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RESUME

L’obésité, le diabéte de type I et le cancer sont considérés comme des fardeaux sociaux
et économiques. Cette étude s’intéresse a la régulation hépatique du geéne de la stéaroyl-CoA
désaturase 1 (SCD1), enzyme-clé de la lipogenese de novo (LDN) reconnue pour son implication
dans ces pathologies. L’enzyme SCD1 transforme les acides gras saturés palmitate et stéarate en
acides gras insaturés palmitoléate et oléate, respectivement. Principalement transcriptionnelle, sa
régulation dépend de facteurs nutritionnels et hormonaux. Dans le cas présent, les voies de
signalisation de [’insuline pouvant &tre impliquées dans la régulation du géne SCD1 sont
étudiées. L’étude est réalisée chez des hépatocytes d’embryons de poulets et chez des hépatomes
humains cultivés dans différentes conditions. Ces cellules sont transfectées avec des
constructions de différentes parties promotrices du géne SCDI clonées en amont du géne
rapporteur luciférase. Incubées en présence d’insuline, qui active normalement les voies régulant
la LDN, la transcription du géne SCDI est augmentée d’environ 2,5 fois. Cette activation
disparait lorsque les cellules sont incubées avec les agents pharmacologiques LY249002 et
Rapamycin qui inhibent respectivement la PI3-K et la kinase mTOR. La transfection du
dominant négatif p85 (sous-unité de P13-K) méne au méme niveau d’inhibition que LY294002,
alors que I’essai PI3-K in vitro confirme I’inhibition de P13-K par ce dominant négatif. Lorsque
les cellules sont incubées avec un agent inhibant la voie MAPK (PD98059), la transcription du
géne SCDI1 est doublée et ce, indépendamment de I’insuline. L’effet de I’inhibiteur a été
confirmé par immunobuvardage dirigé contre les protéines Erk1/2. En conclusion, I’utilisation
de délétions du promoteur SCD1 a permis de cibler deux éléments de réponse a I’insuline (IREs)
dépendants d’une voie P13-K/mTOR, ainsi qu’un site de régulation négative de la voie MAPK.
Cette étude est une étape importante dans la caractérisation des mécanismes moléculaires liés au
développement de plusieurs maladies majeures dans notre société : I’obésité, le diabete de type 11
et le cancer.

Mot-clés : lipogenéese de novo, stéaroyl-CoA désaturase, insuline, inhibiteurs pharmacologiques,
transcription, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K), mammalian target of rapamycin
(mTOR), mitogen-activated protein kinase (MAPK).



INTRODUCTION



La société daujourd’hui présente un nouveau visage. Selon ['OMS
(organisation mondiale de la santé, 2002) [1], le nombre de personnes diabétiques
dépassera le cap des 300 millions d’ici I'an 2025, une situation alarmante considérant le
fait que ce nombre était de 135 millions en 1995. En 2003, Santé Canada considérait
déja cette maladie comme un probléme de santé publique et un fardeau économique,
affirmant qu’environ 2 millions de Canadiens en sont atteints et qu'elle représentait
annuellement des milliards de dollars pour la population canadienne [2]. Quant a
'obésité, IOMS estime qu'un demi-million d'adultes cliniguement obéses
succomberonnt a cette maladie dans les pays occidentaux (Amérique du nord et
Europe). D’'un autre coété, Statistique Canada [3] considére qu'en 2004, 23% de la
population canadienne est obése et qu'une prévalence réside tant chez les jeunes que
chez les adultes. Ainsi, 'importance de ces maladies aux niveaux économiques et

sociales supporte la nécessité de mieux les comprendre afin de les enrayer.

La production, le stockage et 'utilisation des graisses dépendent d’'une panoplie
de facteurs dont I'influence hormonale. L'insuline, qui régule le niveau de glucose
sanguin, joue un réle clé dans I'utilisation des aliments ingérés. Plus précisément, cette
hormone active les voies de signalisation régulant la lipogenese de novo, phénoméne
impliqguant le gene stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD1). Or, les mécanismes
moléculaires régulant ce gene restent a étre résolus. L'enzyme SCD1 transforme les
acides gras saturés palmitate et stéarate en acides gras désaturés palmitoléate et
oléate, respectivement. Les acides gras sont des constituants importants des
membranes cellulaires. Un débalancement du ratio « acide gras saturés/insaturés »,
altérant la fluidité de la membrane, est observé chez des individus obéses et
diabétiques [4]. De plus, chez les souris ol le géne SCD1 n'est pas exprimé (Knock-out
scd17/), une alimentation riche en sucre entraine une prise de poids moindre que chez
les individus ou le géne est normalement exprimé [5]. L'expression de cette enzyme
semble donc étre liée au développement de 'obésité d’'ou Vimportance d'identifier les
voies de signalisation qui régulent 'expression de ce géne. En outre, certains acides
gras activant SCD1 meénent a une résistance a l'insuline alors que d'autres réprimant
SCD1 préviennent cette résistance, suggérant que 'enzyme lipogénique SCD1 puisse

étre impliquée dans I'apparition du diabéte [6].



Bon nombre d’études ont démontré une panoplie de kinases impliquées dans la
signalisation insulique : la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K), la mammalian target of
rapamycin (nNTOR) la, mitogen-activated protein kinase (MAPK), les kinases glycogéne
synthases 3af (GSK-3ap), la protéine kinase B (Akt), etc. Puisqu'il est connu que
Iinsuline stimule la transcription du gene SCD1, mon premier objectif sera d'identifier le
réle de ces kinases dans la régulation du géne SCD1 [7]. Mon second objectif tentera
de cibler les régions promotrices via lesquelles ces protéines régulent ce géne. De
maniére générale, il s’agit de caractériser les voies de signalisation menant a la

régulation de la transcription du géne SCD1.



CHAPITRE |
LA LIPOGENESE HEPATIQUE



Selon Vernon et coll. (1999) [8], la lipogenése (synthése des triglycérides et des
acides gras qui les composent) a joué un rdle important dans I'évolution des vertébrés,
permettant la mobilité et la gestation. Chez les animaux, les graisses sont la réserve
d’énergie la plus importante, fournissant six fois plus d'énergie métabolique pour un
poids égal de glycogéne. En outre, les acides gras possedent plusieurs rdles : ce sont
les composés fondamentaux des membranes cellulaires qui font aussi partie de la
signalisation cellulaire (sous forme d’hormones stéroidiennes ou de messagers

intracellulaires) [9].

1.1 La lipogenese de novo (LDN)

Les sites majeurs de la lipogenése sont l'intestin, le foie, le tissu adipeux et les
glandes mammaires [8]. L'étude présentée ici s’intéresse particulierement a la
lipogenése de novo (LDN), c’est-a-dire la biosynthése d’acides gras a partir d’'une
source de carbone telle que les carbohydrates, les acides aminés ou d’'autres acides
gras. La nature des précurseurs variant selon le régime et 'espece [8]. Ce phénoméne
survient lorsque I'emmagasinage d’énergie sous forme de glycogéne n'est plus possible
et que la capacité d’oxydation est dépassée, I'excés de carbohydrates étant converti en
acide gras [10]. Chez les humains comme chez les poulets, ce phénoméne cytosolique
survient essentiellement dans le foie, mais quelques études soulignent une contribution
limitée d'autres tissus comme le tissu adipeux [11] [12]. Suite a la LDN, les acides gras
seront estérifiés pour devenir des phospholipides ou des triglycérides. Les triglycérides
adjoindront les lipoprotéines, ou protéines de transport, pour étre envoyés dans la

circulation sous forme de VLDL, permettant un stockage au niveau adipocytaire.

1.2 Les enzymes de la LDN (voir Fig. 1)

Les principales enzymes de la LDN sont: l'acétyl-CoA carboxylase (ACC),
l'acide gras synthase (FAS), 'enzyme malique (EM), la stéaroyl-CoA désaturase 1
(SCD1) et les élongases [9]. La premiére étape d'engagement de la synthése d'acides
gras est une réaction a vitesse limitante ou 'ACC catalyse la carboxylation de 'acétyl-
CoA qui se transforme en malonyl-CoA. Cette enzyme est regulée par deux

mécanismes : sa forme (active en polymeére et inactive en protomére) et son état de



phosphorylation (activée par déphosphorylation insulinodépendante et inactivée par
phosphorylation AMPc-dépendante en réponse au glucagon ou l'adrénaline). La FAS
catalyse l'allongement de la chaine carbonée du malonyl-CoA par sept étapes
successives dépendantes du NADPH qui est presque entiérement fourni par 'enzyme
malique [13]. La FAS est une enzyme multifonctionnelle possédant tous les sites
catalytigues nécessaires a ces réactions, dont le produit majeur chez la plupart des
animaux est l'acide palmitique (16 carbones) [14], d’'autres auteurs suggérant que la
FAS produit aussi I'acide stéarique (18 carbones) [15]. Enfin, les produits majeurs de la
LDN, c'est-a-dire l'acide palmitique et 'acide stéarique, pourront étre allongés ou

désaturés davantage, par les élongases et les désaturases respectivement.
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Figure 1. Schéma de la lipogenése de novo (LDN) hépatique présentant les différents
précurseurs des acides gras ainsi que les enzymes impliquées.



1.3 Régulation de la LDN

La régulation de la LDN comporte deux parties; nutritionnelle, impliquant la
quantité et la qualité des composants de la diéte, et hormonale, faisant intervenir des

hormones dont le rapport insuline/glucagon [16].

1.3.1 Régulation nutritionnelle de la LDN

Les effets de F'alimentation ont été observés selon différents régimes. Chez le
poulet [17] comme chez 'humain [12], les observations sont les mémes : un régime
riche en carbohydrates et faible en graisses méne a 'augmentation de la LDN. Par
ailleurs, il y a une augmentation drastique de la LDN chez des poulets réalimentés
aprés 1 nuit de jelne, alors qu’un jeline de 2 heures diminue la LDN de 90% [17]. En
fait, la consommation d'une diéte a haute teneure en carbohydrates meéne a
I"augmentation de la transcription de plus d’une douzaine d’enzymes impliquées dans la
conversion du glucose en acides gras (p.ex. liver pyruvate kinase (LPK), ACC, FAS)
[18], alors que le jeline diminue la transcription des génes de la LDN (p.ex. FAS, ME,
ACC) [19].

Il est difficile de déterminer l'influence respective des réles nutritionnels et
hormonaux dans la régulation des génes de la LDN, ceci vu les liens étroits entre ces
facteurs [20]. Par exemple, en état de jeline, la concentration du glucagon plasmatique
est trés élevée, amenant une diminution de la LDN, alors qu’une élévation du taux de
glucose plasmatigue conduit a une élévation d'insuline [21]. Cependant, des études in
vitro ont montré que certains composants de la diéte régulent la LDN indépendamment
des hormones [22]. En effet, certains genes de la lipogenése nécessitent la
complémentarité des hormones et de la nutrition pour atteindre un taux optimal de
transcription (p.ex. ACC, SCD1), alors que d'autres génes n’ont besoin que d’insuline
(p.ex. glucokinase (GK), sterol responsive element binding protein (SREBP-1c¢)) [23] ou
de glucose (p.ex. LPK) [24].

Ainsi, a eux seuls, les nutriments influencent la LDN. Par exemple, le glucose
active un facteur de transcription (TF) nommé carbohydrate responsive element binding

protein (ChREBP), lequel stimule la transcription des génes possédant un élément de



réponse aux carbohydrates (ChoRE) (p.ex. LPK, FAS, ACC) [22]. A l'inverse, les acides
gras polyinsaturés (PUFAs) inhibent la transcription des génes de fa LDN (p.ex. FAS,
SCD1) en empéchant I'action du TF SREBP-1 [25] ou en se fixant directement sur un
éléement de réponse associé aux PUFAs (PUFA-RE) [26]. D’autres acides gras tels que
'hexanoate et Foctanoate, acides gras a chaines moyennes, inhibent la stimulation des
génes FAS et EM par I'hormone triiodothyronine (T3) [27].

1.3.2 Régulation hormonale de la LDN

L’hormone pancréatique insuline possede de nombreux effets en variant
'expression génique, en augmentant la prolifération, la synthése protéique, la
glycogenese, le transport du glucose tout en diminuant la lipolyse et I'apoptose [28]
[29]. En somme, ses rbles tendent vers le stockage de I'énergie sous forme de
glycogéne ou d'acides gras et vers la diminution de I'oxydation des acides gras. Pour
ce, elle active plusieurs types de TF dont les forkhead-related protein (Foxo), impliqués
dans linhibition de certains genes néoglucogéniques (p.ex. Phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPCK)), et les SREBPs, principales molécules activées qui induisent
la transcription des génes glycolytique et lipogéniques tout en inhibant les génes de la

gluconéogenése [30].

A Tinstar de I'insuline, la concentration plasmatique de 'hormone thyroidienne
T3 est fortement augmentée aprés un repas. Le foie est une cible majeure de la T3
[31]. Les hépatocytes possédent des récepteurs a T3 (TR) qui, lors de la liaison a la T3,
forment un complexe internalisés activant la transcription des génes tels que FAS et
EM.

La leptine est une hormone adipocytaire peu connue, mais ses effets sur la
transcription de génes tendent vers 'augmentation de I'oxydation des acides gras (p.ex.
uncoupling protein 2 (UCP2) et la diminution de la LDN (p. ex. SCD1, EM, GK) [32]. Elle
est reconnue pour augmenter les effets insuliniques dans la plupart des tissus, raison
pour lagquelle certains la voient comme une option dans le traitement de |a résistance a
linsuline [33]. Etrangement, la leptine reste I'antagoniste de l'insuline par son effet

inhibiteur sur I'expression de SCD1 [33]. En outre, la leptine provoque une réduction de



la prise alimentaire (en jouant sur les sensations de faim et satiété contrélés par
'hypothalamus), une augmentation de la thermogenése et du métabolisme basal [34].

Ces mécanismes d’action sur la régulation transcriptionnelle sont peu caractérisés.

Le glucagon, hormone pancréatique, est agoniste des actions insuliniques sur
plusieurs voies métaboliques hépatiques. Elle agit via le second messager AMPc et
activation de la protéine kinase A (PKA). Ainsi, le glucagon diminue l'expression de
SREBP-1c, mais stimule celle du géne PEPCK [30] [35]. De surcroit, il empéche la
stimulation des genes FAS et EM par la T3 [19]. AMPc recrute les éléments de la voie
PKA, aboutissant a l'inhibition du géne de 'EM par la liaison d’'un complexe ¢c-Fos/ATF-

2 a son promoteur [36].

La régulation des enzymes clés de la LDN posséde aussi une facette
temporelle. A court terme, celles-ci sont activées par des mécanismes allostériques ou
de phosphorylation, alors qu’a long terme, il y a modification au niveau transcriptionnel
et post-transcriptionnel [24]. En somme, linsuline, la T3, les glucocorticoides et le

glucose induisent la LDN alors que le glucagon, les PUFAs et I'adrénaline l'inhibent.



CHAPITRE I
L’ENZYME SCD1
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L’enzyme microsomiale SCD1 est un polypeptide de 358 résidus possédant un
centre diferreux non-héme. Elle est située au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique [37]. Elle désature les acides gras en enlevant les hydrogénes des
carbones 9 et 10 et en introduisant une double-liaison « cis » entre ces carbones
(position delta-9) [7] [9]. La désaturation catalysée par la SCD1 est une réaction
d’oxydation qui nécessite 1 oxygéne et 2 électrons, impliquant aussi d’autres molécules
telles que le NAD ou NADP, la cytochrome b5 réductase et le cytochrome b5 [5]. SCD1
est 'enzyme limitante dans la synthese des acides gras monoinsaturés (MUFASs) a
partir de substrats spécifiques, soit le palmitate et le stéarate, transformés en

palmitoléate et oléate respectivement (voir Fig. 2) [38].

Acetyl-CoA

Palmitate €, Stearate

(C1$:ﬂ) (C18:0)

——— 80—

Paimitoleate N Oleate
(C16:177) f (C18:1n-9)

NN

CE PL TG WE

Figure 2. Role de la stéaroyl-CoA désaturase dans la lipogenése de novo menant a la
production de palmitoléate et d'oléate, lesquels entrent dans la composition des esters
de cholestérol (CE), des phospholipides (PL), des triglycérides (TG) et des esters de
cire (WE) [6].



12

2.1 La désaturation des acides gras

La désaturation consiste en lintroduction d’'une double-liaison dans la chaine
carbonée des acides gras, réaction catalysée par les désaturases telle que la SCD1. |l
existe trois niveaux de saturation dans les acides gras : saturés, monoinsaturés (une
double liaison) ou polyinsaturés (plusieurs doubles liaisons). Cet état posséde une
importance physiologique considérable compte tenu du fait que le caractére fluide des

membranes cellulaires augmente avec le degré d’insaturation des acides gras [9].

2.2 Isoformes

Chez la souris, 4 isoformes de la SCD existent (nommées SCD1 a 4), alors qu'il
y en a 2 chez 'homme, 2 chez le rat et 1 chez le poulet [39] [40]. L'expression des
isoformes varie selon 'organe (voir tableau ). SCD1 est exprimée dans plusieurs tissus
tels que le tissu adipeux blanc, le cerveau, le foie, etc. SCD1 est la principale isoforme
exprimée dans le foie [40], alors que SCD2 est constitutivement exprimée dans le
cerveau. SCD1 a 3 sont exprimées dans |la peau, alors que SCD4 est exprimée dans le
coeur. L'existence de diverses isoformes dans un méme tissu peut étre reliée a la
spécificité du substrat pour Yisoforme et a leur régulation par les TF spécifiques a un
tissu [39].

Tableau I. Distribution tissulaire des isoformes murines des stéaroyl-CoA désaturases
1-3 [43].

Isoforme | Foie | Cerveau | Coeur Poumon Rate | Rein | Graisse | Graisse | Peau Muscle
brune blanche squelettique
SCD1 +++ + + ++ + ++ ++++ +4+++ ++ +
SCb2 + +++ + ++ + + ++ ++ + +
SCDh3 - - - - - - - - ++ -

2.3 Caractérisation génétique de SCD1

Le géne SCD a été isolé chez beaucoup especes incluant le poulet, le rat, la

souris, la chevre, 'lhomme, etc. Une forme humaine, ovine, caprine et quatre formes
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murines (SCD1 a 4) ont été bien caractérisées. Les génes SCD des mammiféres
démontrent un structure génomique similaire, longs de 15 a 24 kb et composés de six
exons et cing introns [41]. Les 2 formes SCD humaines présentent 85% d’homologie
avec le gene SCD1 murin [42].

La caractérisation par analyse informatiqgue de la séquence du promoteur du
géne SCD1 aviaire démontre des sites de fixation pour des TF impliqués dans la
réponse a linsuline, suggérant un possible élément de réponse a l'insuline (IRE), ainsi
qu'un PUFA-RE entre les bases -372 et +125 (voir Fig. 3). Dans cette méme analyse

informatique, I'on retrouve d’autres sites d’éléments de régulation [40] :

- un sterol regulatory element (SRE) juxtaposé a un élément nuclear factor Y
(NF-Y), reconnus pour leurs implications dans la régulation du géne SCD1 par
les PUFAs, région pouvant suggérer un PUFA-RE,

- un motif de fixation aux facteurs de transcriptions specificity protein 1 (Sp1)/
upstream stimulatory factor (USF), reconnu pour jouer un réle dans la régulation
des génes FAS, ATP-citrate-lyase et leptine par l'insuline, le glucose et les
PUFAs.

Une analyse informatique plus exhaustive des génes SCD1 humains et murins
a apporté davantage de renseignements sur les séquences promotrices. Ainsi,
plusieurs sites de liaison associés a des TF impliqués dans le métabolisme lipidique
sont déja connus (voir tableau ) [43]. Notamment, les facteurs retrouvés sont:
CCAAT-box/Enhancer Binding Protein (C/EBP), peroxisome proliferator-activated
receptors a (PPARa) et SREBP. Un élément signal fransducer and activator of
transcription (STAT), en lien avec la leptine, a aussi été rapporté, mais son réle exact
reste encore a déterminer. Enfin, le fait que les sites de fixations mentionnés ci-haut ont
été impliqués dans la régulation transcriptionnelle du géne SCD1 aviaire, murin et

humain suggére un mécanisme de régulation commun entre les especes.
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SRE like NE-Y
=372 BG CGAACAGCAG ATTGCGGCAG CCCAATGGLCA GGLCARGCICG
NF-Y

-330 AGGTGGCACC AAATTTCCCG CAGCCAARTCG GCTCHEUGAGG MGGAGGAAAA

-280 AAADAGAAAA AAGAAMAAAA MAAARAAAAA GGAGH

SRE
-230 CCAGGCATCA TGCGAGAGCC TGGCCCTCGC CATCOTCCTC TTCCTCAGCA
5
=180 TCCTTCCTEC CGCCCACCGE TCCOTCCCAL CTCCCTICTG GCACGCLGAG
spl

-139 AGCCARGCCC CCCCTGCTAC TCGLCHCCCG CCRCACTGAC CCCACGCATC

-80 TCGCAGCGOC CACGGGGTCA CAGGGAGGCC GGGGTGCCGA GAGLCCGGCC
TATA-bex |
-30 CCGCTTARAT ACCTCCGCAC COGCCTCCCC AGCCGCACAA CTCGCCCGGC +20
GAGGGGCCGA CAGUAGTCAG RAGTCCCGCAG CAGCAGCCGL CGUCGCCCCT +70

ACCACCALCG GGGACATCCG CGCACCGCCS CCGAGGGACA GGGACACGGT +120

AGCCA 4145

Figure 3. Séquence putative de la région promotrice aviaire du géne SCD1 (-372 a
+125). La fléche représente le site d'initiation de la transcription (+1) [38].
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Tableau Il. Caractérisation informatique des facteurs de transcription et séquences
promotrices associés de la stéaroyl-CoA désaturase 1 chez ’humain [39].

Furthier abbieyiations: CREB, cAMP-asporma alamenttindng protdn; Ouké, ccbamer-birding peotairefi; TATA-BP, TATA bus-tirding prolein, HNF-35, hepatouyle nucear fackar 3, W wingsd
helix rads; G/ERP, CAAT-anhaner-binding prcksin; PRAR, perayizome-prolileralor-activated recsplar, ER, ioJastrugen receplor; RAR-at!, reinaic acid recepter a1, T,8, tridodatiyrarie rezaptor
YOR, vilsmin O racapter; |RF-1, interliran myuitatory factor 1; STAT, signal bansdiction and activelors of irnsaiption; AP-1, aclivator prokein 1.

Transcriptian
fadtr Binding sife Pusitiers]
Ubiquaus
AP-2 gy - 168
CREB TG —1377, 1145
WF-4 168G — 1872, =17, 1831, — 1240, 807, — 02 488 244, 104
MY LA — 3081, -5k -8, — 458
Ocl-6 FATT -1
RFe-S GYAA =353, 465 106
3P GGCS — 1036, — 830, — 851, =314, -3
TATABP TAAR —B4 -1
Tisale —spaciic
HhF-34 TRIT =00, ~24, 195, =07
Whn A0 — 2000, — B4 08 8N, 815 =09, 1%
Lirid metabelism
(EBP GMAk =03 1946, =134, — 40, 420, =210
PPER FARG — 1186, -28¢
SREP T4 —407, 309, — 3484, — 81D 2008 000, 517
Stemit-hmene nilkdear repspkrs
£ GTCA - 173, —13%
RAF-ael GEIC — 4080, —20%8, —1%04, 1742
TR GGIC -8
il BAGa -3 -0
Immung syt
[RF- GAAY - 312 -2
HF-xB G6A — 666, —2628, — 1047, —1041, 60, —962 -7 2B
t-fel e — 1689, —220
STAT GEAK ~11%
Prolifaratinrydifiersnliation
AP-4 TG4 ~ 316, - 1078, -4, =211, -2
My KGO —ul, 20
Fildye {516 -1

* Watirepector Prokessiond output from Trarstec ddabass wh wilh cove similerity ot 2 0.7 and mabnx similarity & 2 G35,
t Cern hindirg sitg, 5° 10 9" direction JURKG nikcleuide todd).

5 Mumbering i3 rlaive 1o lrandation irifation sife {41},

& Mol SRE irederkificl in the peomolers of Ses? and Sec.



CHAPITRE Il
REGULATION DE SCD1
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L’expression des isoformes de SCD1 est hautement régulée par une pléiade de
facteurs : environnementaux, nutritionnels et hormonaux. Ces facteurs sont résumés
par les auteurs Ntambi et Miyazaki (2004) [6] (voir tableau IlI).

Tableau Ill. Facteurs nutritionnels, hormonaux et environnementaux régulant
I'expression des stearoyl-CoA désaturases [6]. Légende : « + » (augmentation), « - »
(diminution).

Diéte Hormones Autre
+ Glucose + Insuline + Peroxisome
+ Fructose + Hormone de croissance + Température
+ Vitamine A + Oestrogéne + Fer
+ Cholestérol + Androgéne + LXR agoniste
+ Vitarnine D - Leptine + TGF béta
- PUFAs - Glucagon + Lumiére
+/- Alcool -T3 + Béta-amyloide
+/- Acide linoléique +/- - Thiazolidinedione

Deéhydroepiandrostérone - Cadmium

- TNF-alpha

3.1 Régulation nutritionnelle

En condition de diéte normale, le taux d’ARNm hépatique de SCD1 est bas,
alors gu'une diete élevée en carbohydrates et faible en lipides méne a une
augmentation drastique de 'ARNm [40]. Une telle diéte augmente sa concentration de
deux fois en six heures a 45 fois en 36 heures, et son activité enzymatique d’environ 50
fois dans le foie, suggérant plusieurs niveaux de régulation [44] [37]. Le fructose
possede un effet davantage lipogénique que le glucose [39]. Activés en réponse a de
grandes concentrations en carbohydrates et indépendamment de Tlinsuline, le TF
ChREBP se lie aux éléments ChoRE. Malgré que son effet sur SCD1 n’ait pas encore

été étudié, il est reconnu pour activer la transcription des génes ACC et FAS [18].

Les PUFAs sont connus pour inhiber SCD1 par mécanismes SREBP-
dépendant et indépendant. Les PUFAs diminuent la transcription et la maturation des
SREBPs tout en empéchant leur liaison aux éléments de réponses SRE, inhibant la
transcription de SCD1 par ces facteurs [45]. Indépendamment, ils répriment la

transcription en se liant a leur propre site de liaison (PUFA-RE). Les PUFAs pourraient
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avoir un rble post-transcriptionnel en diminuant la stabilit¢ de 'ARNm de SCD1,

mécanisme encore inconnu qui pourrait faire intervenir d’autres protéines médiatrices.

Enfin, le cholestérol est reconnu pour activer la transcription du géne SCD1,
ceci par une modulation de I'expression du récepteur liver X receptor a (LXRa) [45],
dont l'activation peut mener a la maturation de SREBP [46]. |l faut noter que des

différences dans les effets sont observées entre les études in vivo ou in vitro.

3.2 Régulation hormonale

Tel que mentionné précédemment, l'insuline active la transcription et I'activité
enzymatique de SCD1 en partie a travers un mécanisme SREBP-1c¢c-dépendant
(conclusion par corrélation) [7]. Cette hormone ne semble pas avoir deffet sur la
stabilité de 'ARNm [11]. La signalisation induite par cette hormone étant I'objet de

I'étude, la régulation par 'insuline sera davantage explorée au chapitre 5.

Un effet par la T3 a aussi été observé. Alors que la T3 méne a l'activation de
certains génes de la lipogenése, il méne a l'inhibition de SCD1 par Fintermédiaire du TR
[47]. Paradoxalement, I'expression du géne lipogénique FAS fut augmentée par la T3,

données observées dans le laboratoire de Dre Mounier.

La leptine, hormone sécrétée essentiellement par les adipocytes, est reconnue
pour son effet inhibiteur sur SCD1, ce qui est contradictoire a ses effets insuliniques
observés [33]. Un exemple d’inhibition de SCD1 par la leptine est démontré chez les
souris ob/ob (déficiente en leptine) dont le phénotype obése, causé par une forte
activité de SCD1, disparait lorsqu’on injecte de la leptine. In vivo, I'effet leptinique sur le
géne SCD1 hépatique semble découler d'événements du systeme nerveux central, ceci
parce que des souris sans récepteur a leptine au niveau de I'hypothalamus développent
des « foies gras » (caractéristique d'une forte activité SCD1), alors que des souris sans
récepteur a la leptine au niveau du foie possédent des foies d’apparence normale [7]. A
l'instar des PUFAs, la leptine diminue la transcription et I'activation des SREBPs, mais

les mécanismes d’actions de cette hormone sont encore largement inconnus [48].
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Le glucagon diminue aussi I'activité et la concentration d’ARNm de SCD1 par
un mécanisme insulino-indépendant [11]. En outre, cette hormone augmente la
concentration d’AMP, permettant d’activer la kinase AMP-dépendante (AMPK). Ceci
aura différentes conséquences dont l'inactivation de 'ACC, l'activation de C/EBP qui
réprimera la transcription de SCD1, alors que des éléments de la voie PKA peuvent

aussi étre recrutés [36].

Un autre type de régulation de la protéine SCD1 est sa demie-vie de 3-4
heures, due a l'action d’'une protéase membranaire du réticulum endoplasmique [43].
Ainsi, selon Heinemann et coll. (2003) [37], la combinaison d’une « robuste » induction
de SCD1 et d’'une dégradation rapide méne a une réponse physiologique élevée mais

transitoire.



CHAPITRE IV
IMPORTANCE DU GENE SCD1
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L'importance de SCD1 est déduite en fonction du réle physiologique que
possédent ses produits palmitoléate et oléate. Des souris knock-out scd1”, possédant

un géne SCD1 déficient, sont aussi un modéle d’étude précieux.
4.1 Réle des MUFAs

Le palmitoléate et I'oléate sont les MUFAs les plus abondants dans les
composés lipidiques tels que les phospholipides, les triglycérides, les esters de
cholestérol, les « wax ester » (cire) et les alkyldiacylglycérols [49]. De plus, selon
Dobrzyn et Ntambi (2004), le palmitoléate et I'oléate ont des rbles cruciaux dans le
métabolisme général. lIs influencent la croissance cellulaire, la transduction des
signaux, l'apoptose et méme la tumogenése. En outre, la présence d’un ratio en
phospholipides saturés et insaturés contribue a la fluidité membranaire, alors qu’une
altération de ce ratio est observée dans différents aspects pathologiques tels que
'obésité et la sensibilité a I'insuline [4]. En outre, altérer la composition membranaire
peut avoir un impact sur la signalisation cellulaire [7]. Puisque I'enzyme SCD1 crée les
MUFAs les plus abondants, que ceux-ci ont des réles physiologiques importants et que
leur débalancement est observé dans différents états pathologiques, une attention

particuliére doit étre portée a ce gene.

Un lien peut étre aussi tissé entre le palmitate et la résistance a linsuline.
L’accumulation d'acides gras (p.ex. céramide, palmitate) dans les myocytes
squelettiques ou les hépatocytes est liée au développement de la résistance a
I'insuline. En effet, en activant la PKC, de telles molécules réduisent ['activité d'[RS-1
[45]. Si cette théorie est correcte, la diminution intracellulaire de lipides suite a la perte
des fonctions de SCD1 pourrait augmenter la sensibilité a I'insuline. SCD1 pourrait

donc étre une cible thérapeutique dans le traitement de I'obésité et du diabete [45].
4.2 Knock-out scd 1/

Puisque les produits de SCD1 sont impliqués dans la synthése de triglycérides,
de phospholipides, etc., une perte du gene SCD1 méne a un phénotype corrélé a sa
fonction [5, 38] :
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- une déficience en triglycérides hépatiques et en ester de cholestérol,

- un faible taux d'insuline et de leptine circulant,

- une surexpression des génes de la béta-oxidation, une sous expression
des génes de la LDN,

- une plus grande dépense énergétique, une diminution de la masse
adipeuse, une plus grande sensibilité & I'insuline et une résistance a une

diete engraissante.

Ainsi, la conséquence d'une déficience en SCD1 serait une activation de
I'oxydation des lipides et une diminution de la synthése et du stockage des triglycérides.
Par ce, SCD1 devient donc une cible de choix quant au traitement des maladies

comme |'obésité et le diabete de type Il qui y est souvent relié.



CHAPITRE V
SIGNALISATION CELLULAIRE
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Les réles de l'insuline décrits au Chapitre | (voir le point 1.3.2) impliquent une
foule de molécules, décrites en voie de signalisation traduisant des cascades de
phosphorylation (voir Fig. 4). Celles-ci débutent avec l'arrivée de linsuline a son

récepteur.

_Insulin Receptor

PI4,5Py PIP3

R ¢

" [Ribosomal|
Cf |

Glycogen Je
Phosphorylase/
= l
L

Figure 4. Schéma général de la voie de signalisation de I'insuline dans la majorité des
tissus (certains différent). Les voies PI3-K et MAPK y sont présentées alors que mTOR
est absente, mais se situerait en aval de PI3-K avec une boucle de rétro-inhibition aux
IRS1-4 et Akt.
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5.1 Le récepteur a insuline

Le récepteur a insuline (IR) est un récepteur transmembranaire de type tyrosine
kinase constitué de deux chaines a (extracellulaire) et deux chaines B
(transmembranaires). Lors de la fixation de linsuline sur son récepteur, celui-ci est
internalisé par endocytose entrainant de cascades de signalisation. L'endocytose du
récepteur est dépendante de la clathrine et méne le récepteur soit a la dégradation
dans les lysosomes ou a son recyclage au niveau membranaire [50]. L’activation par
Pinsuline peut avoir lieu en d'autres localisations, a partir de la membrane et tout au
long de I'endocytose. Puisque I'endocytose n'est pas I'objet de la recherche présentée,
nous mentionnerons ici que la diversité et la spécificité du signal induit par l'insuline
dépend ainsi de la localisation subcellulaire du récepteur ainsi que de ses différents

substrats placés en proximité [51].

La liaison de linsuline a son récepteur déclenche une transphosphorylation
(d'une chaine B a une autre) du récepteur sur résidus tyrosines, lesquels activeront
d’'autres domaines tyrosines cytoplasmiques de [I'IR par autophosphorylation.
Notamment, ces résidus permettiront 'ancrage de nombreux autres substrats comme
les Jjnsulin receptor substrate (IRS), précurseurs de plusieurs cascades de
phosphorylation [9]".

Ancrées a I'IR par leur domaine phosphotyrosine binding (PTB), les tyrosines
des IRS sont phosphorylées et permettent a leur tour I'activation ou le recrutement
d’autres kinases ayant un domaine src homology 2 (SH2), spécifigue aux tyrosines.
Ces kinases englobent notamment la sous-unité p85 de la PI3-K et la protéine growth
factor receptor-bound protein 2 (Grb2) qui elle, recrute son of sevenless (Sos) et méne
a l'activation de la voie MAPK [28]. Cependant les IRS peuvent étre aussi phosphorylés
sur résidus sérine entrainant une modification de Ia conformation de [a protéine et ayant

donc un rdle inhibiteur sur les voies de signalisation en aval [52].

' La complexité du type, du nombre et de I’emplacement des résidus phosphorylés sur I’IR ou d’autres substrats
peut en partie expliquer comment le signal insulinique peut étre spécifique et mener a une panoplie d’effets
biologiques variés tels que le transport du glucose, la lipogenése, etc.
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52 La PI3-Kinase

Les protéines PI3-K forment une famille d’enzymes ubiquitaires largement
répandues chez plusieurs espéces. Cette kinase a pour fonction de phosphoryler les
phosphatidylinositols sur la position 3-hydroxyl (PIP) générant ainsi plusieurs dérivés
[563]. Jusqguiici, les huit PI3-K caractérisées a ce jour ont été divisées en trois classes
(classe la et b, Il et Ill) selon leur structure, la spécificité de leur substrat et leur
régulation (voir tableau 1V) [54]. La classe |a fait 'objet de nombreuses recherches et
posséde une panoplie de rdles cellulaires dont la survie cellulaire, la croissance, la
prolifération, le métabolisme et le réarrangement du cytosquelette [55]. La classe Ib
serait quand a elle liée aux processus inflammatoires. La classe Il n'a pas encore de

réles définis alors que la classe Il serait impliquée dans la régulation du trafic cellulaire.

Tableau IV. La famille des PI3-K. Le tableau représente les domaines structuraux des
sous-unités catalytiques et régulatrices des classes |, Il et lil des Pi13-K, et décrit leur
distribution tissulaire, la spécificité de leurs substrats et la régulation des isoformes.
HR—homology region (partagées par la majorité des isoformes); BH—Bcr homology;
P—proline rich region; Ras—Ras-binding domain; PIK—PI kinase domain; SH3—Src
homology 3 domain; SH2—Src homology 2 domain; PX—phox homology; CCV—
clathrin coated vesicles; TGN—transgolgi network; JNR—juxtanuclear region. [49].
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C’est la classe | qui retient ici notre attention puisque que I'on y retrouve les
isoformes dont les réles sont liés au métabolisme. De plus, certaines isoformes de la
classe la répondent aux récepteurs tyrosine-kinase tel que I'IR [54]. Au nombre de
guatre, les isoformes PIi3-K de la classe | ont des domaines catalytiques homologues
ou, en utilisant des PIP, et de PATP, ils phosphoryleront en position 3 les
phosphoinositides membranaires, créant ainsi des PIP;, seconds messagers recrutant
les protéines contenant un domaine pleckstrin homology (PH). En somme, les PI3-K
produiront des sites de reconnaissance pour d’autres kinases cellulaires telles que
PDK, PKB (Akt) et mTOR [28].

Les PI3-K de la classe | sont des hétérodiméres comprenant une sous-unité
catalytique p110 et une sous-unité régulatrice p85a ou p55y. De plus, dépendamment
des isoformes, le réle biologique variera. Par exemple, p110B serait connu pour étre
impliqué dans la signalisation permettant la translocation de GLUT4 a la membrane
alors que p110a serait importante pour la synthése protéique ou la lipogenése [56, 57].
Il a aussi été démontré que p110B jouerait un réle dans la modulation de I'activité de
p110a. De plus, p85a et p85B sont connus pour s’associer a p110 avec une efficacité
différente [53]. En somme, une variabilité dans les réponses dépend des isoformes

exprimées.

La régulation des PI3-K de la classe la découle, globalement, du recrutement
de la sous-unité p85 (régulatrice). Celle-ci posséde deux domaines SH2, un domaine
SH3, un domaine breakpoint cluster region homology (BH) et deux domaines riches en
proline. Méme si toutes ces régions participent a la régulation de I'activité PI3-K, c’est
d’'abord par ses deux domaines SH2 que p85 s’ancre aux tyrosines des IRS, ce qui la
rapproche de la membrane et lui permet d’accomplir son réle [55]. En changeant de
conformation, p85 recrute p110, donnant une protéine PI3-K fonctionnelle. Comme les
PI3-K des autres classes ont des structures différentes, leur régulation dépend d’autres

molécules comme, par exemple, les protéines kinases oncogenes Ras.
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5.2.1 La kinase Akt

En aval de PI3-K se trouve Akt. Les effets de cette protéine relais de type
sérine/thréonine kinase sont importants et variés, surtout pour réguler plusieurs
fonctions métaboliques et de la survie cellulaire [58]. Par exemple, elle inhibe les
kinases glycogéne synthases 3 a8 (GSK-3af) en les phosphorylant sur leurs résidus
sérines (Ser23-9), ce qui favorise la synthése de glycogéne [59]. Elle contréle
négativement l'expression des genes de la néoglucogenése (p.ex. PEPCK) en
phosphorylant les TF Foxo qui, retenus dans le cytosol et associés a la protéine
d’ancrage 14-3-3, ne peuvent activer leurs génes cibles [60]. Elle permet le transport de
SREBP-2 au Golgi, ce qui facilite la transcription de génes impliqués dans le
métabolisme du cholestéro!l (p.ex. HMG-CoA réductase) [61]. Enfin, Akt augmente la
synthése des SREBPs, méne a P'accumulation de SREBP-1 dans le noyau et est
nécessaire a leur régulation positive des génes de la lipogénése (p.ex. FAS) [62]. Le
mécanisme par lequel Akt régule les SREBPs directement n'est pas connu, mais elle
pourrait agir par phosphorylation de sites activateurs. Certaines études soulignent
méme qu’Akt peut étre exportée et agir dans le noyau [63]. En outre, Akt inhibe GSK-3
par phosphorylation, alors que cette derniére diminue l'activité transcriptionnelle et
I'expression de SREBP-1c¢ par phosphorylation [64].

5.2.2 Lakinase mTOR

La kinase de type sérine/thréonine mTOR suscite un intérét grandissant. Son
activation dépend de différents types de kinases comme Ras ou PI3-K en aval des
récepteurs a tyrosine kinase, tel que I'IR. D'abord connue pour ses effets positifs sur la
synthése protéique [65], elle serait impliquée dans le développement des cancers (réle
mitogénique) et I'assimilation des nutriments (réle métabolique) [66]. mTOR est

difféeremment activée selon le type cellulaire et la nature des stimuli impliqués [66].

Dépendamment de son attachement aux protéines Raptor ou Rictor, les effets
de mTOR différeront [67]. Le premier complexe, Raptor/mTOR (mTORC1), est sensible
a la Rapamycin et régule la croissance via la p70 nbosomal S6 kinase (S6K) et la
elF4E-binding protein 1 (4EBP-1) (voir Fig. 5) [68]. Le deuxieme complexe,
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Rictor/mTOR (mTORC2), est insensible a la Rapamycin et régule la prolifération
cellulaire (via Akt) ainsi que I'organisation du cytosquelette [67]. En outre, mTORC1 est
capable de rétro-inhiber la voie PI13-K en phosphorylant les résidus sérines des IRS, ce
qui diminue la phosphorylation d'Akt [69].

Un exemple de régulation métabolique de mTOR s’opére selon une balance
régit entre deux voies : inhibition par 'AMPK et activation par la voie PI3-K/Akt (voir Fig.
5 et 6) [67] [70]. Ces deux voies convergent au tuberus sclerosis complex 1/2 (TSC1/2
ou tubérine), dont lactivité dépend du type et de l'emplacement de résidus
phosphorylés. Akt inhibe l'activité de TSC, ce qui permet a Rheb de s'associer et
d’activer le complexe mTORC1. Au contraire, TAMPK active TSC, ce qui inhibe Rheb.
Dans un autre ordre d’idée, il semble que Tl'activation de mTOR peut parfois étre
indépendante d’Akt, mais dépendre directement de PI3-K [65]. Il est a noter que I'effet
inhibiteur de 'AMPK prime a I'effet activateur d'Akt et ce, méme si Akt peut inhiber la
voie AMPK [67].

Non seulement le complexe mTORC1 contrdle la traduction en inhibant 4EBP1
(un inhibiteur de rlinitiation de la traduction) et en activant S6K (un activateur de la
traduction) [66], mais il aurait aussi un effet sur la transcription des génes. Par exemple,
dans le cas du géne insulin growth factor binding protein 1 (IGFBP-1), l'insuline inhibe
sa transcription en activant PI3-K puis mTOR, et ce, indépendamment de Akt [65].
L’effet de la rapamycin analysé par puce a ADN a démontré une downregulation des
génes SREBP, FAS et SCD1, donnant 8 mTOR un possible réle dans la transcription
de ces génes [71]. La régulation des genes par mTOR est peu connue. mTOR pourrait
phosphoryler les TF directement au niveau nucléaire [63] ou activer en aval S6K qui
serait ensuite exportée au niveau nucléaire [72]. Par exemple, mTOR active en
phosphorylant les TF STAT1-3 et régule I'adipogenése en modulant I'expression de
PPARy [73, 74]. Enfin, il est clairement établi que mTOR contréle la biogenése des
ribosomes et augmente la transcription des ADN ribosomiques (ADNr) en modulant
l'activité de la polymérase I, activée par les TF upstream binding factor (UBF) et

transcription intermediary factor 1a (TIF1A) [75, 76].
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Figure 5. Regulation de mTOR. Lors du jeline, FAMPK converge aux protéines TSC1/2
et formera un complexe inhibiteur de la protéine Rheb. A l'opposé, le complexe
Akt/TSC1/2 empéchera l'inhibition de Rheb. Rheb active mTORC1 (mTOR/Raptor), qui

inhibera 4EBP1 et activera S6K, ce qui activera la traduction [62].
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Figure 6. Intégration et régulation des signaux métaboliques par la voie
PI3K/Akt/mTOR. La régulation de l'activitt mTOR par les facteurs de croissance fait
intervenir la voie PI3K/Akt. La PI3K phosphoryle le Ptdins(4,5)P2 et produit le
Ptdins(3,4,5)P3. La production de ce PtdIns(3,4,5)P3 entraine I'activation de PDK1 qui,
a son tour, active Akt. Cette activation est dépendante de PTEN. La worthmannine et le
LY294002 inhibent l'activité de la PI3K. Une fois activée, cette voie de signalisation
provoque la phosphorylation et I'inhibition du complexe TSC1/TSC2 par Akt, ce qui
entraine I'activation de Rheb (lié a GTP) et de mTOR. Le complexe TSC1/TSC2 joue
un rble central dans la régulation de Vactivité mTOR : la présence d'acides aminés
inhibe l'activité de ce complexe ; a l'inverse, une carence énergétique provoque son
activation via LKB1 et AMPK. Une fois activé, le complexe mTOR/raptor/GBL, sensible
a la rapamycine, relaie ces signaux vers 4E-BP et S6K. La phosphorylation de 4E-BP
permet la libération d’elF4E et la formation du complexe elF4F nécessaire a l'initiation
de la traduction. De son c6té, la phosphorylation de S6K entraine un rétrocontréle
négatif de la voie PI3K/Akt empéchant ainsi toute suractivation de la traduction cap-
dépendante. L'autre complexe mTOR/rictor, insensible & la rapamycine, joue un rdle
dans le réarrangement du cytosquelette. [66].
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53 La voie MAPK

La voie MAPK, qui comprend les extracellulars signal-regulated kinase 1/2
(Erk1/2), est un réseau de signalisation multifonctionnel ayant une influence sur la
croissance cellulaire, la différentiation, 'apoptose et la réponse cellulaire au stress [77].
Ainsi, cette voie est reconnue pour réguler la transcription de nombreux génes en
réponse a une panoplie de stimuli. Or, méme si la régulation de MAPK a fait I'objet de
nombreuses eétudes, la maniére dont cette régulation induit une palette d'effets

biologiques n'est devenue un point d'intérét que récemment [78].

En réponse a I'insuling, la voie MAPK est activée de deux fagons : via les IRS
ou directement par I'lR qui recrute les protéines adaptatrices src¢ homologous and
collagen protein (SHC). Ces deux routes convergent vers la protéine Grb2 pour induire
une cascade de signalisation impliguant SOS, Ras, Raf, MEK et, finalement, Erk1/2.
Suite a leur phosphorylation, les Erk1/2 activeront d’autres molécules a la membrane,
dans le cytoplasme ou dans d’autres organelles [79]. Une cible importante des Erk1/2
est la p90 nbosomal S6 kinase (pP90RSK). Couplés a celles-ci, une portion des Erk1/2
migreront au noyau ou, conjointement, elles phosphoryleront et activeront plusieurs TF,

dont certains impliqués dans I'induction rapide des immediate early genes (IEG) [78].

Les activant par phosphorylation, les TF visés par les Erk1/2 sont nombreux ;
cyclic AMP-responsive element binding (CREB), STAT, Sp1, c/EBPaf3 et PPAR-y [78,
80-82]. En présence d’insuline et ce, indépendamment de PI3-K, la voie MAPK régule
Fexpression des genes de la collagénase et du récepteur a LDL en ciblant des

séquences liant les TF activator protein 1 (AP-1) et SREBP, respectivement [83, 84].
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SUMMARY

The stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) catalyzes the synthesis of
monounsaturated fatty acids and its activity has been associated to cancer and obesity
development. Regulation of SCD1 expression occurs primarily at the transcription level.
In the present study, we characterized the signaling pathways mediating the regulation
of SCD1 gene transcription in liver. In chicken embryo hepatocytes (CEH) and HepG2
cells, insulin stimulates SCD1 promoter activity by 2.5 folds. This activation is abolished
by pre-incubation of cells with specific inhibitors of PI3-Kinase (LY294002) and mTOR
(Rapamycin) or by over-expression of a dominant negative mutant of PI3-kinase. Study
on the chicken promoter revealed the presence of 2 insulin response elements (IREs),
both targeted by the kinases. Surprisingly, inhibition of the MAPK pathway by PD98059
increases SCD1 gene expression by 4 folds independently of any insulin action
targeting a specific sequence on the chicken promoter. In conclusion, our study
demonstrates that a PI3-Kinase and mTOR dependent pathway mediates the positive
action of insulin on the SCD1 promoter while activation of the MAPK pathway leads to
inhibition of SCD1 gene transcription. Our data suggest that activation of these
signaling pathways may be critical in obesity and cancer development.
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1. INTRODUCTION

The stearoyl CoA Desaturase (SCD1) (EC 1.14.99.5) is a key enzyme involved
in the synthesis of monounsaturated fatty acids. It calalyzes the introduction of the cis
double bound in A9 position of de novo synthesized fatty acids mainly from palmitoyl-
and stearoyl-CoA to produce palmitoleyl- and oleyl-CoA respectively [1, 2]. The
regulation of SCD1 is of physiological importance because changes in the enzyme
activity will lead to changes in cell membrane fluidity leading to various metabolic

diseases such as obesity and cancers [3].

Two SCD genes, SCD1 and SCD2, characterized from both rat and mouse,
encode functionally active proteins that share >80% sequence homology [4]. Most
organs express both SCD1 and SCD2 with the exception of liver, which mainly
expresses the SCD1 isoform [5-7]. In liver, under standard diet, SCD1 mRNA is weakly
expressed while fat-free high carbohydrate diet dramatically increased it [3, 6-8]. This
regulation is mainly attributed to a modulation of gene ftranscription [9]. It was
demonstrated that in human [10, 11], chicken [12] and rodent [13-15], SCD1 genes are
under the positive control of insulin and the negative control of PUFAs. In several
species, PUFAs mediate their action through specific regions on SCD1 promoters
involving the binding of SREBPs and NF-Y transcription factors [11, 16]. The effect of
insulin on SCD1 appears to be largely mediated by SREBP-1¢ [17] however, a direct
binding of SREBP on the SCD1 promoter has never been clearly associated to an
insulin response but instead to a sterol response [16, 18, 19]. In chicken LMH hepatoma
cells, it was showed that insulin stimulates SCD1 gene expression through an Insulin
Response Element (IRE) localized in the first 372 pb of the avian SCD1 promoter [12].

Insulin controls gene transcription by modifying the binding of transcription
factors on IRE or by regulating their transcriptional activities. [20]. Several IREs have
been defined through which insulin up-regulates gene transcription. Among them, the
sterol response element binds the transcription factors of the SREBP family, particularly
SREBP-1¢ which has been implicated in up-regulating genes involved in lipid synthesis
[21]. The motif binding activator protein 1 (AP-1) has also been identified in the

promoter regions of several genes up-regulated by insulin. This complex binds the
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transcription factors of the Jun and Fra families. A large number of insulin responsive
genes also harbour a new type of IRE containing GC-rich regions. These regions bind
the ubiquitous transcription factor Sp1 now considered as a key player in mediating

insulin action on gene transcription [22].

The binding of insulin to the insulin receptor tyrosine kinase (IRK) is followed by
IRK autophosphorylation, activation, and the phosphorylation of specific substrates (viz.
IRS1 and 2) on tyrosine residues. The phospho-tyrosine motifs in the IRSs bind
adaptor proteins, such as the p85 regulatory subunit of PI3-kinase. [23, 24]. A number
of observations indicate that the activation of PI3-kinase is a major route through which
insulin modulates gene transcription [25-28]. Several pathways have then been
implicated downstream of Pl3-kinase. Activation of AKT seems to mediate the insulin
effect on several genes [29-31] by directly phosphorylating the transcription factors
Foxo-1, HNF-33 and CREB [32-34]. We and others have also clearly identified the
necessity for mTOR activation, downstream of PI3-kinase, in mediating insulin effect on
IGFBP-1 gene transcription [28, 35, 36]. Independently of PI3-kinase, insulin can also
mediates its effect through activation of the MAPK pathway as demonstrated for the
SREBP [37], Egr-1 [38], collagenase-1 [39] and the LDL receptor [40] gene expressions
targeting an AP-1 (collagenase gene) or a SREBP binding site (for the LDL receptor
gene).

In the present study we showed, that in both chicken and human, insulin up-
regulates SCD1 gene expression by activating P13-kinase and its downstream effector
mTOR. This insulin-induced pathway targets two different sequences on the chicken
SCD1 promoter, one localized between -1975 and -1610 bp upstream the CAP site and
one in the first 372 bp. We also provided evidences for a role of the MAPK pathway in
the inhibition of SCD1 expression in liver implicating a sequence localized between -
1269 and -904 bp in the chicken promoter.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Materials

Leghorn chickens were obtained from Couvoir Simentin (Mirabel, Canada).
Rapamycin and LY294002 were from Calbiochem (EMD Biosciences, San Diego, CA)
and PD98059 from Tocris Biosciences (Ellisville, MO). The ERK1/2, the anti-phospho-
ERK1/2 (thr202/tyr204) and the Akt antibodies were from Cell Signaling Technology,
Inc. (Danvers, MA). The Tyr(P) (PY99) antibody was purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). The PI3-kinase p85 and IRS1 antibodies were from
Upstate Biotechnology, Inc. (Lake Placid, NY). Protein A-Sepharose was from
Amersham Biosciences Inc. (Baie d’'Urfé, Canada). The collagenase H was purchased
from Roche Diagnostics (Laval, Canada). The Waymouth medium MD 705/1 and the
porcine insulin were obtained from Sigma. Lipofectin and lipofectamine reagents were
from Invitrogen Canada Inc. (Burlington, Canada). 6-wells-cell+ culture plates were
purchased from Sarstedt (St. Laurent, Canada) and luciferase reagent from Promega
(Madison WI). [y-**PJATP was purchased from PerkinElmer Life Sciences (Wellesley,
MA). The human SCD1 promoter construct was kindly provided by Drs S.M. Prouty and
W. Samuels (NIH, Bethesda, MD). Most other reagents and chemicals were obtained

from Sigma and were of the highest grade available.
2.2.  Plasmid constructions

The SCD1-1 and all the 5'-deletions were a generous gift of Dr. C. Diot [12].
pGL2-Basic Vector and pGL2-Promoter Vector were used as negative and positive
controls respectively (Promega, Ontario, Canada). The RSV B-galactosidase plasmid
(PRSV-BGal) was used to evaluate the transfection efficiency [41]. The dominant
negative PI3-kinase construct (Ap85) contains a cDNA encoding the p85 regulatory
subunit, whose p110 binding region was deleted [42]. The avian 2156 bp of the SCD1
sequence is published in Genbank under the number DQ645535.
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2.3. Cell culture and transfection procedure

Chick embryo hepatocytes (CEH) were isolated from livers of 19-day-old chick
embryos [43] (protocol # 500 approved by the University animal care comity). 2.5 x 10°
cells were plated in 6-wells-cell+ culture plates and cultured at 40°C under 5% CO, in
serum-free Waymouth medium MD 705/1 containing streptomycin (100 pug/ml) and
penicillin G (60 ug/ml). After 6h00, cells were transfected with either 1.5 ug of the SCD1-
1 construct or 1.5 g of the constructs containing the different 5" deletions and 0.5 g of
pRSV-BGal as previously described [41]. Briefly, cells were incubated with the
DNA/Lipofectin mixture for 16 to 24h00. Thereafter, the medium was replaced with fresh
medium with or without addition of 50 nM insulin and the incubation was continued for
an additional 24 h00. For the experiences implicated the used of kinases inhibitors,
CEH were stimulated 24h00 with 50 nM insulin after 30min of preincubation with either
vehicle (DMSO 0,5%), 50 uM LY294002, 200 nM Rapamycin or 50 uM PD98059. The
same procedure was used to test the activity of the human SCD1 promoter in HepG2
cells except that the lipofection reagent used was the lipofectamine 2000 (InVitrogen,
Burlington, Canada). HepG2 cells were also used to over-express the dominant
negative p85. Cells were transfected with 1.5 ug of the SCD1-1 construct and 1.5 ug of
the Ap85 construct or the pBluescript vector [42]. After 24h00, the medium was

changed to a medium containing 50nM of insulin for an additional 24h00.

2.4.  Analysis of cell extract

CEH were lysed at room temperature in 500 pl of CAT Elisa lysis buffer (Roche
Diagnostics, Laval, Canada) and protein concentration [44], luciferase [45] and B-
galactosidase [46] activities were measured by the indicated methods. The results were
expressed as a luciferase activity per milligram of soluble protein and then normalized
for transfection efficiency using the B-galactosidase activity. Transcriptional rates are

expressed as a percentage of activity measured in the untreated cells.
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2.5. Western blot analysis

After treatment with the test agents for the time and the concentration indicated
in the figure legends, CEH or HepG, cells were rinsed twice with ice-cold phosphate-
buffered saline (pH 7.4) and solubilized with lysis buffer (50 mM Hepes, pH 7.5, 150 mM
NaCl, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluoride, 1.5 mM MgCl,, 1 mM
EGTA, 200 uM sodium orthovanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 ug/ml
leupeptin, 10 pg/ml aprotinin, 10% glycerol, and 1% Triton X-100). Cell lysates were
clarified by centrifugation at 10,000 x g for 20 min at 4 °C, and protein concentrations in
the resulting supernatants were determined using the BioRad protein assay (BioRad,
Mississauga, Canada). 20 ug of proteins from cell lysates were mixed with 4 pl of 3x
Laemmli sample buffer (2% SDS, 2% p-mercaptoethanol, 10% V/V glycerol and 50 mgl/l
bromophenol blue in 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 6.8), heated at 100°C for 5 min,
subjected to SDS-PAGE and then transferred to Immabilon-P membranes for
immunoblotting. Membranes are incubated for 1h00 in blocking buffer (1X TBS, 0,1%
Tween-20: TBST) containing 5% BSA and then overnight in the same buffer with
addition of antibodies raised against ERK1/2 (1/1000), phospho-ERK1/2 (1:1000), PI3-
kinase p85 (1/4000), Akt (1/2000) or IRS-1 (1/2000). After three successive washes in
1X TBST, membranes are incubated for 1h00 at room temperature in 1X TBS in
presence of an anti Rabbit IgG binds to the horseradish peroxidase (1:2000). Signal
was revealed using the ECL plus western blotting detection reagent according to the
manufacturer instructions (GE Healthcare, Baie d’Urfé, Canada). The appropriate bands
were quantified using the phospho-imager system (Molecular imager FX, Biorad,

Mississauga, Canada).

2.6. PI3-kinase Activity Assay

Lysates (300 pg of protein) from insulin-treated (100 nM insulin for 5 min) or non
treated HepG2 cells over-expressing or not the dominant negative p85, were
immunoprecipitated in the presence of protein A-Sepharose, using a specific an anti-
phosphotyrosine antibody. Immunoprecipitates were extensively washed, and the
protein A-Sepharose pellets were resuspended in 50 pl of kinase assay buffer (20 mM
Tris-HCI, pH 7.5,100mM NaCl, 0.5mM EGTA) containing 0.5mg/ml L--
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phosphatidylinositol (Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster, AL) and assayed for PI3-

kinase activity as described previously [28].

2.7. RNA analysis

Total RNA were extracted from CEH as previously described [47], quantified by
spectrophotometry and diluted in 15ul of DEPC-treated water at a concentration of
1ug/ul. Reverse transcription (RT) was performed using the Omniscript enzyme kit of
Qiagen (Montreal, Canada) and Oligo-dT (Roche Diagnostics, Laval, Canada) for 1h00
at 37°C with an inactivation step at 93°C during 5 min. The real-time PCRs were
performed using the QuanitTect SYBR Green PCR Kit from Qiagen (Montreal, Canada)
and the LightCycler device (Roche Diagnostics, Laval, Canada). The reactions were
realized with 10% of the cDNA and 0.5uM of both forward and reverse specifics primers
for 50 cycles to ensure exponential amplification phase. The HPRT-1 gene was used as
reference. The relative quantification was then performed using the RelQuant software
(Roche Diagnostics, Laval, Canada). For the SCD1 gene, primers were defined on
avian sequences: GCCTTCCAGAATGACATCTATG (sense) and
AAATCACTCAGGTCCAGCTTC (antisense) and for the HPRT1 gene primers were
defined on human sequences: ATGACCTCTCAACCTTGACTGG (sense) and
GGCCACTTTCACCATCTTTG (antisense).
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3. RESULTS

3.1.  Insulin stimulates the avian SCD1 promoter activity in chick embryo
hepatocytes (CEH)

Previous studies have demonstrated that insulin stimulates SCD1 gene
expression in various species. However, the molecular mechanism of insulin action
remains to be delineated. In the present study, we used the chick embryo hepatocytes
transfected with the avian promoter to characterize this response. As described under
“Material and Methods”, cells were transiently transfected with luciferase promoter
constructs (SCD1-1 to SCD1-6, Fig. 1) containing different 5’ flanking regions of the
chicken SCD1 gene promoter [12]. As shown in Fig 1A, all the constructs present a high
level of luciferase activity (compare to the SV40 promoter) in CEH. When the fragment
located between -1269 and -904 bp was deleted, a significant increase in the SCD1
promoter activity was measured suggesting the presence of a negative transcriptional
element in this region. A further deletion removing the sequence between -804 and -569
bp leads to a decrease in the SCD1 promoter activity suggesting the presence of a

putative enhancer.

We then evaluated the effect of insulin on the promoter activity. As shown in Fig.
1B, insulin increases SCD1-1 transcription by 2.5 folds. A comparable level of insulin
induction is measured at the mRNA level (Fig. 2C and [48]) suggesting that all the
sequences mediating the insulin action are localized in the 2 kb fragment studied. In
order to localize the insulin response element(s) (IREs), we then tested the effect of
insulin on the various 5’ deletions. As shown in Fig.1B, 5’ deletion of the promoter
decreased the activation by insulin to 1.4 fold. A similar level of activation is also
measured when cells are transfected with the SCD1-6 construct. This experiment
suggests that at least two different IREs mediate the action of insulin on the SCD1
promoter, one localized between -1975 and -1610 bp and a second element present in

the first 372 bp of the avian promoter.
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3.2 Role of PI3-kinase and mTor on the insulin-induced SCD1 transcription

We then characterized the signaling pathway mediating the insulin effect on the
SCD1 promoter. To perform this study, we used the SCD1-1 construct that contains all
the IREs and the SCD1-6 construct that contains the most 3' element. As described
under the “Materials and Methods” section, prior insulin stimulation, transfected cells
were treated with either 50 uM LY294002 or 200 nM rapamycin, specific inhibitors of the
Pi13-kinase and the mTOR kinase respectively. Pre-incubation of CEH with these
pharmacological inhibitors totally prevented the effect of insulin on both SCD1-1 and
SCD1-6 transcriptional activity (Fig.2, A and B respectively). A similar effect of the
LY294002 inhibitor was observed at the mRNA level (Fig 2C). Taking together, our data
suggest that both PI3-kinase and mTor mediate the insulin action of SCD1 gene
expression. The total abolition of the insulin effect in presence of one of these inhibitors

indicates that both kinases must work on the same signaling pathway.

In order to confirm the role of Pl3-kinase in mediating the effect of insulin on
SCD1 gene expression, we co-transfected with the SCD1-1 plasmid, a dominant
negative (DN) mutant of Pi3-kinase [42] in the human hepatoma cell line HepG2. This
cell line was used at the place of the CEH in order to attain a high level of the p85 DN
construct (Ap85) expression. Fig. 3B shows that in our experimental conditions, Ap85 is
specifically over-expressed while the levels of both IRS1 and AKT expressions,
upstream and downstream effectors of PI3-kinase respectively, were unaffected. As
depicted in Fig. 3A, over-expression of the Ap85 leads to an abrogation of the insulin-
induced PI3-kinase activity (Fig. 3A) while co-transfection of the Ap85 with the SCD1-1
plasmid totally abolished the insulin effect on the promoter activity (fig. 3C). Taking
together, the effects of both LY294002 and Ap85 on the SCD1 promoter activity

confirmed the role of PI3-kinase in mediating the insulin action.

We then evaluated the role of this insulin-signaling pathway on the human
SCD1 promoter. Therefore, the human hepatoma cell line HepG2 were transfected with
a luciferase reporter construct containing about 4kb of the human SCD1 promoter
(kindly provided by Drs Samuel and Prouty, Bethesda, MD). As described for the

chicken promoter, insulin stimulates the human SCD1 promoter activity by about 2 folds
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(Fig. 4) and incubation with either LY294002 or rapamycin totally abolished the insulin
effect on the transcription.

Taking together, our data demonstrate that insulin-activation of PI3-kinase and
mTor are necessary and sufficient to mediate the action of insulin on both chicken and
human SCD1 promoters. The tfotal abrogation of the insulin effect in presence of only
one of the inhibitors suggests that PI3-kinase and mTor probably worked on the same
signaling pathway. In addition, we showed on the avian SCD1 promoter, that at least 2
different IREs are necessary to induce a full insulin response and that both IREs are

targeted by the Pl3-kinase/mTor dependent pathway.

3.3.  Role of the MAPK pathway in the requiation of SCD1 transcription

As in liver insulin activates the ERK1/2 MAPK pathway; we then evaluated the
impact of the PD98059 treatment on SCD1 gene transcription. CEH were transfected
with the SCD1-1 construct, stimulated or not with insulin in absence or presence of
PD98059, a pharmaceutical inhibitor of MEK1/2 kinase. Surprisingly, the basal
transcription of the SCD1-1 construct was increased by 2 folds in presence of PD98059
(Fig. 5A) while insulin addition further induces this response to 4.5 folds. As similar
PD98059 effect was observed at the mRNA level (Fig. 5B). Taking together, our results
suggest that the p42/44 MAPK pathway is implicated in the down-regulation of SCD1

gene expression in liver independently of insulin action.

In order to understand why a pathway that is supposed to be activated in
response to insulin treatment mediates an opposite effect on SCD1 expression, we
evaluated the activity of ERK1/2 under the same experimental conditions. CEH were
therefore stimulated for 10 min with 100 nM insulin in presence and absence of the
PDY8059 and the phosphorylation state of ERK1/2 was evaluated by Western blot
analysis. As shown in Fig 6A, a high level of ERK1/2 phosphorylation was detected in
CEH in absence of insulin stimulation. This may reflects the high proliferative state of
the chick embryo hepatocytes [49]. Addition of insulin further increased the
phosphorylation state of ERK1/2 but to a limited extend. However, when cells are
incubated with PD98059, phosphorylation of ERK1/2 is almost abrogated. In
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conclusion, these analyses explained why in absence of any insulin stimulation we
observed an effect of ERK1/2 on SCD1 gene expression.

We then decided to localized on the avian SCD1 promoter the area targeted by
the MAPK pathway. CEH cells were therefore transfected with the different SCD1
promoter deletions (SCD1-1 to SCD1-6) in presence or absence of PD98059. As
depicted in Fig. 6B, deletion of the fragment between -1269 to -904 bp (SCD1-3 to
SCD1-4) abolishes the PD98059 effect suggesting that sequences localized in this area
is the target of the MAPK pathway. It is of interest to note that in Fig. 1A, we localized in
the same fragment (-1269 to -904 bp) a sequence that leads to an inhibition of the
SCD1 promoter expression.

In conclusion, this work demonstrates that in liver, the regulation of the SCD1
gene transcription is complex implicating various signaling pathways and different
regulatory elements on the promoter region. The SCD1 promoter activity is up-regulated
upon insulin treatment through the activation of a Pl3-kinase and mTor dependent
pathway. In the chicken promoter, we also demonstrated that at least two different IREs
are necessary to mediate the maximal insulin stimulation. One IRE appears to be
located between -1975 and -1269 bp while the second seems to be present in the first
372 bp of the promoter region. We also showed that both IREs are under the control of
the insulin-stimulated Pl3-kinase and mTOR dependent pathway. Finally, we
demonstrated that in CEH, the activation of the MAPK pathway leads to the down-
regulation of the SCD1 transcriptional activity targeting a sequence localized between -

1269 and -904 pb in the avian promoter.
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4. DISCUSSION

In the present study, we have demonstrated that insulin stimulates SCD1 gene
expression by 2 to 2.5 folds in both chick embryo hepatocytes and HepG2 cells. A
similar induction is measured at the level of both promoter activitiy (Fig. 1A & 4) and
mRNA expression (Fig. 2C & 5B). This suggests that all the sequences mediating the
insulin response on the SCD1 promoter is located in the promoter’s fragments analyzed
(before -1975 bp in the chicken promoter and -3978 bp in the human promoter). A
similar insulin induction was also reported at the level of transcription in both LMH cells
[12] and mouse liver [50] while enzyme activity is increased by 4 foids in cultured avian
liver explants [51). Therefore, it appears that insulin modulates SCD1 expression in liver
mainly by modulating the level of SCD1 gene transcription.

Using & deletions constructs, we delineated two areas that mediate the insulin
action of SCD1 promoter. One area is located between -1975 and -1269 bp (IRE1)
while the second element seems to be present in the first 372 bp of the promoter region
(IRE2). In a previous study, the presence of an IRE in the same region has been
reported [12]. Analysis of the promoter sequence revealed the presence of several
consensus binding sites for transcription factors known to mediate the insulin action on
gene transcription [20](Fig. 7). A consensus binding site for USF, known to mediate the
action of insulin on FAS gene expression [52] has been localized in the most &
responsive sequences. In the same region a consensus site for SREBP-1, known to
mediate the positive action of insulin on both Acetyl CoA carboxylase [53] and FAS
gene expressions [54] has been also identified. Sequence analysis of the first 372 bp
[12] revealed the presence of SREBP and NF-Y binding sites, all of them being
previously described as positive mediators of insulin action on gene transcription (for
review, [20]). The real implication of these regions in mediating the action of insulin on
SCD1 gene transcription as well as the identification of the associated transcription

factors (TFs) are currently under investigation.
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Using a specific pharmaceutical inhibitor for PI3-kinase as well as a dominant
negative construct for p85 [42], we clearly demonstrated that activation of Pi3-kinase by
insulin is necessary and sufficient to mediate the action of the hormone on the SCD1
promoter activity (Fig. 2-4). As described for the PEPCK, G6Pase and IGFBP-1 genes
[25-28, 36], our observations are in agreement with the fact that the activation of a PI3-
kinase dependent pathway is the major route through which insulin modulates gene
transcription. In addition, PI3-kinase has been implicated in the insulin-induced FAS,
SREBP-1 and glucokinase gene expressions [55, 56].

Most of the studies looking at donwnstream PI3-kinase effectors have implicated
AKT as a key mediator of insulin action on gene franscription. Activation of AKT
appears to mediate the insulin effect on PEPCK and G6Pase expression [29-31] by
directly phosphorylating the transcription factors Foxo-1, HNF-3p and CREB [32-34].
AKT has also been implicated in the insulin-induced FAS transcription [56]. In our study,
we cannot exclude a role of the AKT kinase in mediating the action of insulin on SCD1
gene expression. If AKT is implicated in the regulation of SCDA1, it is probably trough the
activation of the downstream kinase mTor. The implication of AKT in this signalling

pathway remains however to be demonstrated.

Of great interest, our data demonstrated that mTor mediates the insulin response
on both chicken and human SCD1 gene transcription (Fig. 2A-B and Fig. 4). Growing
evidences implicate the mTor kinase in modulating gene expression. We and others
have previously demonstrated that insulin inhibition of IGFBP-1 gene expression
required the activation of this kinase in liver [28, 35, 36]. Furthermore, mTor has been
implicated in the phosphorylation of the transcription factors STAT1 and STAT3 leading
to activation of STAT-dependent gene transcription [57]. mTor plays also a critical role
in adipogenesis by directly modulating the activity of the transcription factor PPARy [58].
It is also clearly established that ribosome biogenesis is controlled at the level of rDNA
transcription by mTor through activation of the transcription factors UBF and TIF1A [59,
60]. Finally, as demonstrated by microarray experiments on rapamycin-treated
mammalian cells, mTor signalling has been implicated in the control of many genes

transcription, particularly those involved in the metabolic and biosynthetic pathways,
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[61]. In agreement with our data, this microarray analysis showed that in rapamycin-
treated cells, the level of SCD1 gene expression is inhibited compared to the level
measured in non-treated cells. This report further confirmed the role of mTor in the

regulation of the insulin-induced SCD1 gene transcription.

The molecular mechanism of mTor action on SCD1 gene transcription remains
however to be characterized. We do not know if mTor directly phosphorylates the
insulin-targeted transcription factors, or if its action is mediated by a downstream kinase
like the p70-S6kinase. Sequence analysis of transcription factors revealed the presence
of putative mTOR and p70-S6kinase phosphorylation sites on both USF and SREBP-1
but not on NF-Y [62]. In addition, these sites appear to be conserved in both human and
chicken isoforms. mTor may also regulate the transcription of SCD1 by modulating the
expression of key transcription factors. In fact, by a microarray analysis it was showed,
that raparmycin treatment of cells inhibits SREBP-1 gene expression [61]. This

hypothesis remains however to be demonstrated and is currently under investigation.

In CEH, we showed that independently of any insulin action, the ERK1/2 MAPK
pathway down-regulates SCD1 gene expression targeting a specific sequence localized
between -1269 and -904 bp on the chicken promoter. Even if insulin is known to up-
regulate the ERK1/2 activity, in these embryonic cells, this MAPK kinase is activated in
the basal non insulin-treated state (Fig. 6A). Therefore, this data suggests that in
proliferating cells which carry a high level of ERK1/2 activity, SCD1 expression must be
low. In agreement with these observations, it has been recently reported that in prostate
cancer cells where a dramatic increase in ERK activation is measured [63], a loss of
SCD1 expression is observed [64]. At the opposite, an increased in desaturase mRNA
level is found in colonic carcinomas [65] which only carry a moderate increase in
ERK1/2 activation [66]. In fact, in human colon carcinoma cells, activation of ERK1/2
inhibits proliferation and suppresses the malignant phenotype [67]. Taking together, it
appears that SCD1 gene expression is inversely correlated with the level of ERK1/2

activity in various cell systems.
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Analysis of the -1269 to -904 bp sequence in the chicken SCD1 promoter revealed
the presence of consensus binding sites for Sp1, ¢/EBPa—p and AP1. Interestingly, it
has been demonstrated that upon activation, phosphorylated ERK1/2 translocates to
the nucleus where it phosphorylates multiple substrates including these TFs Spfi,
c¢/EBPo—p and AP-1 [68-71] leading to inhibition of gene transcription [72-76]. In
addition, it was showed that upon phosphorylation by ERK1/2, Sp1 binds to sequences
in the C/EBPa promoter decreasing its level of transcription [77]. However, the exact
mechanism by which ERK1/2 modulates SCD1 gene expression remains to be
characterized and further experiments are needed in order to confirm a role for one of
these TFs.

In conclusion, in hepatocytes, insulin principally regulates SCD1 gene expression
by activating its level of transcription. Insulin mediates its action through the activation
of a PI13-kinase and mTOR dependent signaling pathway targeting two different IREs. At
the opposite activation of the ERK1/2 MAPK pathway leads to the inhibition of SCD1
expression by directly modulating the transcriptional activity of the SCD1 promoter.
Taken together, our present findings demonstrate that SCD1 gene expression is under
the control of various signaling pathways that may explained the role of this enzyme in

several metabolic diseases such as obesity and cancer.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1

Effect of insulin on cells transfected with constructs containing different 5'-
deletions of the SCD1 gene 5'-flanking region linked to luciferase. Chick embryo
hepatocytes were isolated and incubated in serum free media for 6H00 before
transfection. Cells were then transiently transfected using lipofectine (10 ug/plate),
SCD1-1 (2.5 ug/plate or an equimolar amount of the other constructs) and pRSV-BGal
(0.5 pg/plate) as described under "Materials and Methods". After removing the
transfection medium, the hepatocytes were incubated for an additional 24 h in serum-
free MEM medium (A) or in the same medium containing 50 nM insulin (B). A- Left part,
constructs used in this experiment. The number at the left of each construct indicates
the 5’-end of that fragment in nucleotides relative to the major start site for transcription.
+1 indicates the site of initiation of transcription. For all constructs, the 3’-end was at
+125 bp. O: pGL2 basic vector (negative control); C: pGL2 basic vector containing the
SV40 early promoter (positive control). Right part, results are expressed as luciferase
activities normalized by B-galactosidase activities per milligram of soluble protein.
Activities are expressed as a percentage of the activity measured with the SCD1-1
construct. *p < 0.05 comparing SCD1-4 versus SCD1-1 B- Activities are expressed as a
percentage of the activity measured in the respective untreated sample.
*p < 0.05 comparing SCD1-1 versus SCD1-3/SD1-6. For A & B, the results are the
means = S.E. of 5-9 experiments (n), each one using an independent batch of isolated

hepatocytes.

Figure 2

Effect of LY294002 and rapamycin on insulin-mediated activation of SCD1
gene expression. Chick embryo hepatocytes were transfected with SCD1-1 (A) or
SCD1-6 (B) and treated (black bars) or not (white bars) with insulin as described in the
legend of Fig. 1. Prior to incubation with the hormone, cells were treated for 30 min with
either vehicle (0.5% DMSO), 50 uM LY294002 or 200 nM rapamycin. Values
represented luciferase activities normalized by p-galactosidase activity per milligram of

soluble protein. Results are expressed as a percentage of the activity measured in non-
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stimulated cells transfected with the corresponding construct and incubated with
vehicule only. They are the mean of at least three separate experiments; bars indicate
standard deviation (S.D.). * p<0.05 insulin-treated versus non-treated cells. C-
Quantification of SCD1 mRNA level in insulin-stimulated (black bars) or non-stimulated
CEH (white bars) by real-time PCR. Results are expressed as a percentage of SCD1
MRNA expressed in basal condition in absence of inhibitor and are the mean of three

separate experiments. Bars indicate standard deviation (S.D.).

Figure 3
Effect of the dominant-negative p85 mutant on PI3- kinase and SCD1 promoter

activities in response to insulin in HepG2 cells. A- HepG2 cell lysates extracted from
Mock or p85 transfected cells were immunoprecipitated with aPY antibody and the
immunoprecipitates were analyzed for P13-kinase activity as described in "Materials and
Methods". A representative autoradiography is presented. PIP3 indicates the product of
the PI3-kinase reaction. B- HepG2 cells were treated (+) or not (-) for 5 min with 100 nM
insulin in presence (+) or absence (-) of Ap85 over-expression. Cells were lysed, and
extracted proteins were resolved on 7% SDS-PAGE then immuno-blofted with either an
anti-IRS-1 (top panel), an anti-p85 antibody (middle panel) or and anti-AKT antibody
(bottom panel). A representative autoradiography is presented. C-HepG2 cells were
transfected with either Bluescript (Mock) or with the dominant negative p85 (Ap85)
construct in combination with the SCD1-1 construct as described under “Materials and
Methods”. After 24 h, media was removed and replaced by the same media in presence
(black bars) or not (white bars) of 50 nM insulin. Values represented luciferase activities
normalized by B-galactosidase activities per milligram of soluble protein. Results are
expressed as a percentage of the activity measured in non-stimulated cells transfected
with the SCD1-1 construct and the Bluescript. They are the mean of at least three

separate experiments; bars indicate standard deviation (S.D.).

Figure 4
Effect of LY294002 and rapamycin on insulin-mediated activation of the human

SCD1 promoter activity in HepG2 cells. HepG2 were transfected with the human SCD1
promoter construct and treated (black bars) or not (white bars) with insulin as described

in the legend of Fig. 1. Prior to incubation with the hormone, cells were treated for 30
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min with either vehicle (0.5% DMSQ), 50 uM LY294002 or 200 nM rapamycin. Results

are expressed as previously described in Fig.2.

Figure 5
Effect of PD98059 on insulin-mediated SCD1-1 promoter activity and mRNA

level. A- Chick embryo hepatocytes were transfected with the SCD1-1 construct and
treated (black bars) or not (white bars) with 50 nM insulin as described in the legend of
Fig. 1. Prior to incubation with the hormone, cells were treated for 30 min with either
vehicle (0.5% DMSO) or 50 pM PD98059. Values represented luciferase activities
normalized by B-galactosidase activities per milligram of soluble protein. Results are
expressed as a percentage of the activity measured in non-stimulated cells incubated
with the vehicule only. They are the mean of at least three separate experiments; bars
indicate standard deviation (S.D.). * p < 0.05 DMSO versus PD98059-treated cells. B-
Chick embryo hepatocytes were cultured for 24h in DMSO-containing media (white
bars) in presence of 50 nM Insulin (black bars) or with a prior incubation of 50 uM
PD98059 (hatched bars). Total RNA was then extracted as described under “Material
and Methods”. mRNA levels were evaluated by real-time PCR using the HPRT-1 gene
as standard. Results are the means of 3 independent experiments and are expressed
as a percentage of mRNA level measured in DMSO-treated cells; bars indicate
standard deviation (SD).

Figure 6
Effect of PD98059 on ERK1/2 and basal SCD1 promoter activities in CEH. A- Chick

embryo hepatocytes were treated (+) or not (-) for 10 min with 50 nM insulin after 30
min of preincubation with either vehicle (-) or 50 pM PD98059 (+). Cells were lysed, and
extracted proteins were resolved on 8% SDS-PAGE and immunobiotted with either an
anti-ERK1/2 antibody (lower panel) or an antibody that recognized the phosphorylated
isoform of ERK1/2 (bottom panel). The autoradiographs are representative of 3 different
experiments. B- Chick embryo hepatocytes were transfected with the different 5'-
deletions of the 1.95 kb 5’-flanking region of the SCD1 gene and incubated in DMSO
(white bars) or in 50 uM of PD98059-containing media (black bars) as previously
described. Values represent luciferase activities normalized by B-galactosidase

activities per milligram of soluble protein. Results are expressed as a percentage of the
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activity measured in DMSO-treated cells transfected with the SCD1-1 construct. They
are the mean of at least three separate experiments; bars indicate standard deviation
(S.D.). *p <0.05 comparing DMSO versus PD98059-treated cells.

Figure 7

Schematic representation of the regulation of SCD1 gene transcription in hepatic cells.
The top part of the figure represents the signaling pathways implicated in the regulation
of SCD1 gene transcription. The large grey arrow represents the promoter where the
different 5°-deletion constructs are indicated. The lower part represents the putative
transcription factors implicated in the regulation of SCD1 gene transcription in liver in

response to activation of the indicated signaling pathways.
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Figure 1. Effect of insulin on cells transfected with constructs containing different 5’-deletions

of the SCD1 gene 5'-flanking region linked to luciferase.
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SCD1 est la principale enzyme régulatrice du stockage de graisses et son
expression est désormais associée au développement du cancer, de I'obésité et du
diabéte de type II. Les mécanismes moléculaires qui régulent le géne SCD1 sont d'une
importance capitale pour la compréhension de ces pathologies. Dans ce méme ordre

d’idée, deux avancées spectaculaires ont découlé de nos travaux :

1) laugmentation d’expression du géne SCD1 en présence d'insuline se fait via
une voie P13-K/mTOR-dépendante,
2) la voie MAPK régule négativement le géne SCD1 et ce, de maniére insulino-

indépendante.

Toutefois, I'identité des TF impliqués de méme que les mécanismes d'activation

restent a confirmer.

I. Régulation transcriptionnelle de SCD1 par l'insuline via une voie PI3-K/mTOR-

dépendante

L’incubation conjointe d’insuline avec I'inhibiteur’ de PI3-K (LY294002) annule
I'effet activateur de 'hormone et diminue I'expression de SCD1 au niveau basal (Article
Fig.2AB). Des lors, limplication de PI3-K dans l'activation transcriptionnelle du géne
SCD1 par linsuline est suffisante et nécessaire. Or, comme cette kinase se situe en
amont de mTOR et que I'utilisation de la rapamycin améne un résultat similaire (Article
Fig.2AB), il est possible d'affirmer que mTOR détient un réle semblable a PI3-K,
suggérant qu'ils font partie d'une seule et méme voie de signalisation. Nous pouvons
également avancer que c’est le complexe mTORC1 qui est impliqué, sachant que
MTORC2 n’est pas sensible a la rapamycin [63]. Ainsi, 'augmentation de I'expression
du géne SCD1 par linsuline dépend d'une voie PI3-K/ImTOR agissant sur deux IRE
(IRE1 et IRE2 situés en 5’ et 3’ respectivement). Cette conclusion est particuliérement
importante sachant que, jusqu’ici, seul le géne IGFBP-1 est connu pour étre régulé

transcriptionnellement en impliquant explicitement mTOR en réponse a l'insuline {65].

: Lorsque possible, I’effet des inhibiteurs doit étre vérifié en conséquence de la non-spécificité de ces molécules
envers leur cible potentielle. Ici, I’effet inhibiteur de LY294002 dirigé contre PI3-K a été confirmé par la
surexpression du dominant négatif p85, sous-unité essentiel au fonctionnement de PI3-K. Les deux expériences
ont mené a la diminution d’expression de SCD! au niveau basal en présence d’insuline.
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Dailleurs, cette conclusion est tout a fait logique compte tenu du fait que mTOR est
considéré comme un lien entre la régulation nutritionnelle et la régulation hormonale,

régulation pourvant étre associée a I'obésité et au diabéte de type Il [85].

La présence de séquences consensus sur les IRE1 et IRE2 dépendants de la
voie PI3-K/ImTOR a permis d’émettre des hypothéses quant a l'identité des TF qui s’y
fixent (Article Fig.7). Des séquences consensus pour les TF USF et SREBP, impliqués
dans la régulation du géne FAS [125,127], ont été localisées sur I''RE1. L'IRE2
présente plutdt des séquences consensus aux facteurs NF-Y et SREBP, aussi décrits

comme médiateurs de la réponse a l'insuline [96].

Identification des TF

Des analyses ultérieures sont nécessaires pour établir un lien entre les sites
potentiels de fixation sur les IRE et les TF associés. Par exemple, la technique de
retard sur gel permettra de savoir s’il y a fixation de TF en réponse a l'insuline sur la
séquence étudiée, alors que I'utilisation d’anticorps conduira a l'identification des TF se
fixant sur les IRE en présence d'insuline. L'utilisation de rapamycin déterminera si cette
fixation dépend de mTOR. Tout comme les TF STAT1/3, PPARYy, TIF1A et UBF connus
pour étre régulés par mTOR [68-71], il est possible que NF-Y, SREBP et USF soient
aussi les cibles de cette kinase. D’ailleurs, les analyses putatives de phosporylation de
SREBP et NF-Y démontrent une possible phosphorylation par mTOR [86]. Enfin, la
technique de co-immunoprécipitation vérifiera s'il y a présence de co-activateurs

pouvant moduler I'activité de ces TF.

Mécanismes de régulation par mTOR

Aprés lidentification de la machinerie transcriptionnelle impliquée, il sera
nécessaire de comprendre comment mTOR parvient a contréler ces TF et, en somme,
a réguler positivement le géene SCD1 en présence dinsuline. D’abord, il faudra
déterminer si la présence de rapamycin méne a une augmentation de la
phosphorylation ou de I'expression des TF. Si c'est le cas, des analyses de kinase in

vitro confirmeront I'implication directe de mTOR dans leur phosphorylation. Ensuite, la
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technique d'immuno-localisation entre la kinase et les TF ciblera 'emplacement de cette
régulation. Suite a l'identification de la kinase, le systéme double-hybride dans la levure

sera employé afin d’'étudier les interactions protéiques des TF lors de la transcription.

Les expériences portant sur la régulation des TF par mTOR ont utilisé I'effet du
traitement a la rapamycin sur I'activité transcriptionnelle, I'état de phosphorylation et le
niveau d'expression des TF. Certains mécanismes d’'activation sont déja connus et
pourraient entrer en jeu dans le cas du géne SCD1. Il a déja été démontré que I'état de
phosphorylation de résidus sérines du TF TIF1A se dérégle (hyper et
hypophosphorylation de différents résidus) en présence de la rapamycin, qui méne
aussi a sa translocation dans le cytoplasme [76], suggérant un réle de mTOR dans

I'activité transcriptionnelle de ce TF.

Quant a limplication de mTOR dans la régulation transcriptionnelle, deux
observations suggérent des mécanismes directs et indirects. Dans le premier cas,
mTOR régule directement la transcription du gene IGFBP-1, c'est-a-dire
indépendamment de ses substrats habituels (S6K, 4EBP-1) [87]. Dans le deuxiéme
cas, la régulation des génes du cycle cellulaire par le TF S6K1 Aly/REF-like target
(SKAR) dépend d'une activation subséquente de la kinase S6K [88]. Il est a noter
qu'avant cette découverte, le seul réle de la voie PI3-KImTOR/S6K dans la croissance
cellulaire était lié a la traduction, alors que I'étude du TF SKAR indique que la régulation
par cette voie se situe également au niveau de la transcription. Enfin, comme il existe
des sites putatifs de phosphorylations sur SREBP et NF-Y par mTOR et S6K, il est

possible que mTOR régule SCD1 de maniére directe et indirecte.

Ensuite, une question sur la localisation de la forme active de mTOR est aussi
soulevée dans plusieurs études. En effef, certains types cellulaires disposent de la
forme active de mTOR (forme phosphorylée) de maniére prépondérante dans le noyau
[89]. De plus, l'activation Akt-dépendante de mTOR aurait lieu dans le noyau [63]. Par
contre, le fait de retrouver la forme active de mTOR dans le noyau demeure curieux
sachant que ses substrats, S6K et 4E-BP1, sont principalement présents dans le
cytoplasme. De plus, il a été récemment montré que mTOR est une protéine-navette

entre le cytoplasme et le noyau et que linhibition de I'exportation de mTOR vers le
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cytoplasme réduisait I'activation de ses substrats [72]. Une autre étude suggére que
mTOR pourrait demeurer dans le noyau alors que son substrat, S6K, serait
translocalisé dans le cytoplasme aprés une activation dans le noyau [59]. A I'égard de
la régulation transcriptionnelle de SCD1, il serait important de connaitre |a localisation
cellulaire de la forme active de mTOR. Par exemple, un mécanisme cellulaire de
transport pourrait étre impliqué dans la régulation de SCD1 et ce, a tous les niveaux :
mTOR, S6K et TF.

Il. Régulation négative du géne SCD1 par la voie MAPK

Nous avons également démontré que SCD1 est sous la commande négative de
la voie MAPK, impliquant les kinases Erk1/2 dans la régulation transcriptionnelle de
SCD1. Cette régulation est indépendante de I'insuline puisque l'inhibition de cette voie
par PD98059 (inhibiteur de MEK) améne une augmentation de I'activité du promoteur et
de I'expression de SCD1 en présence et en absence de 'lhormone (Article fig.5AB). En
situation basale, la diminution d'expression de SCD1 par la voie MAPK peut étre
corrélée a I'état constitutivement actif (phopshorylé) des protéines Erk1/2 (Article fig.
6A). Enfin, une région du promoteur aviaire est particulierement visée et 'analyse de
séquence consensus démontre des sites de fixation pour les TF AP-1, Sp1 et ¢/EBP
(Article fig.7). L'effet inhibiteur de cette voie sur SCD1 est aussi observé dans les cas
de cancer, ou, par exemple, les cellules cancéreuses de la prostate présente une
activation élevée d'Erk1/2 [131] simultanément a une diminution de I'expression de
SCD1[132].

Tout comme le cas de mTOR, les perspectives quant a I'étude de la voie MAPK
visent a caractériser la région visée par cette voie, d'identifier les TF spécifiques qui s’y
fixent et, enfin, d'élucider les mécanismes moléculaires régulant négativement
'expression du gene SCD1. En somme, les mécanismes d'inhibition de la transcription
de SCD1 par MAPK impliguent de déterminer comment sont modulés Erk1/2, SCD1 et
les expressions et/ou activités des TF. L'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques, de
dominants négatifs ou de SiRNA permettra d’évaluer le role de ces protéines dans le
controle de I'expression de SCD1.
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Identification des TF

En général, lidentification des TF suivra les mémes techniques que celles
proposées pour la voie mTOR, c'est-a-dire retard sur gel et utilisation d'anticorps. Au
préalable, la région répondant a l'inhibiteur PD98059 sera analysée pour déterminer ol
se situe I'élément de réponse a la voie MAPK. Jusquici, I'analyse des séquences
consensus a ciblé les TF AP-1, Sp1 et ¢/EBP, mais d'autre TF pourraient se trouver en
aval de Erk1/2. En effet, la voie MAPK est connue pour réguler une foule de
mécanismes incluant la croissance cellulaire, la différentiation, 'apoptose et la réponse
cellulaire au stress [77]. Cette polyvalence signifie que la voie MAPK induit de
nombreux autres TF. Par exemple, apres translocalisation dans le noyau, le complexe
RSK/Erk1/2 peut activer STAT3, dont la séquence consensus putative a été trouvée sur
le promoteur SCD1 [38]. Dans un méme ordre d'idée, l'effet négatif de la voie MAPK
peut étre corrélée a l'effet de la leptine qui diminue aussi, probablement via STAT3,
I'expression de SCD1 [90]. Enfin, un dernier TF, PPAR-y, responsable de la

différentiation adypocitaire, pourrait aussi se trouvé en aval de la voie MAPK [91].

Mécanismes de régulation par Erk1/2

Tout comme mTOR, F'analyse de I'expression ou de P'activité transcriptionnelle
des TF se penchera sur I'état de phosphorylation, I'analyse de kinase in vitro et
Fimmuno-localisation pour déterminer les mécanismes de régulation des TF par MAPK.
Nous évaluerons si Erk1/2 ciblent directement les TF (par phosphorylation ou en
modulant leur niveau d’expression) ou si Erk1/2 doit au préalable activer une kinase
sitée en aval telle que RSK. Cette derniére est connue pour étre localisée dans le
noyau et médier I'effet de la voie MAPK sur la transcription des génes [92]. Cette
avenue pourrait étre explorée en mesurant le niveau d’expression d’ARNm de SCD1 et
l'activité transcriptionnelle des TF identifiés en présence d’'un inhibiteur de RSK
(SL0O101) [93]. Enfin, la colocalisation du TF et de la kinase sera analysée dans les
cellules traitées ou non avec un inhibiteur spécifique en utilisant la technique d'immuno-

fluoresence.
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Ill. Perspectives

Le cancer, I'obésité, et le diabete de type Il sont des problémes de santé
importants dans notre société. Il est donc essentiel de comprendre les mécanismes
menant au développement de ces désordres afin de découvrir de nouveaux
traitements. Dans la présente étude, nous avons identifié les principaux acteurs
régulant I'expression du gene SCD1. Cette étude est donc un avancement considérable
pour la recherche sur le gene SCD1, alors que ces voies devront étre étudiées plus en
détails. C'est le cas des interactions entre les voies MAPK et mTOR. En effet, comme
Erk1/2 sont capables d’activer mTOR par un processus semblable a Akt (inhibition de
TSC1/2) [63], une contradiction subsiste quant a la régulation opposée d’Akt et de
MAPK sur SCD1. De plus, les voies de la leptine, connue comme inhibitrice de SCD1,

devront également étre évaluée.

Nous pensons que notre étude aura mené a améliorer la compréhension des
mécanismes impliqués dans le cancer, l'obésité et le diabete de type Il et permettra

l'identification de cibles thérapeutiques dans le traitement de ces maladies.
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