhétes selon la déclaration d'Helsinki et des
directives éthiques européennes. Les protocolegt@napprouvés par le Comité Régional
d'Ethique.

Nos travaux nous ont conduit a de nombreux résugjui pour la plupart ont fait I'objet de
diverses communications orales dont I'une a ét&tgamée par un prix de la Société
francaise de Physiologie et de Publications dasx (Revues internationales fortement
cotées Ifmpact factor4,5 et 15).

2. Travaux publiés:

2.1. Meécanismes de signalisation cellulaire de la percepn gustative des
lipides: Les cellules gustatives peuvent-elles étle cible d'agents anti-
obésité?

[Current Medicinal Chemistry, 2011, 18, 3417-34224,5]
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Travaux publiés

Dans cet article, nous avons tenté de mettre ededee les récentes avancées sur les
mécanismes de signalisation cellulaire et avonsvéel'importance des protéines CD36 et
GPR120 dans les maladies dites de pléthore. Leamisfiges mis en jeu sont détaillés par les

travaux de la deuxieme publication.

2.1.1. Le rbéle de CD36 dans la perception gustative lipidue
La protéine de liaison des lipides, CD36, a étéeaée dans les papilles caliciformes de

I'épithélium lingual chez les rats et les souri@@&a et Fushiki, 2003). La structure de CD36
est trés intéressante car cette glycoprotéine pie€sme structure en épingle a cheveux avec
une grande poche hydrophobe extracellulaire sikné® deux courtes queues cytoplasmiques
(Abumrad et al, 1993 ; Greenwalet al, 1992) ce qui justifie son role en tant que eaptle
lipides par voie orale. C’est une équipe de I'Ursité de Bourgogne qui a fourni la premiére
preuve que les cellules gustatives CD36-positisasnt un role important dans la perception
des lipides alimentaires chez la souris. En effatactivation du géne de CD36 abolit
entierement la préférence spontanée pour les agidssiongue chaine (AGLC), observée
dans les souris sauvages (Laugerettal, 2005). Il est remarquable que cet effet sur le
comportement alimentaire soit spécifique aux lipiqriisque la préférence des aliments
sucrés et l'aversion pour les aliments améres m¢ pas affectées chez ces souris
transgéniques (Laugeretteal, 2005).

Il semblerait que CD36 et la protéinegustducine ne cooperent pas, et que ces deuxnesté
ne soient pas systématiquement co-exprimées sgelieses réceptrices du godt (Laugerette
et al, 2005). En outre, l'invalidation du géne de-dustducine n’affecte la préférence des
aliments contenant de la graisse chez la sourigafé®c et al 2007) Le CD36 affecte la
prédigestion induite parlinduction de signaux verssysteme nerveux central. En effet, la
production de sécrétion biliaire et de protéinascp@atique, apres I'ingestion d’AGLC, a été
significativement réduite chez les souris CD36-KH@ugeretteet al, 2005). En résumé, le
CD26 lingual participe bel et bien a la perceptims lipides alimentaires chez les rongeurs
favorisant a la fois la consommation et la digesticabsorption de I'énergie des aliments

riches en acides gras.

2.1.2. La signalisation via CD36
L’ingestion d'aliments gras dans les cellules diwsa plusieurs mécanismes de signalisation.

L'un des premiers événements de la signalisatidtulaiee est l'augmentation de la

concentration de calcium intracellulaire libre, {CJa. Nous avions préalablement montré que
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l'acide linoléique, un AGLC, induit une augmentati@pide de la [CA"] i dans les cellules
CD36-positives, purifiée a partir de cellules deifbes caliciformes de souris (Gaillaad al,
2008). Nous avons par ailleurs observé que l'aaivade CD36 par 'AGLC, provoque un
recrutement des réserves de calcium du réticuludomasmique via I'activation d’'une
phospholipase-C (PLC), comme en témoigne la praoluctle linositol-tri-phosphate
(Figure33). Cet effet est spécifique puisque led E@&’'ont pas induit cette augmentation de
[Ca ?"i dans les cellules CD36-négatives (Gaillatdal, 2008). Nous avons aussi observé
gue I'AGLC a aussi induit la phosphorylation de-Bi& en particulier de Fyn59 et Yes62.
En outre, nous avons observé dans les cellules @D8iEves I'activation des canaux (SOC),
suivant un modeéle capacitif de 'homéostasie cakigigure33).

L’augmentation de [C& ']i est impliquée dans la libération de neurotrartsenes par les
cellules gustatives (Roper, 2006). Plusieurs neamsimetteurs ont été proposeés,
l'acétylcholine, la noradrénaline (NA), la sérot@i(5-hydroxytryptamine, 5-HT), les acides
aminés (glutamate et de GABA), et des peptidessftanbe P et de la calcitonine gene-related
peptide). Parmi ces candidats, la 5-HT se pose @namneurotransmetteur majeur des
bourgeons du godt (Roper, 2006). Nous avons obskames les cellules gustatives lipidiques
CD36-positives, que les AGLC induisent a la foiditeration de neurotransmetteurs et de
dépolarisation de la membrane plasmatique (El Yiasstial, 2008 ; Kharet al, 2008 ; Khan

et Besnard, 2009). Les mécanismes exacts de ldadisation ne sont pas connus. Toutefois,
le canaux TRPMb5t ansient receptor potential melastatinpguvent étre impliqués dans la
dépolarisation de la membrane plasmique induitdggaAGLC. Liu et Liman (Liu et Liman,
2003) ont montré que l'augmentation initiale de fC8i active les canaux TRPMS5, en
favorisant ainsi l'influx de Naresponsable de la dépolarisation de la celluleeRénent,
Sclafaniet al (2007), ont rapporté que l'invalidation du géreTRPMS5 abolit la préférence
pour les matieres grasses chez des souris

Bien que TRPM5 soit un canal activé par le calciume régulation directe par l'acide
arachidonique (AA) a été signalée dans les cellglessatives de souris (Oilet al., 2006, b).
Par ailleurs, les cellules TRPM5 positives exprimauassi la lipase monoglycéride et la
phospholipase AIIA (PLA2-1IA), responsable de la libération des acides dgibges
(principalement AA) a partir des phospholipides rhesmaires (Oikeet al, 2006, b). Grace
aux technigues de RT-gPCR et de microscopie colgfoeaus avons observé que les cellules
gustatives lipidiques CD36-positives exprimentdd&rents sous-types de sPLAPLA,, et
cPLA; (résultats publiés dans la deuxieme publicati@®s différentes isoformes de PLA
semblent étre impliquées dans la régulation dendwastasie du calcium dans ces cellules.
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Nous n’avons pas déterminé a quel type |, Il oddlcellules gustatives appartiennent les
cellules CD36-positives. De méme il reste a étutlé&ablissement de contact synaptique

avec le systeme nerveux.

LCFA

TRPMS 2N

channel

Exoeytosiz of

. S-HT & NA

b, . Afferent
nerve fibres

Figure33: Mécanismes de signalisation de la cellutustative lipidique

2.1.3. Réle de GPCR dans la perception lipidique

Les récepteurs couplés a la protéine G (RCPG) desitprotéines membranaires intégrales
avec sept hélices transmembranaires. La superléades RCPG est parmi les plus grandes
familles et la plus diversifiée de protéines chez hammiféres (Landet al, 2001 ; Venter

et al, 2001). Les fonctions des GPCR sont tres vaalgiar ils jouent un réle important dans
la physiologie de tous les principaux systemesgdioes périphériques et aussi dans le
cerveau des vertébrés supérieurs. Les RCPG sadiskex sur la surface cellulaire et sont
responsables de la traduction d'un signal endodans une réponse intracellulaire par les
protéines G hétérotrimériques qui ciblent d'autpeetéines, souvent des enzymes qui
influencent le niveau de messagers intracellulgifesdrikssoret al, 2003). Il existerait sept
membres de la superfamille des récepteurs GPCR ihgm@PR100, GPR119, GPR120,
GPR135, GPR136, GPR141, et GPR142 (Fredrikesah, 2003). Hirasawa ef. (2005) et
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Oh etal. (2010) ont montré que GPR120 agit comme un récegtour les acides gras
polyinsaturés (AGPI). GPR120 participe a la séorét'acides gras induite par du glucagon-
like peptide-1 (Hirasawa etl. 2005) et la cholécystokinine (CCK) dans des tedILt5C-1
(Tanaka et al, 2008). GPR40 a été signalé comme étant un Eoegtacides gras a chaine
longue et moyenne (Tanaket al, 2008). Les papilles caliciformes et fongiforngapriment
’ARNmM de GPR120, mais pas de GPR40, dans la ladguat (Matsumurat al, 2007) Par
contre, Cartoni et al. (2010) ont récemment déngocltrez la souris I'expression de GPR40
dans les papilles caliciformes. On ignore pourqugi a cette difference. Toutefois, elle
pourrait étre due aux différences entre les esp&B&R120 et GPR40 sont respectivement
exprimés dans les cellules gustatives de type dieetype Il (Cartoniet al 2010). Ces
chercheurs ont aussi mené des expériences suiodas knock-out et ont observé que les
animaux GPR40 KO ont eu une préférence moindre fexide linoléique et I'acide oléique
et les GPR120 KO pour l'acide linoléique. lls onbrmé que les réponses du nerf
glossopharyngie), qui innerve le dos de la langhez les souris KO GPR40 et GPR120 KO
a l'acide oléique, l'acide linoléique, acide limotgie et étaient plus faibles que celles des
souris témoins. GPR40 ou GPR120 doivent avoir leindportant dans la capacité des souris

a détecter les acides gras.

2.1.4. La signalisation via GPCR

Les GPCR activent les protéines G hétérotrimérigoesime le G Gy, et Gq Les ligands

se lient spécifiqguement aux RCPG pour stimuler neluire plusieurs types de réponses
cellulaires via différentes voies de seconds messadelles que, celles de I'AMPc, la PLC,
via des canaux ioniques, et les MAPK (Schulte etdRolm, 2003). Les mécanismes de
signalisation cellulaire de GPR120 et GPR40 n'astgncore été élucidés. Il reste aussi a les
caractériser dans les cellules réceptrices du @#rendant, on peut citer quelques études qui
ont abordé la signalisation par I'intermédiaire GRP®40 dans différents types de cellules.
Hirasawaet al (2005) a montré que la stimulation de GPR120Ipsracides gras libres,
conduit a I'élévation du calcium intracellulaire l&ctivation de la cascade des MAPK,
notamment ERK. Oh et al. (2010) ont rapporté qu&k® fonctionne comme un capteur
d’acides gras1-3 et sa stimulation inhibe les deux réponses nmfiatoires de TLR4-et le
TNF-a. TNF-o et TLR2/3 peuvent également stimuler TAKL, envaatt IKKB et JNK
(Takaesuet al, 2003) Lesp-arrestines peuvent servir d'échafaudage ou degipest
adaptatrices pour une large gamme de RCPG (Milieal, 2001)La région C-terminale de
GPR120 contient plusieurs (S/T)X4-5(S/T) caractiénes desp-arrestines (Ceret al,
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2001)Apres la liaison du ligand, lgsarrestines peuvent s'associer avec les domaines
cytoplasmiques de GPCR et se coupler au réceptediawal des voies de signalisation
spécifiques (Luttrelet al, 2002)

Les autres candidats pour les récepteurs du gograisse sont les canaux DRHe({ayed
rectifying potassium channgjsqui sont inhibés par des acides gras polyinéatum vitro
(Gilbertsonet al, 1997)Ces canaux peuvent contribuer a la réponsgodt du gras, soit de
facon indépendante des GPCR ou en faisant intereenpartie la cascade de transduction
initiée par l'activation de GPR40 ou GPR120 (Cartnal, 2010). Dans les cellules du
pancreéas, l'acide linoléique réduit le courant g&itpue voltage dépendant via GPR40 (Feng
et al, 2006). Les voies de signalisation en aval de @PRt GPR120 restent a étre
déterminées. GPR120 et GPR40 sont peu susceptibleg coupler a la gustducin car les

sourisa-gustducin knock-out ont une réaction normale 'aulé de soja (Oiket al, 2006, a)

2.1.5. Y-t-il un lien entre CD36 et GPCR ?

Nous avons mentionné ci-dessus que les protéine36 @D les RCPG sont les candidats
potentiels de la perception du godt des lipidessoBacomment deux protéines réceptrices
pourraient étre impliquées dans une tache identigteeune énigme. GPR120/40 et CD36
coopérérent-ils dans le mécanisme de signalisat@lulaire ? Il est fort probable que le
CD36 agisse comme un co-récepteur de GPR120/4Qrdusporteur peut étre nécessaire
pour la translocation des acides gras sur le réoepiu ils peuvent étre associés a des
protéines de liaison ou des micelles de formatjusque la plupart des concentrations
d'acides gras qui ont été utilisés jusque-la sontlesssus de leur concentration micellaire
critiqgue. Il a été démontré chez la souris que €B8t un corécepteur de l'activation des
récepteurs toll-like 2 et 6 par le diacylglycerigitoebeet al, 2005) En outre, le SNMP, un
homologue de CD36 chez la drosophile, est esseptief la détection des phéromones
(Bentonet al, 2007). Dans les deux cas, CD36 agit par tramsjooligand au récepteur. Il est
aussi possible que CD36 peut servir de site deolaqui facilite le blocage des canaux DRK
(Gilbertsonet al,, 1998).

2.1.6. Les antagonistes de GPR120 et de CD36 peuvent-ilga une action anti-

obésitaire ?
A l'avenir, il serait possible de synthétiser dasagonistes sélectifs des récepteurs du goat
des lipides afin de diminuer la sensibilité du gdatgras chez des sujets normaux ou obeéses.

Dans le passé, les dérivés sulfo-N-succinimidylacidles gras a longue chaine, comme
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l'acide oléiqgue et l'acide myristique, ont été dytisés (Harmonet al, 1991). Par
conséquent, le SSO (sulfo-N-succinimidyle oléatd) sg lie spécifiquement a CD36, a été
révélée comme étant un inhibiteur de la signabsatie CD36. Récemment, Semal (2010)

ont synthétisé plusieurs antagonistes et agonideesGPR120 sur la base de relations
structure-activité, mais leur potentiel en tant cagents anti-obésité est inconnue. La
meilleure approche serait de faire la syntheseagests qui présentent non seulement une
haute spécificité pour la liaison au récepteursnpaissedent également une valeur intrinseque
du "godt des lipides". On peut citer un exemplaragécules qui ne possedent aucune valeur
calorigue comme l'aspartame ou l'alitame qui prés#nrespectivement, un pouvoir sucrant
de 200 et 2000 fois plus élevé que le glucose at,cpnséquent, peuvent étre prises pour
éviter la consommation d'édulcorants classiquessqui trés caloriques. Nous ne savons
toujours pas si les personnes qui préferent lesealis de type fast food ont une
surexpression de CD36 ou de GPR120/40 dans lepilegaSi c'est le cas, les antagonistes
de ces récepteurs vont certainement aider a motileomportement alimentaire humain.
Certains résultats (Suet al., 2010) suggérent que I'expression de CD36 danpdpiles
caliciformes de rats obéses peut étre associée aiomnution de la sensibilité gustative du
gras. Les patients obéses ont une plus grandergmé& pour les aliments gras que celle qui
ont un indice de masse corporel faible (Drewnow$Ri85). Mela et Sacchetti (1991) ont
montré une corrélation positive entre la préféregiobale de matiéres grasses et la masse
grasse corporelle chez I'hnomme. Stewart et alw@teet al., 2010) ont trouvé que les
personnes qui ont été définies oralement hypo lsienail'acide oléique, ont consommé plus
d'énergie et de matiéres grasses et avaient uceinidi masse corporel (IMC) plus élevé, que
celles définies comme hypersensibles. Ces obsengindiquent que la diminution de la
sensibilité gustative du gras, peut contribuer aagiement de la préférence accrue pour les
aliments. La suralimentation et le gain soutenpaids corporel peuvent étre alors éradiqués.
Fait extraordinaire, les cellules gustatives dentime expriment CD36 dans papilles

caliciformes et foliées (Simoret al.,2010).

2.2. STIM1 régule la signalisation calcique et la préfénce gustative lipidique
via les phospholipases A2 et les canaux calciquesl et Orai3

[J Clin Invest doi:10.1172/JCI5993B=15]
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2.2.1. Objectifs
Notre but est de montrer ici que l'acide linoléiqué) en activant différentes isoformes de

sPLA2, cPLA2 et IPLA2 via CD36, produit de l'acideachidonique (AA) et lyso-

phosphatidylcholine (lyso-PC) et déclenche in ixftalcique. De plus comment CIF, AA et
lyso-PC interviennent dans l'ouverture des cana@C 3 De quoi sont constitués ces
canaux ? La préférence gustative lipidique obsemésse-telle par ces canaux ? Pour

répondre a ces questions, nous avons utilisé démam outils et techniques.

2.2.2. Matériels et Méthodes

2.2.2.1. Matériels
Durant les trois années de ce travail, les expéseront été faites sur des souris males

C57BL/6J agées de 6 a 10 semaines dont I'élévagepinmercialisation et le transport
étaient assurés par la I'entreprise Janvier Elev@dge Genest-st-isle, France). Apres la
livraison les animaux étaient acclimatiés pendantmunimum de trois jours. Le Sulfo-N-
succinimidyl-oléate (SSO) a été un généreux dodrd&latz. Les milieux de culture RPMI
1640 et L-glutamine ont été achetés chez Verviemszha. Fura-2/AM a été obtenu chez
Invitrogen. Les enzymes élastase et dispase ontaétetées chez Serlabo et Roche
Diagnostics, respectivement. Les anticorps anti-PeAles anticorps anti-CD36 anticorps
couplés a l'anticorps anti-phycoérythrine et-gjustducin ont été obtenus chez Santa Cruz
Biotechnology Inc anticorps anti-Orail et anti-@raint été obtenus chez Interchim. Les
inhibiteurs Arachidonyle cétone trifluorométhyle ), bromoenol lactone (BEL) et le kit
de mesure d’activité enzymatique de BLé&nt été achetés chez Cayman Chemical. Le
Méthyle arachidonyle fluorophosphonate a été obteshez Calbiochem. L’acide
arachidoniquéH (activité spécifique, 217Ci/mmol) et le sulfatee ctréatinine de 5-
hydroxytryptamine (sérotonine), 5 - [1,2-3H (N){activité spécifique, 25Ci / mmol) ont été
achetés chez Amersham. Les anticorps anti-PbAt été obtenus chez United States
Biological (MA, USA). Les colonnes Sep-Pak Vac Gitf} été obtenues chez Millipore. Tous
les autres produits chimiques, y compris l'acideclidonique (20:4 n-6), I'acide linoléique
(18:2 n-6), la collagénase de type |, I'inhibitede la trypsine, I'acide aristolochique, le 4-
bromo bromure de phénacyle et I'anticorps anti-ST'it été obtenus chez Sigma-Aldrich.
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2.2.2.2. Isolation des cellules CD36-positives a partir dgsapilles

caliciformes de souris

La technigque de prélévement de la papille caligi®rou de souris a été mise au point par
Laugeretteet al (2005). Nous 'avons adaptée puis amélioréertiruhes travaux de Ruiet

al. (2001) et Miyamotcet al (1996). Les souris sont euthanasiées par distocaérébrale,
puis la langue est dégagée en coupant la machiasecue les ligaments et le frein qui la
retiennent. La langue est placée ensuite dans aite the Pétri contenant une solution de
tyrode contenant 120 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 10 eiMEPES, 1 mM de Cagl10 mM

de glucose, 1 mM de Mg&I110 mM de Pyruvate de sodium, a un pH de 7.4.abgue est
ensuiteet coupée transversallement en deux pagigesnaniere a séparer les papilles
fongiformes des papilles caliciformes et foliéesumpdaciliter les injections. Les deux
morceaux sont gardés quelques minutes dans lacsollg tyrode froide (4°C) afin de durcir
légerement les tissus. Puis, une solution enzymmatiqonstituée d’élastase (2 mg/ml) et de
dispase (2mg/ml) en solution dans le tyrode, gstiée directement sous I'épithelium lingual
pour l'isoler. Il contient les bourgeons du godtlaenusculature sous-jascente. Les morceaux
injectés sont incubées 10 min a température angbidans une solution de tyrode sans
calcium dans laquelle le CaGt le MgC} ont été substitués par 'lEGTA qui permettait
'activation des enzymes. Sous une loupe binoaylaia papille caliciforme ainsi que
I'épithélium non gustatif adjascent sont isolés nes séparément dans des eppendorfs
contenant le milieu de culture RPMI 1640 et maintea 4°C.

Apres la collecte des papilles caliciformes etpagpilles témoins d’'un nombre suffisant de
langues, les tissus sont incubés séparément damslieet RPMI 1640 contenant 2 mM
d’EDTA, 1,2 mg/ml d’élastase, 0,6 mg/ml de collagsm type | et 0,6 mg/ml d’'inhibiteur de
la trypsine a 37°C pendant 20 minutes. Les celldissociées sont ensuite centrifugées a
600g pendant 10 minutes. Le culot de cellulesegwis dans le milieu de culture RPMI 1640
afin de prélever les cellules en suspension. Clhsle® sont lavées et déebarrassées de toute
trace d’enzyme. Cette opération est répétée 3simides tissus non digérés par la mixture
enzymatique.

Pour la sélection, les différentes populations dbules collectées de toutes les papilles
caliciformes sont incubées avec I'anticorps anti36zouplé avec la phycoérythrine (Santa
Cruz Biotechnology Inc, USA) pendant 2 heures. teppration cellulaire est lavée avec du
PBS (600 g, 10 min) et suspendue a nouveau dansalagon contenant des microbilles-
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couplées avec un anticorps IgG anti-phycoérythiies. cellules CD36 positives sont isolées
en passant la suspension contenant les complexdsles@nticorps anti-CD36—
Phycoérythrine — anti-Phycoérythrine — microbil{eggure34)dans une colonne (MACS) de
Miltenyi dotée d'un systeme magnétique. Les celu@D36 positives collectées ont été
reprises dans un milieu RPMI 1640 frais conten®% Hu sérum du veau foetal (SVF), 200
U/ml de pénicilline et 0,2 mg/ml de streptomycihe. mélange est semé dans une boite de
Pétri traitée par Poly-D-Lysine (Biocoat Cellwar® ®im Dish, BD BioCoat", Elvetec) et
cultivé pendant 24 heures. Avant toute utilisaties cellules purifiées, un volume de cellules
est traité avec du bleu de trypan pour testerdhilité cellulaire et effectuer une numération
cellulaire. Pour s’assurer de la pureté et de itiidé des cellules retenues dans la colonne,
nous avons procédé a la vérification de I'expressioa géne CD36 eti-gustducine par

I'utilisation d’'une part la technique RT-PCR etéghnique d'immunocytochimie.

Micro bifles PE anti-CD36

CD36

|l® |

Population hétérogene

mannatin de cellules

“MACS Col ”
olumn Culture de cellules CD36-

Miltenyi positives

Figure34: Systeme de sélection des cellules CD36sjives.

Les cellules CD36 positives sont isolées en padsastispension contenant les complexes celluléseaps
anti-CD36—Phycoérythrine—anti-Phycoérythrine —ntidies dans une colonne (MACS) de Miltenyi dotéard’
systéeme magnétique. Les cellules CD36 positiveleatées ont été reprises dans un milieu RPMI 1643 f
contenant 10% du sérum du veau foetal (SVF), 200l démpénicilline et 0.2 mg/ml de streptomycine. Le
mélange est semé dans une boite de Pétri traitéeghaD-Lysine (Biocoat Cellware 35 mm Dish, BDoBloat

™ | Elvetec) et cultivée pendant 24 heures.
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2.2.2.3. Détermination de I'expression des ARNm par RTqPCR
La RT-gPCR est une technique qui permet dutilid&&fRN comme matrice pour

'amplification d’une séquence d’ADN complémentanteuble brin cible. Cette opération
s’effectuein vitro aprés une transcription inverse des ARN par eiiende deux amorces
situées de part et d’autre de la cible a amplgi@ce a une ADN polymérase. L'amplification
est effectuée par la répétition de cycles de déatdn, hybridation et extension qui assure
une duplication exponentielle de chaque brin.

Les conditions d’amplification optimales (nombre dgcles, température d’hybridation,
temps d’extension) sont déterminées expérimentaiem@ur chaque paire d’amorces et en
fonction de la séquence a amplifier.

L'ARN total a été extrait de cellules CD36-négasivet/ou CD36-positive, en utilisant du
Trizol (Invitrogen). Ces cellules sont traitées par kit débarrassé de toute ADNase ou
ARNase (Qiagen). Un pg d'ARN total subit une traipsion inverse avec la super script Il
ARNase H de la transcriptase inverse en utilisa# oligo (dT) selon les instructions du
fabricant (Invitrogen). La RT-PCR a été réalisée &lycler iQ, doté d'un systeme de
détection et d'amplification en temps réel. La sodd détection utilisée est le SYBR Green I.
Les amorces oligo-nucléotidiques sur les séquetegEne chez la souris ont été recherchées
dans la base de données Genebank (Tableau 11)plifieation a été réalisée dans un
volume total de 25 pl qui contenait 12,5 pl de SYBRGreen, et 12,5 pl d’un tampon
supermix{50 mM, KCI, 20 mM, Tris-HCI (pH 8,4); 3 mM, MgC|®,2 mM de chaque dNTP,
0,63 polymérase ADN U ITAQ et SYBR ® Green 1,0 niMbfescéine] (0,3 uM) de chaque
amorce et d’ADNCc dilué.

Les résultats ont été évalués par les logiciel€l&yQ, y compris les courbes d'étalonnage,
de l'efficacité d'amplification (E) et le seuil dwycle (Ct). La quantification relative de
TARNmM dans les différents groupes a été déterntiodame suit:AACt = ACt du geéne
d’interet - ACt de lap actine.ACt = Ct des CD36-positive ou CD36-negative celSt-de
toute la population cellulaire. La quantité relatfRQ) est calculée comme suit: RQ = (1+E)
(-AACt). Pour les déterminations semi-quantitativesnplification a été réalisée dans les
mémes conditions, décrites ci-dessus, pour 30 gyslevis par une période d'extension finale
de 72 ° C pendant 10 minutes. Les produits dedetian ont été soumis a une électrophorése
sur un gel d'agarose 1,5% imprégné de bromureidi@tin Le modéle d'’ARN a été visualisé

par transillumination UV.
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_ Sens 5-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’
-actin
b Anti-sens 5-CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3'
Sens 5- CCGTATGAAGGACGAGGTGT-3’
IPLA2 type VI _
Anti-sens 5-CGGTGGCTTCAGGTTAATGT-3’
Sens 5-ATGATTATCAGCATGGACAGCA-3
IPLA2 type VI .
Anti-sens 5-ACACAGGTTACAGGCACTTGAGG-3'
Sens 5-TTCAGCAGGCTCTGGGTACT-3'
cPLA2 type IVc .
Anti-sens 5-TGGTCGAGAAACTGCTCCTT-3’
Sens 5-ACGGAACTCTTTGGCTCTGA-3’
CcPLA2 type IVf _
Anti-sens GACACTGACACTCCCCCTGT-3
Sens 5-AGATGAGGTCCCTGTTGTGG-3’
cPLA 2 type IVd .
Anti-sens 5-TTCCCGAAGCTTCAGTGTCT-3’
Sens 5-GTCCTTTGCCTCTCTTCACG-3'
CPLAZ2 type IVa _
Anti-sens 5-TTTGCCATGCCAATCTCATA-3
Sens 5-GGCTGTGTCAGTGCGATAAA-3’
SPLAZ2 type lla .
Anti-sens 5-TTTTCAGCATTTGGGCTTCT-3’
Sens 5-GCTGTTATTGTGGCCTTGGT-3'
SPLA2 type X _
Anti-sens 5-TTGGCATTTGTTCTCTGCTG-3’
Sens 5-GATGCACGACCGTTGTTATG-3’
SPLAZ2 type V .
Anti-sens 5'- CAGGCAGTAGACCAGCTTCC-3’
StimL Sens 5-GGTAGCCGAAACACACGAAT-3
im
Anti-sens 5'-GAAAGGAAGGGAGGTGAAGG-3’
Orail Sens 5-TCCCTGGTCAGCCATAAGAC-3
rai
Anti-sens 5'-TCATGGAGAAGGGCATAAGG-3’
Orai3 Sens 5-GCCACCTCCTGTAAGCTCTG-3
rai
Anti-sens 5- TCCTGGAGGAGCAAACAACT-3
Tableau 11:Liste des amorces utilisées.
2.2.2.4, Détermination des isoformes de PLApar microscopie

confocale

La microscopie confocale, consiste a marquer lebardlons a étudier avec des

fluorochromes. Les fluorochromes sont alors exgsun laser adapté. Pour cela, le faiseau
du rayon laser balaye I'ensemble de I'échantill@teya un jeu de miroir. L'émission des
fluorochromes, résultant de I'excitation, est capgtér le photomultiplicateur et I'image est
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reconstituée point par point sur un écran. Graeepgésence du pinhole (petit trou) devant le
détecteur, seule la fluorescence provenant dufptaal est captée. La fluorescence hors focus
est bloguée.

Pour étudier les isoformes de PLA2 exprimées macétiules CD36-positives, des lames de
Cytospinsont préparées. Ces lames contiennent les celkD&6-positives, fixées dans de
I'éthanol a 95% et réhydratées dans 0,1 M de PBEl a,4. Les préparations cellulaires ont
été fixées dans du PBS, contenant 5% de sérum ae feetal et 0,2% de triton X-100,
pendant 30 minutes a température ambiante. Lesogosi primaires anti-cPLA anti-sPLA

et anti-iPLA (dilution 1:100) sont incubées sur les préparaticgilulaires pendant une nuit a
4° C. Apreés lavage, les lames sont incubées perdaatires a température ambiante avec des
anticorps secondaires, conjugué a FITC IgG antitsquour l'expression de la sPLA2 et
iIPLA2, et IgG de souris conjugué a Alexa Fluor @88ir la détection cPLA2 (dilution 1:600).
La spécificité de coloration a été évaluée parrdgteament de diapositives en l'absence
d'anticorps primaires. Apres trois lavages avedP&8$, une goutte de milieu de montage
Aqua Poly-Mount est ajoutée sur les lames poualige au microscope fluorescent (Zeiss).

2.2.2.5. Mesure de l'activité enzymatique des PLA

Les enzymes constituent la classe de protéinesisavpste et la plus spécialisée. Ce sont des
instruments primaires de I'expression et de I'aaioin géne, puisqu'ils catalysent les milliers
de réactions chimiques qui constituent le métabisntermédiaire des cellules. L'enzyme,
lors de son interaction avec le substrat, mod#iechctivité moléculaire et facilite la réaction
du substrat. L'activité enzymatique rend comptdadetaction du substrat. Cette activité peut
étre mesurée de diverses manieres, notamment etifgud un produit de la réaction. Dans
le cas considéré, le substrat est I'arachidonagHEC. Etant donné que 'action des RPLsur

les triglycérides en positioan2 consiste a hydrolyser le pont arachidonoyl-tsiee les
thiols libérés peuvent étre détectés par le DTBIB'{dithio bis-2(nitro benzoic ac)d

L'activité des différentes isoformes de PLA2 adgterminée selon le protocole fourni avec le
kit. En bref, les cellules CD36-positive fl€ssai) incubées dans une boite de Pétri, ont été
grattées par une spatule en caoutchouc, sonigaéssldnl de tampon froid (HEPES 50 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,4) et centrifugées a 10 000g pehd&minutes a 4 ° C. Le surnageant a
été retiré et conservé dans la glace. La quanét@rdtéines a été déterminée par l'acide
bicinchoninique (Pierce) et les essais ont ét&rfés le méme jour pendant 1 h a 20 ° C. Les
dosages pour cPL2et sSPLA ont été effectués suivant le protocole du fourmiseais, pour
détecter l'activité de iPLA une activité phospholipase a été dosée par batmmn des
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échantillons avec le substrat, arachidonoyl Thiod@s une version modifiée de tampon
sans calcium (300 mM, NacCl, 0,5%, le Triton X-1@0%, le glycérol; 4 mM, EGTA; 10
mM, Hepes a pH 7,4 et 2 mg/ml d'albumine de sérawinh comme proposé par Smaatial
(2004). Par ailleurs, nous avons aussi ajouténleibiteurs de sPLA(acide aristolochique et
4-bromo bromure de phénacyle, BPB) et cR(@achidonyle cétone trifluorométhyle, ATK)
a 15 uM pour bloquer toute ingérence de ces enzylma®action a été stoppée par l'addition
de DTNB pendant 5 minutes, et I'absorbance a derdinée a 405 nm en utilisant un lecteur
de plaque standard. L'activité PiAest exprimée en nmol/min/ml. L’activité basale
indépendante d’'iPLAa été déterminée dans des échantillons de corgju@ed iPLA était

inhibée par BEL (15 uM). Cette activité basaleésgtustraite de toutes les lectures.

2.2.2.6. Mesure de la libération d’acide arachidonique tritié

Le marquage radioactif est une technique qui giéséralisée ces derniéres années grace aux
nouvelles techniques de radioprotection. Il coesétnsérer des atomes radioactifs dans la
structure d’'un compose. L'identification d’'un pradradioactif étant plus facile, le produit
marqué sera suivi. Pour marquer spécifiquementMADN utilise un précurseur avec de la
thymidine. La thymidine n'existe pas dans 'TARNuPmarquer un produit organique, on peut
insérer du carbone ou de 'hydrogéne radio actfdarbone-14 est un noyau qui contient 6
protons et 8 neutrons, au lieu de 6 pour le Card@nerdinaire. Le tritium est un isotope
radioactif de I'hnydrogéne qui émet des électrona.l#on noyau est constitué d'un proton et
de deux neutrons. Le tritium est trois fois plusrtbque I'nydrogéne ordinaire dont le noyau
est réduit a un proton et une fois et demie plusdajue le deutérium dont le noyau est
constitué d'un proton et d'un neutron.

L’acide arachidonique est le produit majeur detai® des PLA. Leur activité peut étre
mesurée par la libération de l'acide arachidoniglichamiet al, 2002) En bref, les cellules
CD36-positives (2x1Vessai) ont été incubées avec de l'acide arachjdenmarqué au
tritium ([*H]) (AA-[°H], 1,5 pCi/3x18 cellules) pendant 2 heures dans du RPMI 1640 sans
sérum supplémenté avec 0,2% de sérum bovin albusaing acides gras (BSA). A la fin de
l'incubation, les cellules ont été lavées deux fmiec du milieu RPMI 1640 sans sérum
contenant 0,2% de BSA. Les cellules ont été remasesuspension dans 500 pl de milieu
RPMI 1640 complété avec de BSA 0,5% & une cond@miréinale de 12x19cellules par ml

et traitées avec 15 pM d’inhibiteurs de RBLAu dans le solvant seul (DMSO, 0,1% v/v)

pendant 10 min avec ou sans thapsigargine (5 pivgcide linoléique (20 uM). Enfin, les
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cellules sont centrifugées (12509, 3 minutes). Wwmageant est recupéré dans des fioles de
lecture et est additionné de liquide de scintiiaten vue du comptage de réactivite.

L’AA-[ *H] libérée est exprimée en% du total des AM}[ dans les cellules et normalisée
pour les cellules non stimulées.

L’incorporation des acides gras dans la membraasnubjue des cellules a été mesurée.
Apres incubation avec les acides gras et lavagecelbdes par le milieu RPMI contenant
0,2% BSA, le culot cellulaire est repris par 1 ralrdéthanol, et les lipides totaux sont extraits
selon la méthode de Bligh et Dyer. Brievement]jifgdes totaux sont extraits par un mélange
méthanol/chloroforme/NaCl 0.5M (1/1/0.9 ;V/V). Agxr avoir agité puis centrifugé les tubes ;
la phase inférieure (chlorophormique) est récupéré’aide d’'une pipette Pasteur, puis
séchée sous azote. Le culot sec est repris parL5@epmélange chloroforme / méthanol
(V /V) puis déposé sur plaque de silice G60 (phstagionnaire), ensuite les lipides sont
séparés dans une cuve saturée avec la phase reobidate : chloroforme/méthanol/acide
acétigue (35/14/2,7 ; viviv). Cette phase polagemet la séparation des phospholipides en
fonction de leurs polarité ; plus les phospholipident polaires moins ils migrent alors que
les lipides neutres se retrouvent au front de rtigra A la fin de la migration la radioactivité
présente sur la plaque est repérée par un scano8cdh, et les phospholipides sont
identifiés en référence a des standards authastiques facteurs de rétention (Rf) des
phospholipides sont comme suit : Phosphatidyl deoli(PC) : 0,11 ; Phosphatidyl Inositol
(P1) : 0,3; Phosphatidyl Ethanolamine (PE) : E6suite les zones de silice contenant les
différentes classes de phospholipides et des Bpndeitres sont grattées et leur radioactivité
est quantifiée par compteur beta (Packard Tri-Q&A0DTR) en présence de liquide scintillant
(Ultimate Gold XR ,4ml). L’incorporation d’acideas radioactif dans les phospholipides est
exprimée par quantité de protéine mesurée. Airmisdin tube supplémentaire réservé au
dosage de protéines, le culot cellulaire a étédyse du NaOH 0,05M et un dosage protéique

réalisé a I'aide de I'acide bicinchonique (BCA).

2.2.2.7. Mesure de la signalisation calcique
Les cellules de papilles caliciformes ont été gakts pendant 24 heures et lavées avec un
tampon calcium (1,2 mM CaCl2 ; 110 mM NacCl ; 5,4 rRiaL ; 250 mM NaHCQ; 0,8 mM
MgCI2 ; 0,4 mM KHPQO,; 20mM Hepes-Na ; 0,33 mM NaHPO4, le pH ajustéd.7,Les
cellules ont été ensuite incubées avec la sondeAFRJRM (5uL par million de cellules) a
37°C et 5% CQ@pendant une heure. Apres incubation, les cellolestté a nouveau lavees
avec le tampon calcium pour éliminer I'excés dedsort le calcium libre mesuré par la
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meéthode décrite par Grynkiewicz (Grynkiewetzal,, 1985). Dans certaines expériences nous
avons utilisé un tampon dépourvu de calcium (0%igal) ; la composition de ce tampon est
identique a celle du tampon riche en calcium sawflg CaCl est remplacé par 'lEGTA a 2
mM.

Les intensités de fluorescence ont été mesuréds ppectrophotometre PTI a des longueurs
d’'ondes de 340 nm et 380 nm pour I'excitation, €18 nm pour I'émission. Un barreau
magnétique a permis d’effectuer une agitation sautong de I'enregistrement. Les solutions
a tester ont été ajoutées pendant I'expérimentataons la cuve de lecture sans interrompre
I'enregistrement. La concentration de calcium liarété calculée suivant la formule suivante :
[Ca*]i =K g X (R-Rmin)/Fmax— F) X (S§/Shy). Kgest la constante de dissociation du complexe
Fura-2/Calcium et a pour valeur 224nM. R est Igpoapde I'émission & 340nm divisée par
celle & 380 nm. Ry, représente la valeur de R en absence de calciinti¢s 0% C4") et
Fraxla valeur de R en présence dé'C&%/Shy est le rapport entre les fluorescences émises
& 380 nm dans des solutions & 0% et riche éfi Eaay et Rmin SONt obtenus respectivement
par addition d'ionomycine (5uM) et de MnQ2uM).

Nous avons utilisé un protocole CFCgalcium free calcium réintroductipnc'est-a-dire que
'expérience a été faite initialement dans un tam@% calcium et du calcium est rajouté pour
avoir 1,2 mM de CagGlfinale dans la cuve. La réponse calcique est tadpar I'ajout
préalable de la thapsigargine. Pour les expérgedans lesquelles les inhibiteurs de RbAt

ete utilisés, les cellules ont été incubées peng@minutes avec ces inhibiteurs avant leur

activation.

2.2.2.8. Imagerie calcique
Le microscope inversé Ti dans sa version motoriaégocié au logiciel d’analyse d’'images
NIS-Elements AR, est une solution particulierermetdptée a I'imagerie calcique. Cet outil a
la pointe de la technologie actuelle en matierendgerie cellulaire nous a servi a faire nos
études d’'imagerie calcique.
Les cellules CD36-positives ont été cultivées ddes boites de Pétri ou des plaques de 6 ou
24 puits avec un fond de verre. Elles ont été pldaiment incubées avec la sonde Fura-
2/AM. Les variations de calcium intracellulaire oété directement visualisées sous le
microscope Nikon (TIU) a l'aide de I'objectif 40xflaor & immersion d'huile. Les images ont
éteé enrégistrées a Z=0,3 um, et le logiciel NIS¥iglets a été utilisé pour déconvoluer les
images. La double excitation a permis de renseidg@erapport Furagsonn{Furagsonm L€
microscope est équipé d’'une caméra d'EM-CCD (Lupasy I'enregistrement en temps réel
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des images a 16 bits numériques. L'imagerie derdlsmence du systeme a été utilisée pour
I'étude des cellules individuelles. Les changemelaiss le calcium intracellulaire ont été
exprimés enfRatio, calculé comme la différence entre les pics dpoap-340/F380.

2.2.2.9. Extraction et purification de CIF

L’activation d'un facteur d’induction de l'influx alcique, CIF €alcium influx factoy est
I'hypothese la plus probable pour expliquer la teEndu calcium suite a une déplétion des
réserves. La possibilité d'isoler ce facteur étalutaire dans la démarche de justification
cette hypothése. Nous avons suivi le protocolettheiion de CIF proposé par Smahial
(2004). Les cellules CD36-positive Cl@ellules/essai) ont été stimulées avec lacide
linoléique (20 uM) ou la thapsigargine (5 uM) pemda5 minutes. Apres trois lavages, les
cellules sont remises en suspension dans 0,85lmticsosaline équilibrée de Hanks (HBSS).
La suspension a été extraite avec 0,2 ml de HChineopendant 30 minutes a température
ambiante. Aprés centrifugation, le surnageant estralisé avec NaOH 10 M, et 10 mM de
BaCl2 ajouté pour précipiter les composeés contetias phosphates, y compris les inositol-1
,4,5-triphosphate. Apres une nouvelle centrifuggtie surnageant est Iyophilisé et le résidu
extrait avec 0,8 ml de méthanol en mélange cormpenndant 15 minutes. L'extrait contenu
dans le méthanol est passé a travers une coloqmB&eVac C18, et la cartouche lavée avec
0,8 ml de méthanol. La préparation éludée est sacB@® C sous un flux d'azote et de re-
suspendu dans 100 pl d'acide acétigue a 0,1 Mktrafe reconstitué est purifié par
ultrafiltration centrifuge a travers un Centrico® @Villipore). Une étape supplémentaire de
purification des extraits de CIF est effectuée HRLC dans une colonne Partisil 10 SAX
eéchangeuses d'anions (Keystone Scientific) ettibdluest effectuée par un sel de gradient
linéaire et de pH 5 et 750 mM de (WHH.PO, & pH entre 2,8 et 3,7, (Trepakogtal,
2000). Les extraits de CIF induisent a partir d'tpé augmentation de calcium intracellulaire
dans les CD36-positives et dans d'autres cellules.

2.2.2.10. Electrophysiologie

Le Patch-clamp est une technique électrophysiol@gigl'enregistrement des courants
ioniques transitant a travers les membranes cebglaCette technique consiste a mettre en
continuité électrique une micro-pipette en verriar(tetre de contact de l'ordre du micron)
remplie d'une solution ionique de composition défavec la membrane d'une cellule vivante
isolée. Les cellules étudiées peuvent étre desllesllexcitables comme les neurones, les

fibores musculaires et les cellules beta du pangcréasdes cellules non excitables qui
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présentent aussi a leur surface des canaux ionijuegste 4 configurations de patch clamp
(Figure35). Dans la configuratiowhole-cel] l'activité macroscopique de I'ensemble des
courants cellulaires est mesurée ; dans la cordigur Cell-attached la micro-pipette est
pressée contre la membrane, et le fragment de naeetsous la pipette n'est pas brisé
comme dans la configuration cellule entiére, npipette éloignée de la cellule ; dans la
configurationinside-out le fragment de membrane est accolé a la pigetteesure et sa face
intracellulaire en contact avec I'extérieur de ilgetie ; enfin dans la configuratidDutside-
out, la face intracellulaire du fragment de membraceok® a la pipette de mesure est en

contact avec l'intérieur de la pipette.

INSIDE-OUT

PATCH

—~—

WHOLE-CELL
CLAMP

QUTSIDE-OUT
PATCH

Figure35:Différentes configurations de Patch-clamp.

Des enregistrements électro physiologiques dhteffectués a température ambiante (20-
23°C) dans une configuration classique celluleegativhole-cel) de la technique du patch-
clamp (Hamillet al, 1981) La capacitance membranaire (Cm) a étérdétée comme décrit
par Chouarbe et al. (1997). Les valeurs moyenpes la Cm des cellules Jurkat T était de
18,4 £ 1,0 pF (n = 28). La résistance variait dedl 8,2 M). La capacitance de la membrane
et la résistance n'ont pas été compenseés. La coderetn'acquisition des données ont été
faites avec le logiciel pClamp (Axon Instrumentsds courants membranaires ont été induits
toutes les 3 secondes a partir d'un potentiel datima de 0 mV, par des rampes de tension
de 50 ms, appliquées de -100 a 100 mV, échantd#leran 20 kHz et filtrées a 3 kHz. Les
traces n'ont pas été corrigées pour la suite. lLaigo externe contenait (en mM): 145, NacCl;
2,8, KCI; 2, MgCl 2, 20, CacCl 2; 6, CsCl, 10, glsep 10, Hepes; ajusté a pH 7,4 avec du
NaOH. La solution interne (a 'intérieur de la fig¢ contenait (en mM): 145, Cs-glutamate;
8, NaCl; 1, MgCI2; 4, MgATP: 0,2, BAPTA; 10, Hepasusté a pH 7,2 avec CsOH. Les
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extraits de CIF purifiés a partir de cellules COB®&itives stimulées par I'acide linoléique ont
été inclus dans la solution de pipette a la difutie 1 a 15. La libération de calcium activée
par le courantdrac @ été enregistrée comme lanthane*{Laensibles. Elle est obtenue par

soustraction de du courant¥aésistant au courant total.

2.2.2.11. Inhibition par sSiRNA

Les small interferingRNA (siRNA) sont de petits ARN double brin de 21 notles. Les
siARN, a l'état de double brin sont reconnus dansyteplasme cellulaire par un complexe
protéigue nommé complexe RISKRNA induce silencing complexCelui-ci s'active en
libérant le brin complémentaire de I'ARN ou brisens ». Ce complexe activé va reconnaitre
son transcrit « cible », un ARN messager, par cémphtarité des bases nucléiques. Ce
systeme de reconnaissance assure la haute spédficmécanisme. Une fois la cible liée, la
protéine « Argonaute », faisant partie du compR¥KeC, va couper le transcrit au niveau du
site de reconnaissance (Figure36). La protéinenarge va avoir une action endonucléase.
Les deux morceaux du transcrit clivés vont étrédexpent dégradégda leurs extrémités par
des exonucléases. La transfectionsthRN dans les cellules a donc pour conséquence la
destruction spécifique des ARNm ciblés, empéchautietnouvelle traduction de la protéine

codée par ces ARN messagers.
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Figure36: Structure d’une protéine Argonaute.

Le siARN est représenté en jaune, et ’TARNm ciblé@uge. une protéine Argonaute est définie pardsence
des domaines PIWI et PAZ. Le domaine PAZ, voisidadpartie N-terminale de la protéine, interagie@les
deux nucléotides non appariés de la région 3' ARRKi ou du microARN. Prés de I'extrémité C-termindie

I'’Argonaute, on retrouve le domaine PIWI. Ce dorea@ontient la région catalytique appelée « DDH eufd
aspartates et une histidine), un motif analogumatif catalytique de la famille des RNases H. Dé&pSonget

al. (2004)

Les cellules CD36-positives ont été transfectéesc alessiRNA. Le pool obtenu par le
fournisseur était concentré a 25 nM et était copqur résister a Orail, Orai3, STIM1,
différentes isotypes de PLALe contrdle utilisé était un siRNA non ciblé (Dheacon). Les
séquences des duplex utilisés sont représentées ldatableau 12. 24 heures avant le
traitement, les cellules ont été placées dans lgeunde culture sans antibiotiques et
transfectées avec le siRNA en utilisant DharmaFEQffarmacon). Apreés 24 h d'incubation,
le milieu a été aspiré et remplacé par du milieisfisans siARN pendant 48 h avant les

mesures calciques ou l'analyse Western blot.
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Géne

ComplexesiRNA

STIM1

Orail

Orai3

PLA type lla

PLA, type V

PLA, type VI

PLA type IVc

5-GAAGUAGGCAGACUAGGGU-3
5-AAACAUAGCACCUUCCAUG-3
5-GAUCGGAGCCACAGGCAGA-3
5-UACAGUGGCUCAUUACGUA-3’
5-AAUAUAUUCACAAGGGACA-3’
5-UCACUAAACACCAGUCUUU-Z
5-GGAAAUGGCUCGGGGACAA-3
5-ACAUCGAGGCUGUGAGCAA-3
5-GAUCCUUGGUUGCCCACAA-3
5-GGAGAAGAUUCAGCCCUUA-3
5-CUGUGGGACUAGGUGUUUAU-3
5-AGGUACAGCUGGAGAACGA-3’
5’-GCUUAGCUAUGCCUUCUAU-3’,
5-ACUCAUGACUGUUGCUACA-3’
5’-GAUCAUGGCCUUUGGCUCA-3’
5’-GAACAUUGCGCAGUUUGGG-3’
5'-ACGGAACACAUGCGAUCUA-3’
5'-GAGAUAUAUCAAUGGCGGA-3’
5’-CAAGUCAUCUAUCGCUUUA-3’
5’-UUGAGAAGGUGACCGGGAA-3’
5’-GGUGCGAGAUGGUCGGCAU-3’
5-GCACCUGGCCAUGUCGAAA-3’
5-GCUCCAUGAGGGACGAGAA-3’
5’-GGGCCAAGAACGCCGAGAU-3’
5’-CCUCUAUAAACACGGUAAA-3’
5-GGAAUGAGACCUCCGCAGA-3
5-UAGAAGGACCAGUGACAUA-3
5’-AGAGAUUUGCUGAGGGUAU-3’
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2.2.2.12. Détection par Western Blot

Le Western Blotest une méthode de biologie moléculaire permettantétection et
I'identification de protéines spécifiques dans cimadétillon biologique.

Apres transfection des cellules CD36-positivescelture pendant 24 heures, elles ont été
lysées avec 5@l de tampon contenant: 20 mM, pH 7,3 HEPES, 1 m@TE, 1 mM,
EGTA; 0,15 mM, NaCl, 1%, Triton cocktail 2 mM, odvanadate de sodium et anti-protéase
(2 upl dans 1 ml de tampon); X-100; 10% de glycérdl, mM, fluorure de
phénylméthylsulfonyle (PMSF). Apres centrifugatid® 000g x 1 min), le lysat cellulaire est
utilisé immédiatement ou conservé a -20 ° C. Latermn protéines est déterminée par l'acide
bicinchoninique, BCA (Pierce). Les protéines deris (30 pg) sont séparées par SDS-
PAGE (10%) et transférées sur des membranes @uifleide polyvinylidéne (PVDF), et une
immunodétection est effectuée en utilisant decargs anti-STIM1 (4 pg/ml), anti-Orail (2
png/ml) ou anti-Orai3 (4pug/ml). Pour la détectiors A, de, les anticorps sont utilisés a une
dilution de 1:2000 et les protéines réveélées. Apedgaitement des membranes un anticorps
secondaire anti-souris couplé a la peroxydasdijvitic peroxydase a été détectée avec des

réactifs ECL (Amersham).

2.2.2.13. Déficience génétique des souris

L'invalidation d’'un géne est basée sur la recombiora homologue (Figure37). Pour étre
invalidé, il doit étre localisé dans le génomeeaghplacé par un autre gene. Ceci annule son
activite.

Des souris homozygotes déficientes en Stim1 oulQrai été générés a partir de clones de
cellules souches embryonnaires et la transmissiariignée germinale est effectuée, comme
décrit ailleurs (Brauret al., 2009 ). Parce que les souris Stifmdt Orail” ont souffert de
retard de croissance et de la |étalité précocesalags agées de 3-5 semaines ont été utilisées
dans les expériences et des souris de type sadedgeméme portée ont été utilisées comme
témoins. Il n'y avait pas de différences signifieed dans le rendement de cellules CD36-

positive entre sauvage et Stithdu Orail” souris.
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Knock Oul
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Figure37: Méthode d’invalidation d'un géne.

Il est nécessaire de connaitre la localisation €oega invalider et des séquences le bordant dagénieme
avant de pouvoir procéder a son invalidation. lit dore remplacé par un autre géne, par exemplgame
"rapporteur” tel que le géne lac Z (qui code pawBgalactosidaseAdapté devww.snv.jussieu.fr

2.2.2.14. Mesure de la libération de la sérotonine
La libération de sérotonine marquée (5HM]) a été mesurée d’aprés le protocole de Khan
et al. (1996). Les cellules CD36-positives ont ébargées avec SHTH] (2 mCi/3x1d
cellules) pendant 1 heure dans un tampon d'incubatntenant (en mM): 40, Tris-HCI (pH
7,4), 25 de glucose ; 5 de KCI; 150 de NaCl; 1,%d€%; 1,4 de MgSQ@ 1,2 d'ascorbate et
0,1 d’acide amino-oxyacétique a 37 ° C. A la finlgecubation, les cellules ont été lavées,
centrifugées (2000 g, 5 minutes) dans un tampdawd#ge (en mM): 150 de NaC1, 5 de KCI,
1.2 de MgS@ 1 d'ascorbate, 10 de glucose, et 1.3 d'EGTAs,Fes cellules ont été remises
en suspension dans un tampon de sortie contenatd delorgyline (100 uM) et de la
pargyline (100 uM) afin d'éviter métabolisme des@otonine. La composition du tampon
était identique a celle de la solution de lavagd gsae le CaCla 2mM a été remplacé par
MgSQ,, EGTA a été retiré, la concentration de NaCl aréthiite a 75 mM, et divisé en de
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nouveaux tubes, puis les cellules ont été traitdes I'acide linoléique en présence ou en
absence de SSO pendant 30 minutes. Aprés centidogha radioactivité dans le surnageant
et le culot a été comptée. La libération de 5PH}[est calculée en pourcentage de cellules
non stimulées, en divisant la radioactivité du ageant par la radioactivité du culot pour
chaque essai. La sérotonine non radioactive a atéssiétectée par HPLC (El Yassiatial.,

2008)) et les valeurs ont été corrigées pour krdition de sérotonine radioactive.

2.2.2.15. Induction de la splénomégalie

Ayant observé en plus du retard de croissance éualoppement de splénomégalie chez les
souris ayant le gene de STIM1 invalidé, nous avojecté par voie intrapéritonéale a des
souris une dose unique de chlorure de cadmium (EC8 poids corporel mg / kg) selon le
protocole de Pathak et Khandelwal (2009). Les sotémoins ont été injectées avec le
solvant, du tampon physiologique (NaCl a 9g/l). la@smaux ont été pesés avant et apres
I'injection. 72 heures aprés I'administration, @Emaux ont été sacrifiés et leurs rates ont été
immédiatement prélevées, pesées et examinées aosnupe. Nous avons observé que
laugmentation du poids de la rate chez les sonpgstées au cadmium, est de 93% par

rapport aux témoins.

2.2.2.16. Test de préférence lipidique
Des expériences sur la préférence spontanée psusaligtions enrichies en lipides ont été

faites avec un test de préférence de deux bowwtéHigure38).

Figure38: Représentation du test a double choix

Les souris sauvages, Stimbu celles ayant recu une injection de Gdait été d'abord

accoutumées a l'eau potable dans deux bouteillesyse période de 24 heures. Ensuite, les

2éme

Partie : Les contributions personnelles 137



Résultats

souris en cage individuelle ont été autoriséesogsotentre I'huile de colza 0,1% émulsionnée
dans la gomme de xanthane 0,3% le tout dissout dari®au ou l'eau avec la gomme de
xanthane a 0,3% seule. La période de choix a d2iiéelires. La consommation d'eau a été

déterminée en pesant les biberons.

2.2.3. Résultats

2.2.3.1. L'acide linoléique induit une augmentation de [Caliet active
les PLA,

Il semblerait que les cellules réceptrices du gmignt trés bien équipées pour la régulation
des mécanismes déclenchés lors de l'ingestion tewrds gras. L'un des événements
précoces de cette signalisation est l'augmentatiten la concentration du calcium
intracellulaire. Nous avons montré que la fixatitenI'acide linoléique, un acide gras a longue
chaine (nombre de carbone supérieur ou égal arit¥gime une augmentation du calcium
intracellulaire dans les cellules CD36 positivesiffies a partir de la papille caliciforme de
souris (Figure39). Nous avons aussi utilisé la siggrgine, (extraite d€hapsia garganich
un inhibiteur de la pompe €aATPase respomsable de la réentrée du calcium ldans

réticulum endoplasmique. Son inhibition mobilisegcium dans le milieu intracellulaire.
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Figure39: Signalisation calcique et expression dekfférents isotypes de PLA des cellules CD36-positives.

Les cellules CD36 positives et négatives sont éokuivant des digestions enzymatiques puis pesifséir une
colonne Miltenyi en présence d’anticorps couplégsibilles magnétiquea. : Action de I'acide linoléique et de

la thapsigargine. Les cellules ont été incubéeprésence de la sonde Fura-2/AM. Une imagerie asdca)été
ensuite réalisée sous microscope. Le graphe pegé$émplution du ratio des émissions a 340 et 380 at
'image, des photographies d’une cellule montréaiigmentation du calcium intracellulair€.: L'ARN total
extrait a été analysé par RT-gP@R, les échantillons ont ensuite été déposés sur gghddse et observés sous
UV. D: Les différents types de PLA2 ont aussi été vis@alisous microscope confocal en présence des

anticorps adéquats.
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Dans le but de rechercher les enzymes impliquérs Badétection des acides gras, nous
avons recherché 'expression des phospholipasetes phospholipases,APLA,) peuvent
avoir une action calcium dépendante ou calciumpeddante (iPLA). Lorsque I'action des
PLA; est dépendante du calcium, on distingue les cltpss (CPLA) et les PLA secrétés
(sPLAp).Nous avons observé sous microscope confocal, porstré par RT-gPCR que les
cellules CD36 positives expriment tous les tropetyde PLA(Figure40).

Nous avons étudié I'activité enzymatique des d#fifiés types de PLAdans les cellules CD36
positives de bourgeons du goult (Figure40). La meede I'activité des PLAa l'aide du kit
CAYMAN a montré que l'augmentation d’activité erépence d’acide linoléique est inhibée
par le SSO (sulfo-succynidyl-oléate)n inhibiteur de CD36, pour cPLASPLA et iPLA,.
L’acide linoléique induit donc I'activation des PL&ia le CD36.

Nous avons tenté de mettre en évidence la fonaldéndes PLA. Nous avons mesuré la
libération de I'acide arachidonique tritié (FiguB@4L’'addition d’acide linoléique potentialise
la libération d’acide arachidonique de maniére lsim@ a la thapsigargine. La thapsigargine
(TG), induit une augmentation du calcium intradelle par inhibition de la “pompe
ATPasique” du réticulum endoplasmique.

La libération d’acide arachidonique est effectuéar g'augmentation du calcium
intracellulaire. L’addition des inhibiteurs des fdients isoformes de PLAatténue cette

libération.

zéme

Partie : Les contributions personnelles 148



Résultats

A B cPLA, sPLA, iPLA;
. o 14 7 <0001
cPLA; sPLA; iPLA; ) p<0.001 45 -
: = 2 . 12
4= 12- , Y 0 4
B = |10 10 4
a 10- =
" B :
is '
3 2 B NS =
=] = g i NS
£ B- 5 E|" 6 ,—‘
z : g4 4 s
= 4 5 = 4
| b 2 .
& 2- I I i 2 7 i
= o
o
- - 0 0 - = 0
Basal LA LA+350 Basal LA LA+330 Basal LA LA+550 = & T4 11 = & 4
5 8 4 £ 0 O 2 4 04
@ & o s # o b
ey &= &= g =
] = = =] = &
= - % 2 £
(: [) < 5 < T
' 3
M5 120
1600 r__1
1400 T 100 A
i
1200 - . *
w 'E @ E% 80 1 x .
i = 1000 . E .EE i P
T2 800 ES 601
<E <35
ic 00 32 40 -
"3 400 i
200 20
0 !; s U < 0- 270 2x B T g
3" " %r wE g% g6
" F -
= 3 3p3p 3P

Figure40: Activité enzymatique des différents typesde PLA, et mesure de la libération d’'acide
arachidonique tritié. A,B :L'activité des différents types de PLA2 a é@t@surée suivant le protocole du kit.
L'activité est exprimée en pmol/min/ml. C: Les lolds CD36 positives ont été marquées avec l'acide
arachidonique tritié puis traitées par les diffésesubstrats avant lecture. D : La mesure de &diion d’[AA]-

®H a été faite en présence d’au moins un inhibitis deux autres types de PLA2. Les résultats sgmineés

en pourcentage de stimulation par TG (100%) (* B3O0).

2.2.3.2. L’'acide arachidonique (AA) libéré par les PLA; induit
I'influx SOC (Stored Operated Calcium Channel)

Etant donné que l'inhibition des PLAtténue I'augmentation induite par les deux agkAts

et TG, nous avons utilisé par la suite la thapgigar pour mobiliser le calcium du RE et
étudier I'influx calcique suivant un protocole CFCRinsi, en absence de calcium, I'adition
de Thapsigargine induit une petite augmentationcaleium. L’augmentation du calcium
intracellulaire est potentialisée par I'Acide aracmique de facon dose dépendante aprés
addition de calcium dans la cuve de mesure (Fidukg4

Il s’agit de l'influx calcique appelé SOC qui perinte remplissage des réserves du réticulum
endoplasmique (RE). Il est & noter que cette antatien est indépendante de la voie des
cyclo-oxygénases et celle des lipido-oxygénasesddition des inhibiteurs de ces deux voies
ne modifie pas l'induction de calcium.
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Nous avons cherché a savoir si I'acide arachidanigndogéne est libéré par la TG. Nous
avons utilisé les différents inhibiteurs de Rldans la phase d’ouverture des canaux calciques
et montré qu’ils atténuent l'augmentation du catciuntracellulaire induite par la TG
(Figure41B).
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Figure41: Action des inhibiteurs de PLA sur le calcium intracellulaire.

Les cellules ont été traitées par la sonde Furdi2Ruis a I'aide d’un spectrofluorometre, le radies émissions
a 240 et 280 nm a été mesuré aprés traitemenetlales par Indomethacin et 1-aminobenzotriaztd&BT) a
10 uM avec AA.

2.2.3.3. L’'acide arachidonique et la Lyso Phosphatidyl-chohe ont

un effet additif sur l'influx calcique
Dans un milieu pauvre en calcium (0% calcium) liéidd de Lyso-PC ne provoque aucune
augmentation de calcium intracellulaire. Toutefiejdition de calcium (CaCl). induit un
influx calcique dans les cellules CD36 positives leurgeons du godt (Figure42A).
L’'addition de Lyso PC et d’acide arachidonique l'mprés l'autre, évoque une réponse
additive quant a l'induction du calcium intracedlite (Figure42B). L'utilisation de PLAP
(PLA2-activating peptide) pour enrichir la membrgslasmique des cellules gustatives en
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lyso-phospholipides, a induit une augmentation diciem intracellulaire. Par ailleurs le
2APB (2-aminoethoxy-diphenyl-borate), un inhibitedes canaux SOC a significativement
diminué les réponses obtenues par lyso-PC et PEAfare42D).
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Figure42: Action de Lyso-PC, PLAP et AA sur la sigalisation calcique des cellules CD36-positives

Les cellules gustatives CD36 positives (2.106) ét# incubées dans la sonde FURA 2/AMB : Les
expériences ont été réalisées dans un milieu Otuoal Les fleches indiquent I'addition de CaCl25(inM) et
de Lyso-PC (uM), D : en présence ou en absence de 2-APRB0 de PLAP (5ug/ml).

2.2.3.4. L'acide linoléique induit la production de CIF (Calcium
Influx factor)

Le CIF a été extrait a partir des cellules guststiCD36 positives traitées avec l'acide
linoléique. Le CIF extrait a induit autant que T@euaugmentation du calcium intracellulaire
dans les cellules CD36 positives de bourgeon du @Gagure43A).
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Figure43: Action de CIF, AA et Lyso-PC sur le calaim intracellulaire des cellules CD36-positives

A: CIF a été purifiée a partir de traitée par LA (Ctt) TG (TG-CIF). Les fleches indiquent lorsque les
molécules de test, CaQll,5 mM) et CIF (50 pl) ou CIF-TG (50 pl), ont ét@utés. L'action additive de CIF a
été étudiée en présence d'AB) et lyso-PC (C)D: activation de courant sensible &*1jgar CIF dans Jurkat T-
cellules. Moyenne L sensibles & la densité de courant-tension deoreaenregistrées en l'absencer{ = 7)

ou la présences( n = 9) de CIF inclus dans la solution de pipétitition 1:15). Les courants appliqués de -100
a 100 mV, dans des cellules T Jurkat avec CIF sémyen pipette contenant en I'absence (a) ou plésance
(b) de 20 pM de L.

2.2.3.5.

signalisation calcique des cellules gustatives lgiques

Les canaux Orail et orai3 sont impliqués dans la

La technique de RT-PCR a permis de montrer queddales gustatives CD36 positives
expriment les ARNm des canaux SOC Orail et Orai§u(E14A). Ces cellules expriment
aussi ’TARNm de STIM1, impliqué dans la déplétiossdéserves calciques. La transfection
de ces cellules par siRNA réduit I'expression de peotéines, comme le montrent les

résultats de western blot (Figure 44A/B).
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Figure44: Expression et implication de STIM1 dansd signalisation calcique des cellules CD36-positwe

A: représente l'expression de 'ARNm de STIM1, OetiDrai3.B: montre la détection de protéines STIM1,
Orail ou Orai3 par Western blot dans les cellulassfectées par soit I'ARN (contrble) ou par |[63NsA de
STIM1, Orail ou Orai3C: représente l'expression de 'ARNm d'Orail et Odafs les cellules CD36-positives
transfectées avec siARN Orail ou Orai3. NsiRNA n-oiblage siRNAD: Imagerie calcique effectuée sur une
cellule CD36-positive, transfectées soit avec Os#RINA ou SiARN Orai3 ou par les deux. Les changesdu
calcium intracellulaire ont été suivis sous le m$mope Nikon (TIU) a l'aide d’objectifs S-fluor 4@immersion
d'huile. Les histogrammes montrent les résultditeraus a partir des traces, en moyenne + SEM (h E 7
Effet de lyso-PC, (5 uM) et AA (10 uM) sur les awgtations de [C& *]i dans CD36-positives, de souris
sauvages (WT) ou Orail Les expériences ont été réalisées dans le sfirotimétre PTI.

L’augmentation de calcium induite par I'acide li@igjue dans les cellules gustatives CD36
positives est réduite dans les cellules transfegb@e les siRNA de STIM1, Orail et Orai3.

Cette réponse est davantage réduite lorsque ledesebont transfectées avec a la fois les
SiRNA d’'Orail et Orai3 La réponse de Lyso-PC sucdkium intracellulaire est seulement

diminuée dans les cellules tranfectées avec OFéglLi(e 44D).

Des expériences effectuées sur des cellules gresta®iD36 positives issues de so@igil”

ont montré que l'augmentation de calcium provoqpae Lyso-PC a été supprimée.

L’augmentation provoquée par I'acide arachidonigupiant a elle été réduite (Figure44E).
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2.2.3.6. CIF régule l'activité des iPLA,

Nous avons étudié le role de CIF dans l'activatderf’influx ca Icique dans les cellules
gustatives CD36 positives. Smani et ses collabarat(Smanet al. 2004) ont montré que
CIF active l'activité d'iPLA2. Nous avons observ@eqCIF extrait aprés stimulation avec
I'acide linoléique n’a aucun effet sur l'activit@zymatique de sPLAet ¢ PLA, alors qu'il
augmente significativement I'activité de iPLAigure45A).

D’apres le modele de Smaat al. (2004), la calmidazalium (CMZ), un antagoniste de |
calmoduline se fixe de facon spécifique a la calmtiod et dissocie iPLApour permettre
l'activation enzymatique. CMZ et BAPTA (chélateur dalcium intracellulaire) augmentent

I'activité d'iPLA2 dans les cellules de bourgeonghiit CD36 positives (Figure45B).
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Figure45: Effet de CIF, CMZ et BAPTA sur I'activité enzymatique des PLA2 dans les cellules gustatives
CD36 positives.A: Les cellules CD36-positives (3x90ont été traitées. Les extraits de CIF ont étéfipas et

été utilisés a 50 pl. B: montre des cellules quiéié pré-incubées pendant 15 min dans la présentabsence
des agents suivants: CMZ (3 uM) ou BAPTA/AM (10 uM)es histogrammes montrent les résultats en
moyenne = SEM (n = 7). * indique les différencegmicatives par rapport aux valeurs initiales (G01).

2.2.3.7. STIM1 est indispensable pour la signalisation calque

STIM1 joue un réle primordial dans la régulation ldesignalisation calcique (Lewist al
2007). Pour explorer le r6le de STIM1 dans la digaton calcique induite par les acides

gras polyinsaturés, des cellules CD36 positivelsalggeon du go(t ont été purifiées chez des
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souris de type sauvage (WT) et des souris STIM1acide linoléique et la thapsigargine ont
provoqué des augmentations transitoires de calaitracellulaire chez les souris WT, mais
ces augmentations étaient significativement dimgsughez les souris STIMI(Figure46A).
Nous avons aussi observé que les augmentationaldeans intracellulaire induites par CIF
étaient significativement faibles dans les cellgastatives CD36 positives extraites chez les
souris STIMI™ comparativement aux souris WT (Figure46B). ClFraiktchez les souris
STIM1” n'a produit aucune augmentation du signal calcigue les mémes cellules
(Figured46A). Sans surprise, les augmentations tuoa intracellulaire induites par I'acide
arachidonique (Figure46C) et LysoPC (Figure46Dieétaaussi plus faibles dans les cellules

de bourgeons du godt extraites chez les souris $Tiddmparativement aux souris WT.
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Figure46: Effet de la déficience de STIML1 sur la gnalisation calcique

Des études d'imagerie calcique ont été effectusreles cellules CD36-positives, isolé de type sgav@WT) ou
Stim1” souris. Les changements de Fura340/Fura380 orguétiés sous le microscope Nikon (TIU) & l'aide
d’objectifs S-fluor 40x a immersion d'huil&.: montre les effets de LA (20 uM) et TG (5 uM) daedlules
CD36-positive ou négative CD36B. indique l'effet de CIF, extrait de LA stimuléerpBBC, isolé de type
sauvage ou Stiml1-/ - souris (donc, qualifié de C#im1-/ -), le Ca 2 + de signalisatidd.et D: montreent les
effets de AA (10 pM) et lyso-PC (5 pM), respectieaty sur les augmentations de [Cj Les données de A &
D représentent la moyenne £ SEM (n = 7). * indigies différences significatives par rapport a TBJé a
partir de souris de type sauvage (WT) (p <0,0€&1)représente I'expression de I'ARNm codant pour CEX36
différents isotypes de PLA2 chez les souris WTtehS" CD36-positives. Les données représentent la mayenn
+ SEM (n = 6). EM et C, le « time-lapse » des augmentations de [Ca 2o#} été enregistrés dans les cellules
CD36-positivesde type sauvage (WT).
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Résultats

2.2.3.8. Diminution de la préférence spontanée des lipidesez les

souris Stim1”

A partir des résultats précédents, on peut supppseSTIM1 joue un rble primordial dans la

perception gustative des lipides. Pour vérifietectypothése, des sougIMI” et WT ont

été soumises a un test de préférence a double.cbomme prévu, les souris WT ont montré

une forte préférence pour la solution enrichie eihelde colza (0,1%), plutét qu'une solution

de Xantahane (0,3%) (Figure47A). Par contre, qatééérence a été significativement plus

faible chez les souriSTIMI™ (Figure47A). Nous avons observé que les sourigviaTl

développaient une splénomégalie. Nous avons aholstila splénomégalie chez des souris
sauvage par injection intrapéritonéale de chlodereadmium (Pathak et Khandelwal, 2009).
Puis nous avons réalisé le test de préférenceidipdchez ces souris (Figure47B). Nous

avons aussi mesuré la libération de sérotonine desmisellules CD26-positives extraites chez

des souris STIMI™ comparativement & des souris normales (Figure.47C)

OContrel { Xanthane) OControl i Xanthane)
2 B0l {0.19%) 7 - =il (0.1%)
£ * NS
c:: *
£ —_
‘@ i
21 &
o =1 4
= =
= W
- § 5
- E
1] 0 -
WT Stmi+ Vehicle CdCl;

3H serotonin release

(% ofbasal cells)

450 4
400 A
350 A
300 A
250 A
200 A
150 A
100 A

50 A

B StmT~+

5

WT

1}

1

MNone

M
T
L&

LA+SS50

Figure47: Effet de l'invalidation du géne STIM1 etune splénomégalie sur la préférence gustative poles
lipides. A: les souris de type sauvage et Stfmant été soumises & 12 heures test de préférehdmateilles.
La gomme de xanthane (0,3%) a été utilisée poudstommer I'huile de colza (0,1%) dans l'eau et #eirnla
texture des lipides. * indique les différences Bigatives par rapport a la solution de contréle<(@001) chez
les animaux WT. § montre des différences importaetere I'huile et I'huile nourri WT-nourris Stimt-souris
(p <0,001). B: splénomégalie a été induite pamiimiktration intrapéritonéale de CdCI2 aux soudsrsises a
12 heures de test de préférence de 2 bouteiliegidue les différences significatives par rapgol solution de
contréle (p <0,001) dans le véhicule-administrésanx. Les données représentent la moyenne + SEM6(n
C: montre la libération déH-sérotonine dans le milieu extracellulaire en enée de LA avec ou sans SSO de
cellules CD36-positive, isolées chez des sourigype sauvage (WT) ou des souris Stim¥ indique les
différences significatives par rapport au contrf@de<0,001) chez les animaux WT. § montre des diffées
importantes entre LA et LA pludescellules traitées par SSO (p <0,001) dans les lesll€CD36-positives

isolées chez les animaux WT. Les données
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Travaux non publiés

3. Travaux non publiés: L’acide docosahexaenoique (DHA) induit-il la signasation

calcique dans les cellules gustatives indépendamnmele CD36 ?

Nous avons observé que le DHA induit une augmemtate calcium intracellulaire dans les
cellules gustatives extraites de papilles caliaifes de souris. Nous avons cherché a savoir si
I'action de DHA était via une voie similaire a eetle I'acide linoléique.

Apres avoir observeé 'augmentation de calcium dasellules gustatives, nous avons Vvérifié
si cette augmentation sollicite la voie des PLC m@ndans I'activation induite par l'acide
linoléique (El Yassimet al, 2008). Ensuite, nous avons recherché les phtipphes A2 qui
seraient impliguée dans ce mécanisme, apres asali te réle du lipido-récepteur CD36.
Toutes les expériences de cette étude ont été itesdur des cellules gustatives extraites de
papilles caliciformes de souris. Le matériel etnesthodes utilisés sont comme décrits dans
les travaux publiés (Dramaet¢al. 2012)

3.1. DHA induit une augmentation du calcium intracellulaire dans les cellules

gustatives:

Nous avons étudié le calcium intracellulaire adéid’une technique d’imagerie caclique.
Sachant que les acides gras polyinsaturés sontquégl dans la signalisation des cellules
gustatives, nous avons recherché et observé qdibe et de facon moins significative,
'EPA induisent une augmentation rapide du calcintnacellulaire dans les cellules CD36
positives extraites des papilles caliciformes (Fég8). Ayant observé que le DHA a une
action plus significative que I'EPA, nous avons ishal’étudier I'action du DHA sur la
signalisation des cellules gustatives lipidiques.
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Figure48: DHA augmente le calcium intracellulaire éns les cellules gustativekes AGPI de la famille-3,
DHA et EPA, induisent une augmentation du calciuntracellulaire dans un milieu extracellulaire riche
calcium (1200+50 nM dans un milieu riche erf Qauffer contre 300+20 nM dans un milieu contendrbtO&",
p>0.001). La fleche indique le moment ou DHA (ouRst additionné dans le milieu extracellulaire.

3.2.DHA n’induit pas I'augmentation du calcium intracellulaire via CD36

Nous avons observé une augmentation du calciuaceitulaire dans les cellules gustatives
CD36-positives. Nous avons néanmoins cherché a assiger que cette activation était bien
CD36 dépendante. Alors nous avons utilisé l'inleibit de CD36, le sulfo-N-succinimidyl-
oleate (SSO). Les cellules CD36 positives ont ééinrubées avec SSO a 50uM pendant 10
minutes. Nous avons observé que linhibition palOSSaffecte pas lI'augmentation du

calcium intracellulaire par DHA (Figure49).

L’absence de I'implication de CD36 dans l'inductiatiu calcium intracellulaire par le DHA

devra étre confirmée par I'utilisation d’outils siRA, notamment les SIRNACD36
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Figure49: L'action de SSO sur 'augmentation [Ca2+] par DHA. Les cellules CD36 positives ont été pré
incubées avec 50uM de SSO pendant 10 minutes. itiatidle DHA pendant I'imagerie calcique a induit
indifféremment 'augmentation du [€3 dans les cellules inhibées par SSO et les @slnbn traitées.

3.3. DHA recrute le calcium intracellulaire via I'activation de la voie des
PLC et via l'influx SOC.

Pour montrer I'implication des canaux SOC dansecstgnalisation calcique, nous avons
utilisé 2-aminoethoxy-diphenyl-borate (2-APB), unhibiteur des canaux SOC. Aprés
l'addition de 2-APB, l'augmentation de calcium gxtellulaire induite par DHA est
significativement réduite (Figure50A). La pré inatibn des cellules CD26 positives par un
inhibiteur de la phospholipase C, U73122,a sigaiflement réduit aussi 'augmentation du
calcium intracellulaire (Figure50B). Nous avons sustilisé un kit pour mesurer la
production d’inositol triphosphate induite par khtion de DHA sur les cellules gustatives
lipidiques (Figure50C). Ces résultats indiquentrefaent que le DHA augmente le calcium
intracellulaire dans les cellules gustatives enitisaimt les réserves calciques grace a la PLC,

mais sollicite aussi les canaux SOC.

zéme

Partie : Les contributions personnelles 149



Travaux non publiés

A B C IP3 production
Action of 2AFPB on i[Ca 16
] increase Actionof U73122 on

— i[CaZ+]increase

£ 135 _ L ] 1.4 1
= Z 135
<= =
£ 130 = L2
g 2 130 3
ol P g 1
s 125 r.rff % i
= 3 125 P
21 " Z 051
- =

5 £ 120 2
E 115 = EOR
= p— o

= bt =]
= z 115

Z 110 g 1 04
< g
T 105 < 110
= - - - 0.2 4
= m 3§ s
= = 0

C'ontrol DHA

DHA+2APB
DHA+UTT3122

Figure50: L'action de 2-APB et d'U73122 sur 'augmatation de calcium intracellulaire induite par DHA.
Les cellules gustatives ont été pré incubées adpdi3de 2-APB (A) et 3uM d’'U73122 (B) avant I'additi de
DHA au cours de I'imagerie calcique. Ces deux madis ont significativement diminué le calcium indpar
I'addition de DHA. La production d'lfpar les cellules traitées avec DHA a été mesuréaicke du kit PH]-
Biotrak Assay (C)n=3 et p>0.001.

3.4. PLA, GIVc est impliquée dans le calcium induit par le BIA :
Nous avions observé que les cellules gustativesoGinsitives expriment les différents types
de PLA, les sPLA, cPLA, and iPLA. Les cellules ont été incubées p3][DHA, pour
mesurer la libération de cet acide gras (FigureSB9ur étudier les isoformes de PLA
impliquées dans, nous avons utilisé des inhibitduegide aristolochic (Ara-A) inhibe sPLA
(type lla/type V) et l'arachidonyl trifluoromethyketone (ATK) et le bromoenol lactone
(BEL) sont respectivement des inhibiteurs des typesPLA, and type VI iPLA (Kudo et
al. 2002).
L’'ordre de l'action inhibitrice des inhibiteurs #€éTK > Ar-A > BEL avec I'addition de
DHA. L'utilisation des siRNA PLA a confirmé Il'implication du type IV de cPLA
précisément, la PLAGIVC (Figure51B). En effét I'ordre d’inhibition desiRNA PLA; a été
le suivant aprés I'addition de DHA: Type IVc>typedypeV>typella.
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Figure51: La libération de [3H]-DHA par les cellules gustatives et I'action des siRNA PLA2 sur le calem
induit. Les cellules ont été incubées pad]iDHA (A) pour mesurer la libération de DHA. Deshibiteurs
respectifs ont été utilisés avant la mesure. Le typdes cPLAest le plus significativement impliqué dans cette
libération.

3.5. STIM1 joue un réle dans linflux calcique induit par le DHA
Pour explorer I'implication de STIM1 dans le calniunduit par I'addition de DHA sur les
cellules CD36 positives, nous avons utilisé dekiles de souris StinL. Dans ces cellules,

le calcium induit est significativement diminué papport aux cellules normales (Figure52).
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Figure52: Le réle de STIM1 dans la signalization daique induite par DHA. Dans les cellules gustatives
isolées chez des souris Stifilnous avons observé un baisse du calcium indutedaHA.

3.6. La signalisation calcique des cellules gustativesduite par le DHA

Nos résultats ont montré que le DHA induit une aeigration du calcium intracellulaire dans
les cellules gustatives de souris. Nous avons wégpre la signalisation induite est différente
de celle induite par l'acide linoléique via le FAD36. Le DHA est libéré a partir des
phospholipases membranaires par PKAVC. Notre hypothese est que le DHA active des
récepteurs couplés a la protéine G afin d'impligleeivoie des PLC. Cette voie permet
'activation des récepteurs a |JRde la membrane du réticulum endoplasmique, par la
production d’IR. L’influx calcique induit par I'activation des canx SOC permettrait une

libération des neuromédiateurs excitateurs desdiherveuses afférentes.
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4. Liste des communications

4.1. G. Dramane N. A. Khan, K. Moutairou, S. Akpona ; Acides gras et
Obésité; Congres « Santé et Société » ; Septembre 201Dar Es Salaam,

Tanzanie.

Résumé : La surconsommation d’aliments gras egonssble de nombreuses pathologies
telle que I'obésité. Les aliments gras sont détept# glycoprotéine CD36. Nous avons isolé
et purifié des cellules gustatives lipidiques exjamt le CD36. Dans ces cellules, nous avons
étudié la transduction du signal déclenché paraitdeagras alimentaire (acide linoléique).
L'acide linoléigue activerait le CD36, responsalile la phosphorylation de protéines
tyrosine-kinase qui est couplée a une signalisat@aicique et une libération de
neuromédiateurs responsables de la perception usaes aliments gras. Ces travaux qui
s’inscrivent dans une lutte contre les maladiesab@iques, nous permettent d’envisager la

baisse des incidences liées a la consommation ®xeeafes acides gras.

4.2. G.Dramane N. A. Khan ; Identification of isoforms of PLA in mouse cd36
positive lipid gustatory cells: implication in calem signaling, 9th Congress of
the International Society for the Study of Fatty Adds and lipids ; Juin 2010;
Maastricht, the Netherlands.

Background / Objective: We have previously demonstrated that the cellsessging CD36,
localized apically on the taste buds of mouse lahgircumvallate papillae (CVP), act as lipid
gustatory cells. We have also shown that long cFetity acids (LCFA) induce increases in
[Ca2+]i by recruiting calcium from endoplasmic cefium, followed by calcium influx via
opening of store operated calcium (SOC) channedsvever, the mechanisms, implicated in
the opening of SOC channels are not well-understood

Procedures: The experiments were performed on CD36-positivéscétolated from the
lingual CVP of the mouse. We detected differenfasnes of PLA2 by RT-qPCR. The
increases in [Ca2+]i were determined by using RiAdM.

Results:We observed that CD36-positive and CD36-negatills ezpress different isoforms
of sPLA2 (secretory), cPLA2 (calcium-dependent) ailA2 (calcium-independent).
However, the CD36-positive cells expressed, in ljgantities, two isoformes of sSPLA2, i.e.,
type V and type lla, and one isoforme of IPLA2,,itgpe IV. We incubated cells with [3H]-
arachidonate and assessed its release towardsttheedlular medium in the presence of a
LCFA or other activators like thapsigargin (TG). Weserved that TG induced the release of
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[3H]-arachidonate in both CD36-negative and CD36Hpee cells though the action of these
agents was more efficient in the latters. FurtheenbCFA induced the release of this fatty
acid only in CD36-positive cells. By using PLAZ2 ibitors in the calcium-free calcium-

reintroduction (CFCR), we observed that SOC influixjgered by TG and LCFA, is inhibited

by sPLA2 and iPLA2.

Conclusion: Our results show that lingual CD36-positive cellsgess different isoformes of
PLA2 which may catalyse the release of free fatigainto the mouth cavity. Later on, the
released free fatty acids acid may be implicatedhim modulation of calcium signalling,

involved in gustatory perception of lipids, andaails the regulation of other taste

modalities.

4.3. Gado Dramane, Anne-Marie Simonin, Aziz Hichami, Siron Akpona,
Naim A. Khan; Three isoforms of PLA modulate calcium signaling in mouse
ieme

CD36-positive lipid gustatory cell¥/I congres de Physiologie, de

Pharmacologie et de Thérapeutique Mars 2011, Grenoble, France.

Introduction: We have previously demonstrated that the cellsesging CD36, localized
apically on the taste buds of mouse lingual circallate papillae (CVP), act as lipid
gustatory cells. We have also shown that long cFetity acids (LCFA) induce increases in
[Ca2+]i by recruiting calcium from endoplasmic cefium, followed by calcium influx via
opening of store operated calcium (SOC) channatsvever, the mechanisms, implicated in
the opening of SOC channels are not well-understood

Methods: The experiments were performed on CD36-positives celolated from the lingual
CVP of the mouse. We detected different isoformfeBLAA, by RT-gPCR. The increases in
[Ca’"li were determined by using Fura-2/AM.

Results: We observed that CD36-positive and CD36-negativds cexpress different
isoformes of sPLA (secretory), cPLA (calcium-dependent) and iPLA (calcium-
independent). However, the CD36-positive cells egped, in high quantities, two isoformes
of sPLA, i.e., type V and type lla, and one isoforme dfAR, i.e., type IV. We incubated
cells with [3H]-arachidonate and assessed its seléawards the extracellular medium in the
presence of a LCFA or other activators like thaggig (TG). We observed that TG induced
the release of’H]-arachidonate in both CD36-negative and CD364pasicells though the
action of these agents was more efficient in thtedsa Furthermore, LCFA induced the

release of this fatty acid only in CD36-positivél€eBy using PLA inhibitors in the calcium-
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free calcium-reintroduction (CFCR), we observedt t8®C influx, triggered by TG and
LCFA, is inhibited by sPLAand iPLA.

Conclusion: Our results show that lingual CD36-positive cellsgess different isoformes of
PLA2 which may catalyse the release of free fatigsiinto the mouth cavity. Later on, the
released free fatty acids acid may be implicatedhim modulation of calcium signalling,

involved in gustatory perception of lipids, andaails the regulation of other taste modalities.

4.4 ABDOUL-AZIZE Souleymane, DRAMANE Gado, VOGTLE Timo, SADOU
Hassimi, AKPONA Simon, NIESWANDT Bernhard, BESNARD Philippe and
KHAN Akhtar Naim. Role of CIF, STIM1 and Orail in calcium signalingn mouse

CD36+ lipid gustatory cellsXVIl ®™ Forum des Jeunes Chercheurs-BIOTechnp
Juin 2011, Dijon, France.

Linoleic acid, a long chain fatty acid (LCFA), inckd increases in free intracellular calcium
concentrations, [G4]i, in CD36+ cells isolated from mouse lingual cinsvallate papillae.
The LCFA-induced increases in [E€p were contributed by an initial increase from
endoplasmic reticulum (ER), followed by calcium li via opening of store operated
calcium (SOC) channels, as per capacitative moflatatcium homeostasis. During the
recruitment of calcium from ER pool, LCFA evokecethelease of calcium-influx factor
(CIF) which, in turn, activated iPLAby displacing calmodulin (CaM) from this enzymé&eT
iIPLA, was responsible for the production of lyso-phagiaylcholine (Lyso-PC). Indeed,
CIF and Lyso-PC did not exert additive responsesalcium influx, indicating that both the
agents open the same calcium channels. The SOCnealsamre constituted of four
transmembrane channel-pore forming units called @weins whose functions are regulated
by Stim1, a sensor of calcium depletion in the BR. used siRNA technology and transgenic
mice models of Orail and Stim1. We observed th&tad Lyso-PC opened Orail channels.
Stim1 was found to regulate the opening of SOC shisnas inStimI’~ CD36-positive cells,
the CIF and Lyo-PC failed to induce calcium infll@ur results suggest that, during lipid
taste perception in the mouse CVP, LCFA-activaildA, via CD36 will be implicated in
cell signaling, responsible for the transmissiongastatory information to afferent nerve
fibers.

Key-words calcium, taste buds, lipids, CD36, gustation
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4.5.DRAMANE _Gado, ABDOUL-AZIZE Souleymane, VOGTLE Timo, SADOU
Hassimi, AKPONA Simon, NIESWANDT Bernhard, BESNARD Philippe and
KHAN. Role of CIF, STIM1 and Orail in calcium signalingn mouse CD36 taste bud
cells 21th LBP-workshop Dijon, 26-27 January 2012.

4.6. Gado Dramane Abdoul-azize Souleymane, Aziz Hichami, Simon

Akpona, Naim A. Khan; Stiml is essential for the regulation of orail/3
calcium channels, and fat preference in mic¥/ll ieme congres de Physiologie,

de Pharmacologie et de ThérapeutiqueAvril 2012, Dijon, France.

« Prix de la meilleure communication orale 2612

Introduction:

In addition to the basic taste modalities, sweetjrs bitter, salty andumamj recent
convincing evidences raise the possibility for ddiional sixth taste modality devoted to the
perception of lipids. A number of studies have ssed that lingual CD36, a glycoprotein,
mainly expressed by circumvallate papillae (CVP)}twatongue, might be implicated in oro-
gustatory of dietary lipids in rodents.

Aim of the study:

We highlight the cell activation mechanisms, resilole for the downstream cell signaling
which might help understand the lipid-mediated fatjon of feeding behavior, critically
involved in the development of several diseasesdisesity and other metabolic disorders.
Materials and methods

CD36-positive cells were isolated from C57BL/6J enaccording to the published procedure
[JBC, 2008; 283:12949-59]. The presence of PRLisoforms was detected by confocal
microscopy; and the enzymes activity was determasegrotocol furnished witGaymankit.
The PLA activation was measured by the releasée’ldf-grachidonic acid. The presence of
Orail/3 and Stim1 mRNA was sought by Real Time- HERD36-positive, cells calcium
signaling was measured with a designed Calcium/daggum reintroduction (CFCR)
protocol. Experiments on the spontaneous preferdocelipid-enriched solutions were
investigated in wild type oBtimI’™ mice by means of the two-bottle preference tESISEB

J. 2008; 22:1458-68].
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Results/Discussion

We demonstrate that linoleic acid (LA), a long-chdatty acid (LCFA), by activating
different isoforms of sPLA cPLA; and iPLA via CD36, produced free arachidonic acid
(AA) and lyso-phosphatidylcholine (Lyso-PC) whichggered calcium influx in CD36-
positive cells. The LCFA induced the productiorcafcium-influx factor (CIF). CIF, AA and
Lyso-PC exerted different actions on the openingtofe operated calcium (SOC) channels,
constituted of Orai proteins and regulated by Stimlsensor of calcium depletion in the
endoplasmic reticulum. Wild-type mice exhibitedtasger preference tha®timI’~ animals
for an oil-enriched solution, suggesting that Stipldys a key role in the oral detection of

lipids.
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Discussion générale

1. Discussion générale

Plusieurs facteurs, sociaux, culturels et physiglogs déterminent I'acte alimentaire. De
nombreuses maladies sont apparues suite aux grandasons de notre ere qui ont permis a
une grande partie de la population mondiale deluefpire une course aux calories. L'un des
grands changements apparus dans l'alimentatioaegimentation de la part d’acides gras.
Les travaux sur le rapport des acides gras polginssn-6/n-3, ont permis de définir des
guantités maximales de consommation de graissestypes d’aliments meilleurs pour la
santé et la notion de « bon » et de « mauvais stéotd ».
1.1 Activation des récepteurs du go(t par les AGLC

Les acides gras activent de maniéres difféerentesdbules réceptrices de bourgeons
du godt de la papille caliciforme qui exprimeniplatéine CD36. Cette activation dépend de
la structure, de la longueur de la chaine carbostédy) degré de saturation. El Yassaehal.
(2008) ont étudié les interactions de différentsles gras avec le CD36 dans des cellules
fraichement purifiées dans des papilles calicifade souris. Ils ont testé deux acides gras
saturés, I'acide caprylique (CA, 10 :0) et I'acip@mitique (PA, 16 :0) ; deux acides gras
polyinsaturés a longue chaine carbonée, l'acideoskitexaénoique (DHA, 22 163) et
'acide linoléique (LA, 18 :B-6). Il a été observé que, les AGLC saturés ettunésa
induisent des réponses rapides, en augmentanteaifféent le calcium intracellulaire. C’est
'acide linoléique qui induit 'augmentation la glumportante de calcium intracellulaire.
Partant du mécanisme de signalisation précédemdéenit suite a I'activation de CD36 par
I'acide linoléique, nous avons cherché a comprenesephénoménes qui avaient lieu en
amont du déclenchement de cette signalisation, grencktte signalisation et en aval de la
signalisation.

1.2. PLA, et perception des AGLC

En amont de la signalisation, il faudrait que I'AGLsoit rendu perceptible aux
récepteurs. Les PLAse sont imposées comme candidats parfaits damgcanisme. Chemin
faisant, nous avons observé qu’ils jouaient un &dblvers niveaux de la signalisation. Tres
peu d’études ont utilisé I'acide linoléiqgue comnutivaateur de PLA Toutefois, Sutet al.,
(2008) ont montré que I'acide linoléique induititzération de glucose a partir d’hépatocytes
via I'activation de PLA.

Les PLA catalysent I'hydrolyse en positian2 des phospholipides générant des
acides gras polyinsaturés et des lyso-phosphofipide
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Les PLA peuvent étre divisés en trois familles différentes famille des PLA sécrétées
(sPLA,) utilisent une histidine catalytique et acomme cofacteur essentiel. Elles
contiennent aussi un site de reconnaissance inigdacomposé de résidus hydrophobes qui
entourent le site actif et permettent la fixati@nl'dnzyme a la membrane plasmique (Kudo et
Murakami, 2002). Les PLA sécrétées et cytosoliques (cRDAsont des enzymes
dépendantes du calcium et possédent un domainaistenl C2. En regle générale, la plupart
des cPLA est transporté sur des membranes péri nucléamesieo Golgi, la ou la
concentration intracellulaire de calcium augmerdgd’ardre du micro molaire. La troisieme
catégorie, celle des iPLLAs’active indépendamment du calcium. Une isofopadiculiére,
iPLA,B (groupe VI), possede une structure complexe. lricpdarité de iPLAB est qu'elle
contient un domaine CaM a extrémité C-terminale, gvec le motif 1Q, forme une poche
permettant de se lier a CaM pour inhiber l'actidiggPLAB (Jenkinset al ., 2001).

Dans notre étude, nous avons observé gu’'a la &siscellules CD36-positives et CD36-
négatives possedent les trois classes d'enzymesgefdis, les PLA des groupes lla et V
n'étaient présents que dans les cellules CD36heEsitCette observation est intéressante car
ces deux types de PLAsont impliqués dans la libération de l'acide aidmfique (AA) a
partir de phospholipides dans les cellules endatlesl et les macrophages (Six et Dennis,
2000). Les cellules CD36-positives, mais pas leS&Bégatives, expriment aussi la cBLA
type IVc qui appartient a une famille d'enzymes goint constitutivement associées a la
membrane plasmique, et, par conséquent, sont @é&tatalyser la libération d'un acide gras
de la positionsn2. Murakamiet al. (2003) ont montré que cPLAype IVc induit une
libération rapide d’AA dans les cellules HEK293.sLeellules CD36-positives ont aussi
abondamment exprimé iPLAype VIB. iPLA2B, est déja connue pour étre impliquée dans la
signalisation calcique (Smaet al, 2004). Cette isoforme est conservée chez I'honenay,

la souris, le hamster et chez la drosophile (Mam@aisal, 2000;..Jenkinset al, 2001). La
présence d'un certain nombre d’isotypes de Fda#ns les cellules CD36-positives suggere
gue lors de l'activation de ces cellules, AA ebilé des phospholipides. En étudiant
l'incorporation des acides gras dans les cellul®S86& positives, nous avons constaté que
I’AA exogéne est présent principalement dans lasphatidylcholine (PC). En fait, les PLA
peuvent présenter une spécificité en ce qui cordarhbération d'un acide gras de la position
sn2 des phospholipides (Dengs al., 2005). C'est pourquoi I'AA est libéré sous I'actae
ces PLA, en particulier par les groupes V et X des sPl@es derniers effectuent une
hydrolyse préférentielle de la phosphatidylcholiBageret al, 2002).
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C’est bien pour la premiere fois que I'expressionstitutive des isoformes différentes de
PLA, dans les cellules de souris gustatives est dégmridien que Oiket al. (2006b) aient
montré que seule sPLAle type lla est présent dans les cellules gustatie rat. Nous avons
observé que par LA induit I'activation des sBLgt cPLA en se liant & CD36, et que SSO,
bloque cette action. SSO a aussi diminué l'actVifeLA, dans les cellules CD36-positives.
Peu d’études étaient disponibles sur 'activatiea PLA via CD36, sauf un rapport récent
qgui a démontré que le flux laminaire induit a lasfbexpression et l'activation d'iPLAvIia

CD36 dans les cellules endothéliales vasculairesgiLal, 2004).

En ce qui concerne iPLAnous pouvons émettre I'hypothése que cette enegiractivée via
le récepteur de couplage, par le déplacement deali@oduline, indépendamment des

augmentations de [€3i, comme le suggeére d‘ailleurs Shuttlewaegttal (2009).

1.3. LA active les PLAyetla signalisation calcique via CD36
Nous avons observé que LA induit une augmentatigmifative de [C&']i, ce qui n'a pas
été le cas a moyen terme, dans un milieu extrdagbupauvre en calcium. Sachant que LA
induit une augmentation de [€}, par la production d’IR suivi par l'influx de calcium dans
les cellules CD36-positives (El-Yassieti al, 2008), nous avons cherché a élucider I'effet de
l'activation des PLA par LA, en présence ou en l'absence de calciuns tamilieu de
dosage. Nous avons observé que l'activité induée IpA, des sPLA et cPLA est plus
importante en présence de calcium dans le miligcaexlulaire, comme indiqué dans les
cellules HepG2 (Caro et Cederbaum, 2007). Commeupréactivité induite par LA des
iPLA, a aussi été accrue lorsque le calcium a été éhddat EGTA dans le milieu
extracellulaire comme l'ont d'ailleurs démontré 8mat al,. (2004) Plusieurs auteurs
rapportent que la production de fJa par certains agonistes est contrdlée par le&,Fet
la libération d’AA (Tsumoda et Owayng, 1993; Torisjet al, 1994). Nos résultats sont en
accord avec les observations de Sathal (2008) qui ont montré que LA induit des
augmentations de [€3i, et I'activation des cPLAdans les hépatocytes de poulet.
Comme la thapsigargine (TG), LA recrute aussi dgiwan a partir du pool du réticulum
endoplasmique (El-Yassinet al, 2008). Nous avons observé que TG et LA, indaidena
méme maniére la libération d’AAH] dans les cellules CD36-positives mais pas pleslgs
activateurs PMA/ionomycine. De méme, l'acide alustioique et BPB, les inhibiteurs des
types Ib et V des PLA bromoenol lactone (BEL), un inhibiteur de type dds PLA, et
ATK, un inhibiteur de cPLA2 type V, inhibent de niexe significative la libération d’AA-
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[*H] induite par LA et TG dans les cellules CD36-fiss. De méme, TG induit I'activation
des trois isoformes de PLAans legellules T Jurkat (Hichanat al, 2002).
Par ailleurs, LA exerce son action en se liant 8&ine liaison qui est diminuée par SSO.

La libération d’AA-PH] est aussi diminuée par SSO.

1.4. Les produits des PLA activent la signalisation calcique
En résume, ces observations suggerent que ledesellD36-positives possedent les trois
isoformes de PLA et qu’elles sont activement impliquées dans talgse de I'AA. Il est a
noter que LA n'a pas exercé son action sur ladiim#r de d’AA-PH] via ses métabolites, car
l'indométacine, un inhibiteur de la voie de la oyokygénase, NGDA, un inhibiteur de la
voie de la lipoxygénase, et 1-aminobenzotriazoBTA un inhibiteur de la cytochrome P450
(CYP450 epoxygenases), n'ont pas réussi a influelegtion de cet acide gras.
Partant du fait que LA et TG induisent la libératilfAA-[ °*H] de facon similaire, et que cette
libération est inhibée par divers inhibiteurs deARLnous avons utilisé uniquement TG pour
evaluer le réle des AA libres sur l'influx de calti capacitif afin d'éviter l'interférence de
différentes seconds messagers qui pourraient étreés en plus par LA. En effet, LA peut
induire la phosphorylation de la kinase Src praéymosine (El-Yassimet al, 2008).
Nous avons donc fait des expériences dans un tampaontenant aucun ion CaDans ces
expériences, le calcium a été remplacé par EGTAsDampon 0% C4 AA seul n'a pas
induit une augmentation de [€H. En appliquant un protocole CFCR, en présencd @e
AA exogéne a une action dose-dépendante sur lesemigtions de [C3] i dans les cellules
CD36-positives. Dans un tampon contenant dé"das inhibiteurs des trois isoformes de
PLA; réduisent linflux de calcium induit par TG dares Icellules CD36-positives. Ces
observations suggeérent que I'AA est responsabléinitux de calcium dans ces cellules. Nos
résultats corroborent les conclusions de plusielescheurs qui ont montré que cet acide gras
induit I'influx de calcium dans différentes lignémslulaires (Hichamet al. 2002). Rappelons
gue l'influx de calcium provoqué par AA n'a pasiafiiencé par ses métabolites, ce qui a été
confirmé par par Mignest al (2003). Puisque l'action des PL@ést associée a I'apparition
d’AA libres dans le milieu extracellulaire et apeoduction de lyso-phospholipides dans les
membranes plasmiques, nous nous sommes intérassée ae lyso-PC, dont nous avons
observé la production dans les cellules CD36-pa@stiLyso-PC induit un influx de calcium
dans ces cellules, mais aussi, Lyso-PE et Lysaolds une moindre proportion par rapport a
lyso-PC. Ces résultats corroborent les conclusienSmanet al (2004) qui ont montré que
les lysophospholipides, y compris lyso-PC indumaikouverture de canaux calciques dans
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les cellules musculaires lisses de souris. Bodétiral (2010) ont recemment démontré que
Lyo-PC a déclenché l'entrée du calcium via les @an80OC étored operated calcium
channe) dans les fibres dystrophiques.

Nous avons observé que l'addition d’AA aprés Ipsb-et vice-versa a induit une réponse
additive sur l'influx de calcium. Ceci suggére tpgcanaux ouverts par ces deux agents ne se
chevauchent pas. L'influx de calcium stimulé pAAI'n'est pas contrélé par des mécanismes
classiques. Des inhibiteurs comme le diltiazenmweatonotoxine, inhibiteurs respectifs les
canaux calciqgues de type L et de type N, n‘'ontppasloquer l'influx de calcium induit par
I'AA dans nos cellules.

De nombreux travaux récemment publiés sont enrd@eec notre hypothése (Mignenal,
2001; Mignenet al, 2009). lls ont montré I'existence d’'un courant@Rpécifique a I'acide
arachidonique, dans les cellules HEK293.

1.5. CIF est un activateur du calcium intracellulaire
Le courant ARC, induit par 8 a JMM d’AA dans des expériences de patch-clamp, peat ét
bloqué par 5@M de lanthanum (L) dans ces cellules (Shuttleworth, 2009). De mé&tars
notre étude, nous avons observé que par l'influgatidum capacitif induit I'AA a été inhibé
par une addition préalable de {Da
Le facteur d’'induction calcique CIF a été identifigns les cellules T Jurkat comme un agent
qui libéré du réticulum endoplasmique durant lalélém calcique et qui, par conséquent,
favorise l'influx de calcium afin de remplir lesseéves intracellulaires (Ramdriamampita et
Tsien, 1993). Bien que l'identité moléculaire d& @Emeure jusqu’a présent un mystere, sa
présence et son activité biologique ont été dérdeatde nombreuses fois, dans une grande
varieté de types de cellules allant de la levurth@amme (Bolotina et Csutora, 2005).
L'activité de CIF peut étre détectée trés tét, &k a 25 s aprés |'épuisement des réserves
calciques par la TG (Mercet al, 2006).
Nous avons purifié CIF, en stimulant des CD36 ¢etlipositives par I'acide linoléique et
observé gu'il induit linflux calcique, non seulemalans les cellules CD36-positives, mais
aussi les cellules Jurkat, les lymphocytes T etédsiles HEK 293. De méme, le facteur CIF
a été purifié en stimulant les cellules avec la . B CIF induit par TG provoque aussi
l'influx calcigue. Ces observations suggérent qué~ (est un facteur universel
(Ramdriamampita et Tsien, 1993). Cependant, I'exidd’AA aprés CIF induit une réponse
additive sur [l'influx calcique. Les canaux calcigueuverts par CIF et AA pourraient
appartenir a deux catégories différentes. Toutefms d’action additive suite a I'addition de
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CIF et lyso-PC sur I'influx calcique dans les ckdki CD36-positives. Lyso-PC et CIF ont,
sans doute, une action sur la méme catégorie daixaalciques dans ces cellules.

1.6. Quelle est la nature des canaux calciques impliqués

hY

Intéressons nous a présent a la nature des cagaoxjues qui pourraient étre
spécifiguement ouverts par AA et Lyo-PC. Les can8®C se composent de quatre unités
codées par des genes Orai (Baryshnigbwal, 2009). Les canaux calciques Orail sont des
constituants moléculaires de I'activation de cotgdprac En effet, I'invalidation du gene
d’Orail produit une inhibition spectaculaire dgacet I'activation de I'influx SOC (Bolotina,
2008). Dans un premier temps, nous avons cherdaair si nos cellules CD36-positives
possedent ces canaux. Nous avons observé guellcdsscexpriment a la fois ’TARNm et la
protéine des canaux Orail et Orai3. Nous avons pusgqué la diminution de I'expression
des canaux Orail et Orai3 grace a la technowBNA. Sans surprise, la réponse de lyso-PC
sur l'entrée du calcium a été significativemenuiddans les cellules dans lesquelles Orail
est diminué, mais l'influx calcique induit par 'AA’a été que faiblement diminué dans ces
cellules. Précisons que l'influx calcique induit pAA a été considérablement réduit dans les
cellules CD36-positives transfectées a la fois des@rotéines Orail et Orai3. Parallelement,
l'influx de calcium induit par Lyo-PC ou CIF a ésmplétement réduit dans les Oraidu le
gene a été invalidé. En ce qui concerne l'influxcaieium induit par I'AA, il a été aussi tres
réduit dans ces cellules.

Nos observations sur l'ouverture de canaux OrailyaPC sont étayées par les conclusions
de Shuttleworth (2009) qui a montré que l'assengblammotétramérique d’'Orail forme les
canaux SOC. De méme, les canaux ARC seraient fopaean ensemble heteropentameric
d’'Orail et Orai3, dans une proportion trois soogés Orail et deux sous-unités Orai3
(Mignenet al, 2009). Les canaux SOC et ARC, sont totalemestindis et peuvent coexister
dans les mémes cellules (Shuttlewaattal, 2004). L’AA peut ouvrir divers canaux calciques
en particulier les canaux ARC (Shuttlewoethal 2004).

1.7. STIML1 est un activateur mécanigue des canaux calaigs
STIM1 (stromal interaction moléculd) est une protéine transmembranaire de 77 kDa,
récemment identifitce comme capteur de calcium deEnsmembrane du réticulum
endoplasmique. Suite a la déplétion calcique, ST#dtive I'influx SOC (Liouet al, 2005).
La production CIF induite par LA est significativent réduite dans les cellules CD36-

positives isolées chez des souris Stimltles extraits de CIF chez ces souris n'induisém b
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évidemment aucune augmentation du calcium intnale@le. Ces observations sont en accord
avec les conclusions de Csutargal (2008), qui ont montré que la production CIF est
étroitement associée a I'expression de STIM1 ajeskintégrité fonctionnelle de son -motif
SAM, dans les cellules musculaires lisses d'aa@tiapin. Ces chercheurs ont aussi démontré
gue la surexpression de STIM1 induit une plus gegmaduction de CIF. Chez les cellules
NG115 qui n'expriment pas de protéine fonctionn8EM1, on retrouve une déficience
intrinséque de la production de CIF et de I''nfB®C. Il est possible que 'augmentation de
calcium intracellulaire induite par LA via la pradtion d’IP; pourrait étre responsable de
l'activation de STIM1 et, par conséquent, la proidac CIF. Notons que la surexpression
combinée de STIM1 et Orail amplifie de facon sigaiive l'influx SOC, suggérant que
l'activation de cet influx a lieu grace a un cogglaonformationnel et une transduction du
signal direct de STIM1 a Orail (Soboletffal, 2006).

Mignenet al (2007) ont montré dans des cellules HEK 293 linflux de C&* dépendant de
I'acide arachidonique est réglementé par STIM1. Daotre modeéle, 'AA n'a pas induit de
linflux de C&* dans les cellules CD36-positives, isolées chez sesris Stim1. En effet,
STIM1 semble étre un régulateur universel des voidentrée de calcium.

Il est possible que suite a I'activation de LA, Bl et Orail ou Orail/ Orai3 agissent de
concert pour produire des augmentations dé @ans les cellules CD36-positives.
Cependant, une grande question démeurre.

1.8. Les PLA; agissent-elles en amont ou en aval de la produati€IF ?

Nous faisons I'hypothése, lors de l'activation deflules CD36-positives, LA va induire
I'épuisement des réserves intracellulaires de walg@ar la voie de I'lP (El-Yassimiet al,
2008) et, par conséquent, la production de CIF.&Cliverait iPLA2 Type VI en déplacant la
calmoduline comme le décrivent Smaatial (2004). Nous avons observé que l'action de
l'inhibiteur la calmoduline, CMZ et la déplétion dalcium libre intracellulaire par activation
de BAPTA, induit I'activité d’iPLA dans ces cellules.

iPLA; libérera donc AA et Lyo-PC, et ce dernier ouviga canaux SOC formés par Orail
(Smaniet al, 2004;. Bolotina, 2008). L'influx de &avia les canaux SOC (Orail) entrainera
une forte augmentation de [€J qui participera & |'activation de sPL&t cPLA tel que cela

a ete proposé par Bolotina (2008). En effet, cesatteurs s’accordent avec le fait que l'influx
de C&" est fortement impliqué dans I'activation de cefoisnes de PLA2.

Notre hypothese est étayée par les observatior@hdag et Parekh (2004) qui ont montré
que, dans cellules les RBL-1, entrée d&"Qaar la voie SOC, induit 'épuisement des réserves
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intracellulaires de G4, et I'activation de cPLA2. Alors, on se demandesiiles réserves
intracellulaires étaient capables d’activer cesyeres. La réponse est non, méme si il y avait
un fort signal intracellulaire de &a

En résumé (Figure53), seule une forte augmentagofC&'] i, peut induire I'influx de C&,
nécessaire & |'activation des PL®@z* dépendants (Chang et Parekh, 2004). On obsene don
une importante diminution du €anduit par LA lors de l'activation des sPLAt cPLA &

0% de C& dans le milieu extracellulaire. Un influx de Cast donc bien nécessaire a
I'activation de ces deux d'enzymes.

La production massive de lyso-PC via l'activatian lPLA et cPLA ouvre elle aussi les
canaux Orail tandis que AA ouvre les canaux ARG&x par Orail et Orai3 (Shuttleworth
et al, 2004).

Orail/3

Plasma 7y,
' membrane £1}y

Neuro- Attraction
mnsn]ﬂt§> for Dietary

release Lipids

il

ER O
membrane [i]1

Caloiim
depstion

Figure53: Représentation schématique de la signadison calcique induite par LA dans les cellules CD&
positives.

LA se lie @ CD36 (1) et conduit a la productionRd;let épuise les réserves calciques intracellulaBege a
appauvrissement en G4 STIM1 sera relocalisé dans les structures meraimes1du RE, & proximité de la
membrane plasmique (2). STIM1 déclenche la prodadiie CIF (3) qui déplace l'inhibition de la calnutide

liée a iPLA (4). Ceci produit lyso-PC et AA. Lyso-PC actives leanaux SOC/Orai qui sont responsables de
linflux SOC (5). Un influx massif de CGavia ces canaux active sPL&t cPLA (6) et donnera lieu & une
production massive de lyso-PC et AA qui va ouvritcdiveau les canaux Orail et Orail/Orai3, respecint,

et 1a, a lieu une augmentation massive de la {Qa qui pourrait étre impliquée dans l'exocytose de
neurotransmetteurs comme la sérotonine, et dosgonsable de la perception gustative des lipidasataires.
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Par ailleurs, une augmentation massive dé‘]Gatracellulaire pourrait étre impliquée dans
différents mécanismes tels que l'ouverture des wandRPM5 et I'exocytose de

neuromédiateurs. En effet, les canaux TRPM5 sanpliqués dans la perception gustative
des lipides (Sclafanét al., 2007), et sont perméables a‘NHs peuvent étre activés par le
cd”, et, par conséquent, induire des modificationgdtentiel de membrane conduisant a

I'exocytose des neuromédiateurs vers les fibragenses (Liu et Liman, 2003).

1.9. Stiml est impliquée dans la préférence gustativepidique
Sachant que Stim1 est l'acteur clé de la régulatefihoméostasie du calcium (nous avons
mené une étude sur la préférence spontanée déutisdipidique sur Stim1 souris. Nous
avons observé que, sur une période de 12 heuragedtion préférentielle de liquide
additionné d’huile par les souris Stifilétait complétement abolie par rapport & celle des
souris de type sauvage. Nous avons également @bsgry cette perte de la perception
gustative des lipides pourrait étre due a l'absded&exocytose de sérotonine dans les cellules
gustatives lipidiques de souris Stifh1l
Nous nous sommes demandé si l'invalidation du g&ftM1 n’avait pas un effet sur le
comportement des souris transgéniques. Alors, sad@ les souris Stirfldéveloppent une
splénomégalie, nous avons induit la splenomégake des souris saines en leur injectant du
chlorure de cadmium. Bien évidemment, ces souripardent pas leur préférence gustative
lipidique. Ceci est la preuve que c’est bel et blengene STIM1 qui détermine le

comportement alimentaire, vis-a-vis des alimenés gr

Notre étude montre que les augmentations d&JCarovoquées par la déplétion du calcium
intracellulaire et l'influx de Ca, induite par un acide gras, sont sous le contiél&tim1, et
sont directement impliqués dans la perception gustaes lipides alimentaires. Cependant,
des études supplémentaires sont nécessaires pploregxen profondeur les molécules
intermédiaires entre Stim1 et la production CIFuslanorons encore comment lyso-PC (ou
de ses produits dérivés) ouvre les canaux calciqu@sbranaires. L'implication des étapes
intermédiaires et de composants supplémentairpsmeables de la transduction du signal de
Stim1 depuis la membrane du RE, pour canalisepre®ines dans la membrane plasmique

reste a étre explorée.
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1.10. La protéine GPR120 a-t-elle un réle dans la percen gustative
lipidique ?

L'implication de la protéine CD36 n’est plus a dértrer dans la perception des acides gras
alimentaires. Récemment, le récepteur GPR120 gsnhdeune molécule candidate dans cette
perception. D’aprés Hirasawet al, (2005), GPR120 pourrait jouer un rble de senseur
lipidique.en effet l'activation de GPR120 au niveimtestinal déclenche un signalisation
cellulaire impliquant la secrétion de GLP-1. D’apf@artoni et al.,(2010), GPR120 jouerait
aussi un rdle de lipido-récepteur. En effet, lesrisoGPR120 perdraient la reconnaissance

des acides gras alimentaires.

Ces résultats nous confortent dans nos résultatenmmaires concernant la signalisation des
cellules gustatives déclenchée par le DHA. Nousnavitouvé que le DHA induit une

augmentation du calcium intracellulaire dans ldkiles gustatives de souris. L'application de
SSO, un inhibiteur de FAT/CD36 n'a aucun effet saircalcium induit. Ces résultats nous
aident a préciser que le DHA induit une augmeomatie calcium intracellulaire par un autre
transporteur que FAT/CD36. Nous avons récemmeniguéd que le FAT/CD36 et les

récepteurs couplés a la protéine G (RCPG) sonpd#éines candidates de la perception du
go(t des lipides (Dramaret al, 2011). Dexuart al. (2010) ont corroboré notre suggestion
en révélant que le DHA induit une signalisation fiatermédiaire de la voie de la PLC4IP

Dans ce cas, c’est GPR40, un récepteur coupl@miaine G, qui est modulé pour permettre

la mobilisation de CA intracellulaire.

En plus de GPR40, Hirasawf al (2005)ont montré que GPR120 agit comme un récepteur
des acides gras polyinsaturés (AGPI) et Maedinal (2011) ont montré que les cellules
réceptrices du goat (papilles caliciformes) expnm&PR120. Tous ces résultats nous
suggerent fortement que le calcium induuit par Digéurrait I'étre par l'intermédiaire d'une

protéine GPR.

Toutefois, aucune description du mécanisme n’'apédosée jusqu’a ce jour mais, nous
pouvons imaginer que GPR120 s’associerait a CD36r ptétecter les acides gras

alimentaires.

1.11. GPR120 et CD36 sont elle des protéines associées ?
Pour étayer I'hypothése d’'une association CD36RR&20, Hirasawat al, (2005) et Baillie
et al, (1996) ont relevé des spécificités de liaisomsilaires entre les deux protéines.
Toutefois, il est trés improbable que les deux @nats aient des mécanismes propres de

3éme

Partie : Discussion générale et perspectives 168



Discussion générale

détecttion. Alors nous imaginons un systeme damseleCD36 reconnaitrait les AGLC et les
transmettrait au GPR120 pour déclencher la sigatais, ceci peut étre via les radeaux
lipidiques (ipids raft).

2. Conclusions et Perspectives

La compréhension de tous les mécanismes impligags perception du « golt du gras » est
un vaste programme. Nous avons tenté d’améliorezolapréhension de la signalisation

calcique impliquée dans cette signalisation.

Il avait été approuvé précédemment que la glycépret CD36, exprimée par papilles
caliciformes (CVP) de souris, est impliquée dangpdaception oro-gustative des lipides
alimentaires. Nous avons démontré que l'acidedigak (LA) en activant les sPLACPLA,

et iPLA; via CD36, produit de I'acide arachidonique (AA)ysto-phosphatidylcholine (lyso-
PC) et déclenche un influx calcique, dans les eIl D36-positives purifiées a partir de
papilles caliciformes de souris. LA induit la pration du facteur CIF. CIF, AA et lyso-PC
exercent différentes actions sur l'ouverture can8MC, constitués de protéines Orai et
réglementées par STIM1, un senseur calcique deshabrane du réticulum endoplasmique,
qui répond a la déplétion calcique. Nous avonssatla technologisiRNA et des modeles de
souris transgéniques et avons observé que le ClizsetPC ont ouvert les canaux Orail
tandis que AA ouvre les canaux calciqgues composédrdil/Orai3. Nous avons trouvé que
STIM1 régule la production de CIF dans les cellgtisiulées par la thapsigargine et I'acide

linoléique ; mais aussi I'ouverture de deux typesahaux calciques.

Par ailleurs, les souris au phénotype Stimuht perdu la préférence spontanée pour les
lipides, observée chez les animaux de type sauzgeéme, les cellules CD36-positive de

souris Stim1” n'ont pas pu libérer la sérotonine dans I'envienant extracellulaire.

Nos résultats suggerent que des acides gras adamgiine induisent la signalisation calcique
régie par STIM1 via CD36. La perception oro-gustaties lipides alimentaires détermine la

préférence spontanée pour les lipides observéeleheazammiféres.

Compte tenu des roles bénéfiques attribués a dwairides gras polyinsaturé, notamment le
DHA, il était opportun d’étudier plus completemesan action sur cette signalisation. Des

travaux sont en cours et laissent penser qu’ilrgiaune signalisation calcique induite, mais
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via des voies un peu difféerentes. En effet, le DRAnduit une augmentation rapide du
calcium intracellulaire dans les cellules gustaivigpidigues. Cette augmentation est
semblable a celle de induite par I'acide linoléiqgtela thapsigargine. Parce que l'acide
linoléique induit le recrutement du calcium intriagi@ire a partir du réticulum endoplasmique
via la voie de la PLC (El Yassinet al. 2008), nous avons étudié I'action d'un inhibitdes
canaux SOC (2-APB), et un inhibiteur de la phosiplaske C (U-73122). Nous avons constaté
que le DHA active égalemement la PLC, et recrutealeium a partir du pool du réticulum
endoplasmique. Cependant, le mécanisme d'actioDHl& pour activer la PLC reste a
déterminée. Nous avons observé que le DHA n'‘anghstide calcium intracellulaire dans les
cellules gustatives de souris Stifi1En étudiant la libération du DHA par ces celilrous
avons constaté qu'il était libéré a partir des phosipides membranaires grace a la PLA
GIVC, ceci en utilisant des inhibiteurs de PLA&t dessiRNA PLA,. Ces résulats sont a
confirmer avec l'utilisation de siRNA CD36, notammbgour montrer que l'atténuation du
CD36 ne modifierait pas la signalisation induite padA. Ceci confirmerait I'implication
d’un autre récepteur, un récepteur GPR.

Du fait de I'implication de la voie des MAPK dane dombreuses signalisations, nous avons
recherché si cette voie joue un rdle dans la Sgaien des cellules CD36-positives. Des
travaux préliminaires ont permis de montrer qustimulation des cellules CD36 positives
par LA déclenche la phosphorylation de plusieutgines de la famille des MAP Kinases.
Ces premiers résultats nous laissent croire qu@lesphorylations seraient dépendantes du
récepteur CD36. De plus, la stimulation par LAldécherait la synthése et la libération de la
sérotonine grace a l'activation de la voie des ERKserait interressant de rechercher les

protéines en amont de la cascade des MAPK.

Enfin, la connaissance de la perception des agjces alimentaires aura un impact certain
sur la santé publique. Nous pouvons imaginer des$éoules pharmacologiques qui

permettraient de consommer des aliments gras sami & risque d’avoir des incidences sur
la santé. On peut penser a une sorte d’aspartanggagu On consommerait du gras sans
apport caloriqgue exédentaire. Il serait possiblaeléeensibiliser les sujets aux aliments gras,

en créant chez eux une répugnance.

C’est pour cela que des études similaires a cHietaées chez les souris sont en cours sur
des papilles gustatives humaines. Ces travauxeseriinités certes par des considérations
éthiques mais, chez 'lhomme l'avantage est queadsts de préférences gustatives seraient
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plus complets. En effet, on pourrait facilementeaine étude sur le choix des aliments et leur
appréciation. A ce sujet précisément, des études técentes menées chez I'homme,
rapportent les effets d’un polymorphisme nucléquei (rs1761667) du géne de CD36
(Pepinoet al, 2012). Chez les sujets porteurs de ce polymsnpdj il apparait non seulement
une réduction de I'expression de CD36 mais aussihaisse du seuil de détection des AG
chez des personnes obeses. Il n'y a donc plusute dae CD36 jouerait un réle majeur dans

le comportement alimentaire lié a la consommatiatirdents gras.

Il va sans dire que la « piste du godt du grassterencore longue a explorer.
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