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RÉSUMÉ 

L'obésité est fortement associée à une lipogenèse hépatique élevée. La 
compréhension des mécanismes clefs de sa régulation est essentielle pour lutter 
contre cette maladie. La synthase des acides gras (FAS), une des enzymes clefs de la 
lipogenèse, est stimulée par la triiodothyronine (T3) et l'insuline, et inhibée par 
l' hexanoate (C6). La T3 est capable de réguler la FAS par des voies génomiques, en 
modulant 1' affinité du dimère TR!RXR avec 1 'ADN puis en régulant la transcription 
des gènes cibles, mais des évidences d'une action non-génomique de la T3 sur 
l' expression de la FAS ont été récemment montrées, impliquant les protéines ERKl/2 
et PI3K. L'interaction ~-intégrine-Src kinase-PI3K a aussi été répertoriée. Nous 
proposons l'hypothèse qu' un récepteur de type ~-intégrine déclenche une cascade de 
signalisation en réponse à la T3 affectant la FAS, que la protéine Src kinase est 
impliquée dans la dite cascade, et que le C6 agirait au niveau de la Src kinase pour 
inhiber partiellement les effets non-génomiques de la T3 sur la FAS. 
Pour tester ces hypothèses, des cellules d'hépatocarcinomes humains de la lignée 
HepG2 ont été cultivées en présence de Tetrac, un antagoniste des récepteurs ~
intégrines, ou avec les inhibiteurs de la phosphorylation des Src kinases, PP1 et PP2. 
Les cellules ont été, par la suite, stimulées avec la T3. Les niveaux d'expression de la 
FAS ont été mesurés par Western Blot; son activité enzymatique a aussi été mesurée. 
L'effet du C6 sur la phosphorylation de Src a été analysé par Western Blot. 
L' incubation avec le Tetrac a induit une inhibition de l' expression de la FAS et de 
son activité enzymatique, et a aussi affecté la phosphorylation de Src kinase. Le 
traitement avec PP 1 et PP2 a inhibé 1' expression de la FAS et semble affecter son 
activité enzymatique. Le C6 a discrètement inhibé (10 %) la phosphorylation de Src 
kinase en présence de T3, mais n'a pas montré d'effet dans le cas où l'insuline était 
aussi dans le milieu de culture. Les résultats concernant le C6 ont été confirmés dans 
des cellules primaires de foie de souris. 
L'ensemble des résultats appuient l'hypothèse d'une action non-génomique de la T3 
par l' entremise du récepteur ~-intégrine. La Src kinase semble être impliquée dans la 
cascade de signalisation déclenchée par la T3 . Le C6 n'a pas été capable de diminuer 
de façon considérable l' activation de Src kinase en présence de T3, suggérant sans 
doute autre mécanisme d'action. Ces travaux revêtent une grande importance dans le 
contexte des recherches visant le contrôle de l'obésité, vu que la T3 active certaines 
enzymes de la lipogenèse dont la FAS, et que le C6 a des effets bénéfiques décrits sur 
la lipogenèse et l'adipogenèse. 

Mots clés: lipogenèse, T3, ~-intégrine, Src kinase, FAS, acides gras à chaînes 
moyennes 



INTRODUCTION 

L'obésité atteint les proportions d'une épidémie mondiale, avec au moins 2,8 millions 

d' adultes qui en meurent chaque année. Selon des données de l'Organisation 

mondiale de la santé (OMS), le nombre de cas d'obésité a doublé depuis 1980. En 

2008, le surpoids concernait 1,5 milliard de personnes de 20 ans et plus, parmi 

lesquelles plus de 200 millions d'hommes et près 300 millions de femmes étaient 

obèses. De plus, pour les tranches d' âges comprenant les enfants et adolescents il y a 

également une augmentation, avec 40 millions d' enfants affectés dans le monde, 

selon estimations de 2011 (http:/ /www. who. intlmediacentre/factsheets/fs311/fr/). Au 

Canada en 2010, 52.3% de la population adulte était atteinte d' embonpoint ou 

d' obésité (http://www40. statcan.ca/102/cstO 1/health81 b-fra.htm). 

L' obésité est souvent reliée à une dérégulation globale du métabolisme du sujet 

entrainant une hypertriglycéridémie, de bas niveaux de HDL-cholestérol et des 

niveaux élevés de glucose à jeun, un cadre connu pour augmenter le risque de 

morbidité et de mortalité dans les maladies cardiovasculaires (Nagao, 2010). On 

estime que, 44% des diabètes, 23% des cardiopathies ischémiques et 7% à 41% de 

certains cancers sont attribuables au surpoids et à l' obésité 

(http://www. who.intlmediacentre/factsheets/fs311 /frD. Avec ce portrait, le contrôle 

de l'obésité est devenu une priorité majeure de santé. 

Dans l'univers des enzymes pouvant être impliquées dans le développement de 

l'obésité, la synthase des acides gras (FAS) joue un rôle central. Elle participe à la 

lipogenèse de nova en synthétisant les acides gras saturés de 16 et 18 carbones. La 
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FAS est activée par les hormones comme 1' insuline et la triiodothyronine (T3) ainsi 

que par le glucose, et est inhibée par les acides gras polyinsaturés, les acides gras à 

chaînes moyennes, et le glucagon. Les lipides jouent, cependant, des fonctions 

importantes à l'intérieur de l'organisme: source d' énergie, composition de 

membranes cellulaires, médiateurs d' inflammation, fonction hormonale, entre autres. 

La synthèse des lipides de novo est donc indispensable au maintien de 1 'homéostasie 

de l' organisme. Nous proposons, alors, d'envisager une stratégie de modulation de la 

FAS, de façon à réduire son activité, tout en garantissant la production des lipides 

essentiels pour l' organisme. 

Les acides gras à chaînes moyennes semblent des candidats prometteurs à cet effet. 

Ils ont montré une capacité d'inhiber partiellement l' activité de la FAS (Roncero, 

1992; Akpa, 2010), l'acétyl CoA carboxylase (ACC) (Yin, 2000) et l'enzyme 

malique (Roncero, 1992), des enzymes appartenant à la voie lipogénique. 

L'objectif de ce projet de recherche est d'étudier le mécanisme d'activation de la FAS 

par la T3 explorant la voie non-génomique. Nous nous proposons également, de tester 

1' effet de 1 'hexanoate, un acide gras à chaîne moyenne, sur la voie de signalisation 

induite par la T3 . 



CHAPITRE! 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 Le métabolisme des acides gras 

Les deux grands processus métaboliques qui gouvernent le métabolisme des acides 

gras sont la lipogenèse et la ~-oxydation, soit respectivement la synthèse et la 

dégradation des lipides. Ces deux processus sont contrebalancés et contrôlés par l'état 

nutritionnel et hormonal de la cellule. L' inhibition de la lipogenèse de nova entraîne 

une augmentation de 1' oxydation des acides gras et la diminution de la formation de 

triglycérides et de VLDL. En contrepartie, lors d'une activation de la production 

d' acides gras et de l'estérification de ceux-ci, la ~-oxydation est inhibée (Fukuda et 

Ontko, 1984). 

1.2 La lipogenèse 

La lipogenèse ou synthèse de nova des lipides, représente l' ensemble des processus 

cellulaires qui sont impliqués dans la formation des acides gras ainsi que dans leur 

transformation, pour former des nouvelles molécules de lipides. Cette voie 

métabolique génère tout un éventail de molécules lipidiques qui auront différentes 

fonctions dans les organismes et les cellules, tout dépendamment de leur structure. 

La lipogenèse s' effectue chez l'humain principalement au niveau du foie, bien qu' elle 

puisse être aussi observée à de faibles taux dans le tissu adipeux, les reins, les 

poumons et les glandes mammaires. Chez les autres mammifères et surtout chez les 
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rongeurs, ce processus s' effectue autant dans le foie que dans le tissu adipeux 

(Gandemer, 1980). Cependant, chez les oiseaux il a été observé un patron de 

lipogenèse similaire à celui de l'humain, avec une synthèse des lipides beaucoup plus 

importante dans le foie (Leveille, 1968). 

1.3 Les enzymes de la voie lipogénique 

La première enzyme de la voie lipogénique est l' ACC, qui capte l'acétyl-CoA issue 

du cycle de Krebs pour former le malonyl-CoA en ajoutant un groupement carboxyle 

à sa structure (Stoops, 1975; Wak:il , 1983; Wak:il, 1989). Le malonyl-CoA ainsi que 

l'acétyl-CoA sont ensuite utilisés par la FAS. Ces deux molécules seront les 

précurseurs des acides gras saturés de 16 et 18 carbones (figure 1.1 ). La FAS utilise la 

puissance réductrice du NADPH pour effectuer la biosynthèse des acides gras C16 

saturés. Les acides gras formés peuvent ensuite être désaturés par les désaturases, 

dont la stéaroyl-CoA désaturase 1 (SCD1) en est la principale. Les élongases quant à 

elles vont se charger d'allonger les chaînes hydrocarbonées pour créer une panoplie 

d' acides gras de différentes longueurs, tandis que les mono- et diacylglycérol

transférases vont former différents combinaisons d' esters d ' acides gras, formant ainsi 

les triacylglycérols, en utilisant comme précurseurs les acides gras libres issus de la 

lipogenèse ainsi que le glycérol (Poortmans, 2003). Toutes ces enzymes vont 

contribuer à la création d'une diversité de lipides nécessaires aux fonctions de 

1' organisme. 
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Figure 1.1. Principales étapes de la lipogenèse hépatique (Mounier, 1996) 
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1.4 Complexe protéique FAS 

La FAS est un complexe protéique multifonctionnel regroupant sept activités 

catalytiques différentes (Maier, 2006) (figure 1.2). La FAS catalyse la synthèse des 

acides gras saturés de 16 et 18 carbones, selon une série de réactions dépendantes de 

NADPH, où interviennent les différentes activités catalytiques de l 'enzyme à tour de 

rôle (figure 1.2). Chez les eucaryotes, elle est codée par un seul gène qui produit un 

seul ARNm chez la souris et deux ARNm chez le poulet et le rat, dû à un épissage 

altematif(Back, 1986). La FAS est exprimée principalement dans le foie et le cerveau 

chez les humains et les oiseaux. Elle se localise dans le cytoplasme de la cellule 

(Gibson, 1958). Dans son état natif, la FAS est un homodimère dont chaque sous

unité a une taille approximative de 260 kDa (Wakil, 1989). 



Acyi(C,. ){ACP) 

nyl A 

~A 
Malonyi{AcP) 

co 

13-Ketoacyi{AcP) 

Qt:A.DPH D H 
NADP 

r -Hydroxyacyl{AcP) 

§) / 
!3-Enoyi{AcP) ~H.O 

NAOP~ 
NADPH+H 

7 

Figure 1.2. Le cycle catalytique et l'organisation des domaines de la FAS (Maier, 
2006). 

ACP, gris: protéine porteuse d'acyle; MAT, rouge: malonyl-CoA-/acetyl-CoA-ACP 
acyl transférase; KS, orange: ~-cétoacyl synthase; KR, jaune: ~-cétoacyl réductase 
dépendante de NADPH; DH, vert clair: déshydratase; ER, vert foncé: ~-énoyl 
réductase dépendant de NADPH; TE, bleu: thioestérase. Le panneau inférieur montre 
l'organisation linéaire des domaines dans le gène de la FAS chez les mammifères 
(Maier, 2006). 
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1.5 Régulation de la FAS 

Dans le foie, l'activité de la FAS est régulée par les hormones dont la T3 et l'insuline, 

ainsi que par les nutriments comme le glucose et le fructose. Son activité est inhibée 

par les acides gras polyinsaturés, le glucagon, l' AMP cyclique (Semenkovich, 2012), 

et selon une étude menée dans notre laboratoire, par les acides gras à chaînes 

moyennes (Akpa, 2010). 

La FAS a été décrite comme une enzyme de maintenance cellulaire de base, en se 

chargeant de la production de lipides pour le stockage, et cela en état d'excès de 

nutriments, car elle est activée par les hydrates de carbone comme le glucose. Or, des 

études récentes commencent à dévoiler un rôle possible de la FAS comme enzyme 

intervenant dans la signalisation cellulaire du fait qu'elle affecterait l'oxydation 

d'acides gras en participant à la synthèse d'un ligand endogène, soit le 16:0/18:1-

glycerophosphocholine, qui activerait le facteur de transcription PPARcx. (de l'anglais 

Peroxisome proliferator-activated receptor a) (Chakravarthy, 2009). Le PPARa 

intervient dans l'activation de la transcription d'enzymes impliquées dans la ~

oxydation (Lodhi, 2011 ). Une autre étude a montré la participation de la FAS dans la 

génération d'un ligand qui activerait le PP AR y, facteur de transcription impliqué dans 

la stimulation de la transcription d'enzymes affectées à la lipogenèse (Lodhi, 2012). 

La participation de la FAS a aussi été montrée dans la modulation de la fonction 

intestinale par palmitoylation de la mucine 2, une composante centrale du mucus 

intestinal. L'inactivation directe du gène de la FAS au niveau du côlon par le système 
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Cre-lox dans des souris, a été associée à des perturbations dans la barrière de mucus 

intestinal ainsi qu'à l'augmentation de la perméabilité intestinale, colite, inflammation 

systémique, et à des changements dans l'écologie microbienne intestinale. (Wei, 

2012). La participation de la FAS a été également rapporté dans la modulation de la 

réponse homéostatique au stress du myocarde par inhibition de la protéine 

Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKII) qui régule les influx de 

calcium à la cellule (Razani, 2011), ainsi que sa participation au maintien de 

l'homéostasie vasculaire par une palmitoylation de la synthétase endothéliale de 

l'oxyde nitrique (eNOS), permettant ainsi sa localisation associée à la membrane 

plasmique (Wei, 2011). 

D' un autre côté, il a été aussi observé que la modification post-traductionnelle de la 

FAS, soit par acétylation (Zhao, 201 0), soit par phosphorylation sur des résidus 

sérine, thréonine ou tyrosine pourraient aussi moduler l'activité de l'enzyme, 

constituant ainsi un nouveau mécanisme de régulation de la FAS (Jensen-Urstad, 

2012). L' inhibition de l'enzyme associé à une phosphorylation a été constatée dans 

des cellules de foie de pigeon (Qureshi, 1975), et après phosphorylation dans un 

résidu thréonine dans des cellules de la lignée adipocytaire murine 3T3-Ll (An, 

2007). Des évidences de l'activation de la FAS après phosphorylation sur des résidus 

tyrosines ont été observées dans les cellules de carcinome mammaire humain SKBr3 

(Jin, 2010; Hennigar, 1998). Nos travaux au laboratoire semblent aussi appuyer pour 

une régulation post-traductionnelle impliquant des mécanismes de phosphorylation 

(Radenne, 2008). 
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1.5.1 Régulation de la FAS par la T3 

Les hormones thyroïdiennes sont essentielles pour la croissance, la différentiation 

cellulaire, le développement, et la maintenance de 1 'homéostasie métabolique (Yen, 

2001 ). Elles influencent diverses voies métaboliques impliquant notamment le 

métabolisme des lipides et celui du glucose. Il existe deux formes principales 

d'hormone thyroïdienne, la thyroxine (T4) et la T3 . La forme biologiquement active 

de l'hormone est la T3, tandis que la T4 est l' espèce la plus abondante dans le sang 

(Song, 2011 ). Dans les tissus cibles les déiodinases I et II vont catalyser la 

transformation de T4 à T3, contrôlant ainsi les niveaux intracellulaires de T3 . 

Le mécanisme d' action de la T3 a été caractérisé depuis longtemps comme étant un 

mécanisme exclusivement génomique, dans lequel l'hormone rentrerait dans la 

cellule pour se rendre jusqu'au noyau, où elle interagirait avec le complexe 

transcriptionnel des gènes cibles pour moduler leur transcription, en se fixant sur son 

récepteur nucléaire (Yen, 2001) (figure 1.3). Cependant, dans les dernières années des 

évidences d' une action non-génomique de l'hormone sont apparues (Radenne, 2008; 

Barreiro Arcos, 2011 ; Davis, 2011 ; Gnoni, 2011). Nonobstant, le mécanisme d' action 

transcriptionnel, soit le génomique, reste toujours présent, c'est-à-dire, les deux 

mécanismes d'action de l'hormone, génomique et non-génomique, semblent coexister 

à l' intérieur de la cellule. 
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Figure 1.3. Modèle général d' action des hormones thyroïdiennes dans le noyau (Yen, 
2001). 

Modèle classique d'action de la T3, aussi appelé mécanisme génomique. RXR: 
récepteur X aux rétinoïdes, TR: récepteur à l'hormone thyroïdienne, T3 : 
triiodothyronine et T4: L-thyroxine. 

1.5.1.1 Récepteur à l'hormone thyroïdienne (TR) 

La diversité d' effets de la T3 dans les différents tissus et cellules est médiée par le 

récepteur à la T3 . Les TRs sont codés par deux gènes générant les récepteurs TRa et 

TR~, qui sont des protéines qui appartiennent à la superfamille des récepteurs 

nucléaires. Les récepteurs nucléaires agissent comme facteurs de transcription en se 

liant aux différentes séquences cibles de l'ADN, spécifiquement dans le cas de la T3 

aux éléments de réponse à la T3 ouTRE. Il existe trois isoformes de TRa, TRal , 

TRa2, TRa3, où les deux dernières ont perdu la capacité de se lier à la T3, mais 

comme leurs régions de liaison à l'ADN restent conservées ils agissent comme 
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antagonistes de l' action de la T3 (Macchia, 2001 ; Mitsuhashi, 1988). Également, il 

existe trois isoformes du TRP: TRp1 , TRp2, TRP3 (Song, 2011). Il y a une 

distribution différentielle des TRs dans les différents tissus, permettant de réguler 

1' action de 1 'hormone thyroïdienne dans l'organisme. Ainsi, le TRaJ est 

abondamment exprimé dans le muscle squelettique, le cœur, et le tissu adipeux brun. 

Le TRP 1 est plus exprimé dans le foie, le cerveau et les reins, tandis que 1 'expression 

de TRP2 est restreinte à l'hypothalamus et la glande pituitaire antérieure. Le TRP3 est 

principalement exprimé dans les reins, le foie et les poumons (Song, 2011 ). 

1.5.1.2 Modulation des mécanismes d'action de la T3 

Les TRs exercent leur fonction sur le promoteur des gènes cibles en se couplant à un 

autre récepteur nucléaire. Dans le cas du TR, il s'associe au récepteur X des 

rétinoïdes (RXR). Cela induit une forte augmentation de l'affinité de liaison du TR à 

la plupart d'éléments de réponse à la T3 (TRE) (Lee, 1995; Song, 2011). D 'autres 

partenaires ont aussi été décrits comme étant capables de former des hétérodimères 

avec le TR, soit les PP ARs et le récepteur à la vitamine D (VDR) (Bogazzi, 1994; 

Schrader, 1994). 

En plus des récepteurs nucléaires qui reconnaissent les séquences d' ADN consensus 

dans lesTRE, la transcription des gènes cibles est aussi régulée par d 'autres protéines 

capables d'agir comme activateurs ou répresseurs de la transcription dans le 

complexe transcriptionnel. Comme répresseurs de la transcription, les plus connus 

sont les protéines NCoR (récepteur nucléaire corépresseur) et SMRT (médiateur 
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silencieux des récepteurs rétinoïdes et de l'hormone thyroïdienne). Ces protéines se 

lient au TR en absence de T3, recrutent mSin3 et HDAC1 , une désacétylase des 

histones, qui rend 1' ADN plus compact et moins accessible, ce qui a pour effet de 

réprimer la transcription (Song, 2011 ). Dans le sens contraire, les coactivateurs 

augmentent l'activité transcriptionnelle du TR en présence de T3 . Lors de l' arrivée de 

la T3 sur son site de fixation sur le TR, celui-ci subi un changement de conformation, 

qui va conduire à la dissociation des répresseurs du complexe transcriptionnel. Il 

existe des évidences expérimentales qui suggèrent la liaison des protéines sur le 

dimère TRIRXR ainsi que sur le complexe transcriptionnel à l' arrivée de la T3 ; ces 

protéines auraient un rôle activateur de la transcription; parmi elles on peut citer les 

coactivateurs du récepteur de stéroïdes (SRCs), Trip-1 (TR interacting protein 1), 

CBP/p300, et le complexe coactivateur TRAP (Cheng, 2000; Yen, 2001) (certaines 

des protéines et complexes activateurs ou répresseurs se montrent dans la figure 1.4 ). 
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Figure 1.4. Modèle moléculaire de la répression basale en absence de T3 et de 
l'activation transcriptionnelle en présence de T3 (Yen, 2001). 

En haut, la répression basale en absence de T3 . HDAC: histone desacétylase et sin3 
assurent la répression. X: facteur(s) répresseur(s) non identifié(s) dans le temps où 
cette figure a été confectionné; voir précisions dans le texte. X agirait aussi sur le 
complexe transcriptionnel. En bas, l' activation transcriptionnelle en présence de T3 . 

1.5.1.3 Action non-génomique de la T3 

Les mécanismes d'action non-génomique de l'hormone thyroïdienne se caractérisent 

par une action rapide, en contraste avec l'action génomique qui prend quelques 

heures pour se manifester. L'action non-génomique de la T3 est principalement 
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mediée par les voies de transduction de signal. Les participations de la phosphatidy/

inositol-3-kinase/ Akt (PB KI Akt), l' extracellular regulated kinaselmitogen-activated 

protein kinase (ERKJMAPK), la protéine kinase C (PKC) et la protéine kinase A 

(PKA) entre autres, ont été montrées dans quelques études (Radenne, 2008; Davis, 

2011; Gnoni, 2011 ; Barreiro Arcos, 2011 ). Cette action extranucléaire nécessiterait un 

récepteur au niveau de la membrane extracellulaire. Il a été récemment rapporté la 

capacité de la T3 d' activer de façon rapide la voie PKB/Akt dans des cellules de 

muscle squelettique de rats (de Lange, 2008). La même voie serait stimulée dans des 

fibroblastes humains pour aboutir à la transcription du gène ZAKI-4 (Cao X, 2005). 

Cette voie de signalisation impliquerait l'interaction entre TR~ 1 et PI3K (Cao X, 

2005). Une action non-génomique de la T3 dans l' induction de l'expression du 

SREBP-1 (de l 'anglais sterol regulatory element-binding protein) dans les cellules 

HepG2 a aussi été caractérisée (Gnoni, 2011), ainsi qu ' un rôle de cette même voie 

dans la prolifération de lymphocytes T, impliquant dans les deux cas PI3K/Akt, 

ERK1 /2 et PKC (Barreiro Arcos, 2011). 

Des travaux précédemment effectués dans notre laboratoire, ont montré qu'il existe 

des mécanismes de phosphorylation impliquant des sérine/thréonine kinases qui 

seraient impliqués dans la régulation de la FAS, du fait que les traitements avec le H7 

(inhibiteur des sérine/thréonine kinases) ont diminué l'activité enzymatique de la 

FAS (Radenne, 2008). Les traitements avec des inhibiteurs spécifiques de PBK et 

MEK MAPK ont affecté l' activité enzymatique de la FAS, ainsi que l'activité 
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transcriptionnelle de deux constructions comportant, l'une, l' élément de réponse à la 

T3 (TRE), et l'autre, un élément de réponse consensus de type DR4, soit une 

répétition directe des nucléotides. Au niveau des voies de signalisation, le traitement 

avec PD-98059 et U-0126, des inhibiteurs de MEK MAPK ont diminué la 

phosphorylation d'ERKl/2 en présence de T3, par rapport à la condition où les 

cellules ont été stimulées juste avec l'hormone, indiquant l' activation d'ERKl/2 par 

la T3 (Radenne, 2008) (figure 1.5). 
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Figure 1.5. Représentation schématique de la régulation transcriptionnelle de la FAS 
en réponse à la T3 et à l'insuline (Radenne, 2008). 

La T3 régule la transcription du gène de la FAS via un mécanisme génomique par 
fixation sur 1 'hétérodimère TRIRXR sur le TRE. La T3 modulerait également 
l'activité transcriptionnelle du TRE via un mécanisme non-génomique par 
l'activation d'une voie dépendante de PI3.K/ERK.l/2 MAPK. 
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1.6 Régulation de la FAS par l'insuline 

L'insuline est une hormone protéique secrétée par les cellules ~ du pancréas après la 

prise alimentaire. Les fonctions de cette hormone sont reliées principalement à 

l'homéostasie du glucose, le transport du glucose, la synthèse du glycogène, le 

métabolisme du cholestérol, la synthèse des lipides, la rnitogenèse et la transcription 

des gènes (Mounier et Posner, 2006). L' insuline contrôle la transcription via la 

modification de la liaison des facteurs de transcription aux éléments de réponse à 

l'insuline (IRE) ou en régulant leur activités transcriptionelles. Suite à la liaison de 

l'insuline à son récepteur, celui-ci s' autophosphoryle. ll se produit alors une 

activation de l'activité tyrosine kinase du récepteur, qui va recruter et phosphoryler la 

famille de substrats du récepteur à l'insuline (IR.S-1 , 2, 3 ou 4), entre autres protéines, 

qui interagissent par la suite avec des protéines de signalisation comportant de 

domaines SH2. Ceci résulte en une diversité de voies de signalisation activées, 

notamment la voie de PI3K/Akt, et la voie de MAPK (Saltiel et Kahn, 2001). La 

phosphatidyl-inositol-3-kinase (PI3K) est une enzyme constituée de deux sous-unités, 

la p85, appelée sous-unité régulatrice, et la p110, la sous-unité catalytique. Les IR.Ss 

phosphorylés vont recruter et activer la sous-unité régulatrice. Celle-ci va à son tour 

se coupler à la sous-unité p 110 pour migrer vers la membrane plasmique où elle 

phosphorylera les phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PJP2) pour former des 

phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PJP3) (Bevan, 2001 ; Lizcano et Alessi, 

2002; Saltiel et Kahn, 2001) (figure 1.6). En aval de PI3K plusieurs cascades de 
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signalisation ont été décrites, impliquant entre autres Akt, la voie des ERK.l /2 MAPK 

et la voie de la glycogène synthase kinase (GSK-3). 
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p 5 P - =~:.:-:.-== 
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Figure 1.6. Voies de signalisation activées par l'insuline (Saltiel et Kahn, 2001) 

La fixation de l' insuline sur son récepteur résulte en une diversité de voies de 
signalisation activées. Ces cascades agissent de façon concertée, pour réguler le 
transport des vésicules, la synthèse protéique, l' activation ou l' inactivation 
d' enzymes, l'expression génique, ce qui aboutit ultimement à la régulation du 
métabolisme du glucose, des lipides et des protéines. 

Toutes ces voies vont aboutir à la modulation des facteurs de transcription. L'action 

inhibitrice de l'insuline est souvent mediée par le facteur de transcription Foxo (de 

l' anglais Forkhead box 0). Ce facteur de transcription est phosphorylé par Akt 

induisant sa polyubiquitination et sa dégradation. Les facteurs de transcription de la 
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famille des SREBP (Sterol regulatory element-binding protein) sont souvent 

impliqués dans l' activation de la transcription des gènes cibles de l' insuline, tandis 

que Sp 1 peut induire soit une fonction activatrice, soit une fonction inhibitrice 

(Mounier et Posner, 2006). En général, les études indiquent que les effets de 

1' insuline sur la transcription génique impliquent différentes voies de signalisation qui 

varient en fonction de chaque gène, et que l' insuline exerce son action de façon tissue 

spécifique (Mounier et Posner, 2006). 

Sur le gène de la FAS, il existe un premier IRE localisé à environ -65 pb constituant 

une boîte E, appelée ainsi car il contient deux ou plus séquences régulatrices 

(Mounier et Posner, 2006; Jensen-Urstad et Semenkovich, 2012) (figure 1.7). Il a été 

déterminé que cette boîte contient les sites de liaison pour les facteurs de transcription 

USF-1 et USF-2 (Mounier et Posner, 2006). D'autres séquences dans le promoteur 

sont cependant requises pour qu' il y ait une activation complète en réponse à 

l' insuline. C'est le cas des deux sites de liaison au SREBP-1c localisés à environ -150 

pb et l'autre à -65 pb, qui coïncide avec la boîte E. Le site de réponse aux stérols 

(SRE) situé à -150 pb semble être le plus important au niveau physiologique pour 

l' activation par l' insuline de la transcription de la FAS. Cependant, il existe d' autres 

sites tels que le site de liaison au facteur de transcription nucléaire NF-Y, et le site de 

fixation de Spl. La mutation d'un seul de ces sites abolirait totalement l' effet de 

l' insuline et du glucose sur la transcription du gène de la FAS (Mounier et Posner, 

2006). Il a été récemment montré que le promoteur de la FAS comporterait un site de 

régulation spécifique au facteur de transcription LXR.a ou récepteur X du foie 
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(Joseph, 2002; Yu, 2012) (figure 1.7). LXR.a régulerait de façon indirecte la 

transcription de la FAS par activation de la transcription de SREBP-1c. Il a été décrit 

la présence de deux sites de régulation spécifiques à LXR.a sur le promoteur de 

SREBP-1c, et que l'élimination de ces sites réduirait drastiquement la transcription 

du gène (Chen, 2004). 

LXRE 
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SRE Nf-Y Sp1 
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-80 gccaagc:g: cagccca;~- s-gcg:ggccg cgcruga g gccgcgg::: aaa:agcgcc ggcgcggcct agagggagcc -1 
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Figure 1.7. Le promoteur de la FAS dans la souris (Jensen-Urstad et Semenkovich, 
2011). 

Les différents éléments régulateurs qui ont été caractérisés sur le gène murin de la 
FAS sont surlignés en jaune. LXR: élément de réponse au récepteur X hépatique; 
SRE: élément de réponse aux stérols; lRE: élément de réponse à l' insuline; Spl : 
protéine stimulatrice 1; Nf-Y: facteur nucléaire Y. 

1.7 Régulation nutritionnelle de la FAS 

Un régime riche en sucre induit une augmentation de l 'expression de la FAS (Back, 

1986; Semenkovich, 1997). Le mécanisme se produit au niveau transcriptionnel, où le 

glucose induit la fixation du facteur de transcription ChREBP (Carbohydrate response 
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element binding protein) sur son élément de réponse localisé sur le promoteur de la 

FAS (Uyeda, 2002; Ma, 2006). Le glucose régule aussi la FAS de façon indirecte, en 

augmentant les niveaux d' insuline circulante. L' insuline est connue pour augmenter 

le taux de transcription de l'enzyme, par l'intermédiaire de différents facteurs de 

transcription, comme décrit dans le point précédent. 

Les acides gras polyinsaturés (PUFAs) sont aussi capables de réguler la FAS en 

réduisant ses taux de transcription (Blake et Clarke, 1990). Ils diminueraient le 

facteur de transcription SREBP (Moon, 2002), ou inhiberaient la fixation de la T3 sur 

le TR au niveau du noyau pour diminuer la transcription génique (!noue, 1989). 

1.8 Acides gras à chaînes moyennes (MCFAs) 

Les MCF As sont des acides gras saturés de 6 à 10 atomes de carbone, bien que 

quelques auteurs incluent aussi ceux de 12 carbones. Ils se retrouvent dans l'huile de 

coco, 1 'huile de palme et le lait. Du point de vue physico-chimique, les MCF As ont 

des propriétés différentes des acides gras à longues chaînes, et cela détermine leurs 

propriétés biologiques (absorption et métabolisme). Comparés au triglycérides 

contenant des acides gras saturés à long chaine les triglycérides d' acides gras à 

chaînes moyennes ont une température de fusion plus basse, une taille moléculaire 

plus petite, sont liquides à température ambiante et ont une plus basse densité 

énergétique (8.4 vs 9.2 kcal/g) (Marten, 2006). Dès les années 50s, les MCFAs ont 

été utilisés pour le traitement diététique du syndrome de malabsorption, grâce à ses 

propriétés d'absorption rapide. Les triglycérides de MCF As sont rapidement 
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hydrolysés en acides gras à chaînes moyennes libres, puis absorbés directement par le 

foie via la veine porte. Ils n'ont pas besoin de protéines de transport ni de 

transporteurs à proprement parlé pour rentrer dans la cellule. Une fois rendu à 

l'intérieur des cellules hépatiques, ils sont incorporés dans les mitochondries sans 

médiation de la carnitine et utilisés comme source d'énergie (~-oxydation) 

(Papamandajaris, 1998), de façon différente aux acides gras a longues chaînes, qui 

eux, ont besoin de la carnitine pour accéder à la mitochondrie. En outre, il a été 

montré en 1987 que les MCF As avaient une capacité lipogénique et adipogénique 

diminuée par rapport aux acides gras à longues chaînes chez les rats (Hashim, 1987). 

Les triglycérides composés d'acides gras à chaînes moyennes sont capables de 

réduire l'adiposité par une régulation négative des gènes adipogéniques et du PPARy 

chez le rat (Han, 2003). La consommation d'une diète de MCFAs diminue la 

sécrétion de lipoprotéines et de triglycérides sériques à l' état postprandial (Asakura, 

2000). Il a été aussi observé que les MCF As sont capables de diminuer les 

symptômes associés au syndrome métabolique (Nagao, 2010). D'un autre côté, les 

préadipocytes de type 3T3-L1 exposés aux MCFAs accumulent moins de lipides et ne 

se différencient pas de façon aussi efficace comparé au traitement avec 1' acide 

oléique (Guo, 2000). Les MCF As diminuent la déposition des lipides dans les tissus, 

augmentent la thermogenèse chez les rats (Crozier, 1987), augmentent la dépense 

énergétique chez l'humain durant la période postprandiale (Scalfi, 1991; St-Onge, 
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2003), ainsi que réduisent le poids corporel associé à une diminution de la résistance 

à l'insuline chez les sujets diabétiques sans médication (Han, 2007). 

Concernant le mécanisme d'action moléculaire des MCFAs, une étude menée dans 

notre laboratoire qui prenait en considération les effets de l'hexanoate sur la FAS, a 

révélé qu' il était capable de diminuer son activité enzymatique de 50 à 60% en 

présence d' insuline et de T3, et que cette inhibition n'était pas allostérique (Akpa, 

2010), mais partiellement transcriptionnelle. De plus, les résultats indiquaient la 

participation d'un dérivé acyl-CoA dans le mécanisme d'inhibition partielle de 

l' activité de l'enzyme (Akpa, 2010). 

1.9 Récepteur J3-intégrine 

Les intégrines constituent des récepteurs de surface cellulaire qm connectent 

l' intérieur de la cellule à l'environnement extracellulaire. Elles peuvent former des 

connexions structurelles pour faciliter les processus d'adhésion et de migration, 

participant à la signalisation cellulaire à travers la membrane (Wegener, 2008). Les 

intégrines participent à une grande variété des voies de signalisation cellulaire, et ont 

des rôles dans des processus comme l' apoptose, l'expression des gènes et la 

différentiation cellulaire (Wegener, 2008). Ces récepteurs forment des hétérodimères 

composés d'une sous-unité a et d'une sous-unité f3. Les domaines intracellulaires des 

sous-unités interagissent avec certaines protéines cellulaires. Les interactions de la 

sous-unité a sont beaucoup plus limitées. La sous-unité !3, de son côté, est capable 
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d'interagir avec un certain nombre de protéines qui contiennent un domaine PTB de 

liaison à des phosphotyrosines capable de reconnaître une séquence de type NPxY 

présente sur la structure de la queue intracellulaire de la 13-intégrine (Wegener, 2008; 

Phillips, 2001). Quelques études ont rapporté l'interaction des 13-intégrines avec des 

protéines intracellulaires. Dans le cas de l'angiogenèse pathologique, la 133-intégrine 

forme un complexe avec le VEGFR-2 (le récepteur au facteur de croissance 

endothéliale) après stimulation par le facteur de croissance endothéliale (VEGF), 

processus où la phosphorylation de l'intégrine sur un résidu de tyrosine s' est révélée 

essentielle (Mahabeleshwar, 2006). Le traitement des hépatocytes avec l' insuline et 

avec un peptide antagoniste des 13-intégrines, a diminué la phosphorylation de Src 

kinase, de F AK et de p38 MAPK, suggérant une interaction entre les récepteurs 13-

intégrines et ces protéines de signalisation (Schliess, 2004). Dans des ostéoclastes, il 

a été rapporté que la phosphorylation de la Src kinase se produit de façon dépendante 

à la 133-intégrine, et que la phosphorylation de c-Cbl, une protéine de signalisation 

connue par être activée par les 13-intégrines (Melander, 2003; Sanjay, 2001) et 

d' autres récepteurs comme le récepteur à l' insuline (Saltiel et Kahn, 2001), est 

drastiquement réduite en absence de l' intégrine (Faccio, 2003). 

1.10 Src kinases 

TI y a neuf protéines de la famille des Src (du mot sarcome) kinases dans le génome 

humain. Ces protéines sont toutes étroitement liées les unes aux autres et partagent le 
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même mécanisme de régulation (Martin, 2001 ). Un membre de cette famille, la 

protéine Src intervient dans un éventail de cascades de transduction de signaux qui 

affectent la prolifération, la différentiation, la motilité et la survie des cellules (Dehm 

et Bonham, 2004). La structure moléculaire des protéines de la famille des Src 

kinases contient six domaines, dont le domaine d' homologie SH4, aussi appelé 

domaine de myristoylation (M), la région unique (U) spécifique à chaque membre de 

la famille, les domaines SH3 et SH2, le domaine catalytique et une courte séquence 

fmale de régulation négative (Thomas et Brugge, 1997; Dehm et Bonham, 2004) 

(figure 1.8). Le domaine SH2 contient un domaine de liaison aux résidus de 

phosphotyrosine (PTB) (Thomas et Brugge, 1997). La phosphorylation du résidu 

Y416 localisé dans le domaine catalytique, rend active la protéine (Thomas et 

Brugge, 1997; Dehm et Bonham, 2004) (figure 1.8). L' interaction entre la Src kinase 

et la [3-intégrine a été mise en évidence (Faccio, 2003 ; Schliess, 2004; Thomas et 

Brugge, 1997). La Src kinase a été impliquée dans l'activation de Ras-MAPK 

dépendante des intégrines, modulant le processus de migration cellulaire (Schlaepfer, 

1997; Klemke, 1997). La Src kinase est aussi capable d' interagir avec la PBK dans 

différentes conditions. Dans des cellules neuronales, le complexe TRa.1-p85a.-Src a 

été détecté suite à la stimulation avec la T3, ce qui a été atténué par l'utilisation d' un 

inhibiteur de la Src kinase (Cao X, 2009). Dans des cellules alvéolaires épithéliales de 

rat, la T3 a stimulé l'activité Na-K-ATPase via l' activation de Src et de PBK (Lei, 

2004). Par ailleurs, la Src kinase et la PBK semblent interagir suite à l' activation de 
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la Src par des récepteurs de réponse immune comme le récepteur a l'interleukine-2 

dans cellules de souris (Augustine, 1991), et par les immunoglobulines M (IgM), que 

constituent les récepteurs antigéniques des lymphocytes B (Yamanashi, 1992). Les 

protéines de la famille des Src kinases peuvent s'associer physiquement au TCR (T 

cell receptor), ainsi qu'aux récepteurs CD4 de lymphocytes T auxiliaires et aux 

récepteurs CD8 de lymphocytes T cytotoxiques (Samelson, 1992, Tsygankov, 1996). 

Chlcken c-Src + 
G • Y416 YS27 

M ristlc acld 1 G2 

CATALYTIC M• U - SH3 SH2 
Linlc('r • • • 

NH2 + + 533 
Negative regulatory SH3/Linker Inter act on COOH 

Figure 1. 8 Organisation des domaines de la protéine Src kinase de poulet (Dehm et 
Bonham, 2004 ). 

M: domaine de myristoylation aussi appelé domaine SH4; U: région unique; SH2, 
SH3: domaines d'homologie Src; Catalytic: domaine catalytique. 



HYPOTHÈSES DE TRAVAIL 

Hypothèse 1: La T3 activerait la cascade de signalisation via le récepteur ~-intégrine 

dans cellules d' origine hépatique. 

Des évidences d'un mécanisme d 'action non-génomique de la T3 ont été montrées 

dans les dernières années (Lei, 2004; Radenne, 2008; Cao X, 2009; Gnoni, 2011 ; 

Barreiro Arcos, 2011). La T3 semble capable d' activer des protéines de signalisation 

intracellulaire comme la Src kinase, c-Cbl, PBK, ERKl/2, entre autres. Il a été 

précédemment documenté dans la littérature une interaction entre le récepteur ~

intégrine et la protéine Src kinase (Thomas et Brugge, 1997). Nous avons alors étudié 

le rôle potentiel de ce récepteur dans le déclenchement d' une cascade de signalisation 

en réponse à la T3 . 

Hypothèse 2: Le récepteur ~-intégrine activerait la protéine Src kinase dans cellules 

d'origine hépatique. 

Les travaux de A Radenne dans notre laboratoire ont mis en évidence 1 'activation de 

la PI3K suite à une stimulation par la T3. Selon certains études, la PI3K est capable 

d' interagir avec la protéine Src kinase (Lei, 2004; Cao, 2009). Ceci a été montré de 

façon indirecte dans l'étude de Liu, 2004, où l' inhibition de Src a diminué la 

phosphorylation d' Akt, qui est un substrat connu de la PBK (Saltiel et Kahn, 2001). 

Nous proposons l'hypothèse que dans cellules d'origine hépatique, la stimulation par 

la T3 activerait la protéine Src kinase par l'entremise du récepteur ~-intégrine . La Src 

kinase activerait par la suite la PB K. 



29 

Hypothèse 3: Le C6 inhiberait partiellement l'activité de la Src kinase activée par la 

T3 et/ou l' insuline, dans cellules d'origine hépatique, expliquant l' inhibition de la 

FAS au niveau transcriptionnel. 

Le C6 a été capable d'inhiber partiellement l'activité de la FAS en présence de la T3 

et de l' insuline (Akpa, 2010). Toujours selon les résultats de M. Akpa, le C6 ne 

semblait pas exercer une action allostérique, mais plutôt qu' il devait se trouver a 

l'intérieur de la cellule pour produire les effets d' inhibition de la FAS. Sachant que la 

Src kinase peut être stimulée par l'insuline aussi bien que par la T3 (Thomas et 

Brugge, 1997), nous nous proposons d'explorer un possible point de régulation du C6 

sur la FAS au niveau de la protéine Src kinase, et ce dans cellules d'origine 

hépatique. 



2.1 Matériels 

CHAPITRE II 

MATÉRIELS ET MÉTHODES 

Les cellules HepG2 ont été achetées chez ATCC (Manassas, VA). Le milieu EMEM 

(Eagle ' s Minimum Essential Medium) a été acheté chez Wisent (Saint-Bruno, QC). 

Le sérum de veau fœtal a été acheté chez Fisher Scientific (Pittsburgh, PA). La 3,5,3-

L-triiodothyronine, l'insuline, le PPl et le PP2, ainsi que l'anticorps anti-~-actine ont 

été obtenus auprès de la compagnie Sigma (Saint-Louis, MO). Le Tetrac (3 ,3',5,5' 

Tetraiodothyroacetic acid) ainsi que l'anticorps FAS ont été acheté chez Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA). Les anticorps anti-Src total, anti-phospho-Src 

(Tyr416) et anti-a.-tubuline ont été obtenus chez Cell Signaling Technology, Inc. 

(Danvers, MA). Les antibiotiques Pénicilline-Streptomycine, l'antifongique 

Fongizone, et la trypsine ont été achetés chez Invitrogen (Grand Island, NY). À 

moins d' indication contraire, tous les autres matériels utilisés pour les analyses ont 

été achetés chez Sigma. 

2.2 Culture de la lignée cellulaire HepG2 

La lignée cellulaire HepG2 est une lignée cellulaire adhérente dérivant d'un 

hépatocarcinome humain (Semenkovich, 1997). Ce sont des cellules de choix pour 

les expériences du métabolisme hépatique. Elles ont été plus particulièrement 

utilisées pour 1' étude de la lipogenèse, car elles conservent toutes les caractéristiques 
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lipogéniques inhérentes au foie, ainsi que la sensibilité aux hormones. Les cellules 

ont été entretenues à 37°C sous une atmosphère humide contenant 5% de C02, dans 

un milieu de culture EMEM supplémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau fœtal et 

1% (v/v) d' antibiotiques (Pénicilline 10 000 unités/ml-Streptomycine 10000 Jlg/ml). 

Lors de chaque passage les cellules sont détachées de leur support plastique à l' aide 

d' une solution de trypsine (0,25% (p/v), EDTA 1 mM). 

2.3 Perfusion de foie de souris C57BL/6 et culture d'hépatocytes primaires 

Des souris mâles C57BL/6 de type sauvage (protocole CIP A # 739) ont été 

anesthésiées par voie intrapéritonéale avec du Sodium Pentobarbital 54,7 mg/ml, à 

raison de 70 mg/kg (Ceva Santé Animale, Libourne, France). Les foies ont été dans 

un premier temps perfusés in vivo à l' aide du tampon HEPES (142 mM NaCl; 6.7 

mM KCl; 10 mM HEPES; pH 7.85) avec 0.6 mM EGTA; 1.5 U/ml héparine, pour 

éliminer le sang, puis rincés au tampon HEPES. Par la suite, une perfusion avec le 

tampon HEPES contenant 200 U/ml collagénase; 12 mM CaC{z·2H20 a été effectuée. 

Les foies ont été disséqués et transférées dans des plaques de Petri puis lavées avec le 

milieu DME/F12, 29 mM NaHC03, 21 mM HEPES, pH 7.2; 5% (v/v) (Pénicilline 10 

000 unités/ml-Streptomycine 10 000 Jlg/ml, Fongizone 250 Jlg/ml) et 10% (v/v) 

sérum de veau fœtal , pour dissocier les hépatocytes. Au moins trois cycles de 

centrifugation pendant 5 min à 500 rpm à 4 oc suivis de résuspension dans le milieu 

de lavage ont été effectués. Les cellules ont été ensemencées à confluence dans des 
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plaques 12 puits dans du milieu DME/F l2, 29 mM NaHC03, 21 mM HEPES, pH 7.2; 

1% (v/v) (Pénicilline 10 000 unités/ml-Streptomycine 10 000 J..lg/ml, Fongizone 250 

J..lg/ml), 10% (v/v) sérum de veau fœtal. 

Les plaques ont été préalablement traitées au collagène 10% dans du PBS sous 

atmosphère humide, pendant 1 h à 37 °C. 

Les hépatocytes ont été cultivés à 37°C sous atmosphère humide avec 5 % de C02. 

Un ou deux jours après, le milieu de culture a été changé par du DMEM 1% (v/v) 

(Pénicilline 10 000 unités/ml-Streptomycine 10 000 J..lg/ml, Fongizone 250 J..lg/ml), 

sans sérum de veau fœtal , afin de procéder à l' expérience avec les cellules. 

2.4 Traitement des cellules avec les hormones, les inhibiteurs et le C6 

Une fois les cellules arrivées à 80% de confluence, elles ont été lavées deux fois au 

PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HP04, 1.4 mM KH2P04, pH 7.3). Le 

milieu de culture a été changé par EMEM 1% (v/v) d'antibiotiques. Les cellules ont 

été incubées dans cette condition pendant 24 à 48 h. Pour la stimulation, ce milieu a 

été éliminé, les cellules ont encore été lavées deux fois au PBS lX et du nouveau 

milieu EMEM 1% (v/v) d' antibiotiques a été remis contenant cette fois-ci les 

hormones, les inhibiteurs ou les substances à tester en fonction de l' expérience. Le 

temps de stimulation variait en fonction de l'expérience, étant de 24 h si les niveaux 

d' expression de protéines étaient l' objet d'analyse, ou si l' objectif était d' étudier 

l' activité enzymatique de la FAS. Pour analyser la phosphorylation de la protéine Src 
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kinase, qui intervient dans la cascade de signalisation, le temps d'incubation a été de 

cinq minutes (Kong, 2003). 

Pour la stimulation des cellules, l'insuline a été employée à une concentration finale 

de 100 nM dans le milieu de culture, la T3 à 1.6 ).lM et le C6 à 1 ).lM (Akpa, 2010). 

Le Tetrac, un antagoniste du récepteur 13-intégrine, qui empêcherait la possible liaison 

de T3 au récepteur, a été utilisé à une concentration fmale de 100 nM (Lin, 1996). Le 

PPl et/ou le PP2, des inhibiteurs spécifiques de la phosphorylation de Src kinase, ont 

été utilisés à une concentration finale de 20 ).lM (Kong, 2003). Dans les deux cas 

(Tetrac, PP1-PP2), les cellules ont été incubées 30 min avec du milieu contenant la 

substance. Par la suite, du milieu contenant les hormones a été ajouté directement 

pour enclencher la stimulation, de façon à conserver l'antagoniste en place. Le Tetrac, 

le PPl et le PP2 ont été dilués dans du DMSO, et le DMSO a aussi été incorporé dans 

la condition contrôle. 

2.5 Mesure de l'activité enzymatique de la FAS 

L'activité enzymatique de la FAS a été mesurée à 340 mn. Cette technique évalue la 

disparition du NADPH utilisé par l'enzyme pour la conversion de l'acétyl-CoA et du 

malonyl-CoA en acides gras saturés à longues châmes (Radenne, 2008). Après la 

stimulation hormonale de 24 h, deux à trois plaques de cellules traitées ont été 

récoltées dans du PBS lX. Après une brève centrifugation, les cellules ont été 

résuspendues dans du tampon d'homogénéisation froid (0.1 M KPi, pH 7.0; 3 mM 
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EDTA, pH 7.0 et 1 mM DTT). Les cellules ont ensuite été transférées dans 

l'homogénéisateur Dounce pour obtenir les extraits cytosoliques. Les lysats ont été 

centrifugés à 3 000 rpm pour 15 min à 4°C. L ' activité est mesurée en mélangeant 

dans une cuvette de quartz 50 J.!L de lysat cellulaire, 940 J.!L de tampon d 'essai (0 .1 

M K.Pi, pH 7.0; 3 mM EDTA, pH 7.0; 1 mM DTT; 0.0025 mM acétyl-CoA et 0.18 

mM NADPH) et 10 J.!L de malonyl-CoA (0.1 mM concentration finale) pour 

démarrer la réaction. La DO à 340 nm est ensuite mesurée pendant 10 min à 37°C. 

2.6 Test d'immunobuvardage de type Western 

Les cellules stimulées ont été lavées deux fois au PBS lX froid. Elles ont par la suite 

été collectées dans du tampon de lyse cellulaire contenant des inhibiteurs de protéases 

(EDTA free complete mini, Roche Diagnostics), 200 J.!M Na3V04, 1 mM PMSF, 50 

mM HEPES pH 7.5; 150 mM NaCl, 10 mM sodium pyrophosphate, 100 mM NaF, 

1.5 mM MgC}z, 1 mM EGTA, 10% glycérol et 1% Triton X-100. Les cellules ont été 

lysées dans le tampon de 20 à 30 min sous agitation lente à 4°C. Les échantillons ont 

été centrifugés à 15 000 rpm pendant 30 min à 4°C et les surnageants collectés. Les 

concentrations de protéines des échantillons ont été déterminées à 1 'aide du kit 

Protein assay de Biorad selon la méthode Bradford. Le dosage a été fait par lecture 

des absorbances à 595 nm après 5 min d' incubation à température ambiante. Environ 

20 J.J.g de protéines de lysats cellulaires ont été mélangés au tampon de chargement 

(2% SDS, 2% 13-mercaptoéthanol, 10% v/v glycérol et 50 mg/ml de bromophénol 
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bleu dans tampon 0.1 M Tris-HCl, pH 6.8), chauffés à 100°C pendant 5 min, soumis 

à migration en gel dénaturant de polyacrylamide (SDS-P AGE) dont le pourcentage 

dépend de la protéine à analyser. Les protéines ont ensuite été transférées sur une 

membrane PVDF (Millipore). La membrane a été bloquée pendant 1 h dans du lait 

écrémé 5%-TBST. Après trois lavages de 5 min au TBST, la membrane a été incubée 

avec les anticorps primaires d' intérêt (voir Tableau 2.1 pour origine et dilution) toute 

la nuit à 4°C. Après trois autres lavages au TBST la membrane a été incubée pendant 

45 min à 1 h avec l'anticorps secondaire (Biorad), anti-lapin ou anti-mouse selon le 

cas, conjugué à 1 ' enzyme péroxydase, et dilué selon les recommandations du 

manufacturier dans la solution bloquante (voir Tableau 2.1 pour origine et dilution). 

Par la suite, trois lavages au TBST ont été effectués avant de procéder à 

l' immunodétection au moyen du kit Immobilon Western Chemiluminescent HRP 

Substrate (Millipore), à l' aide du FusionFX. 

2. 7 Analyses statistiques 

Les expériences ont été faites en triplicata au minimum, pour avoir au moins un n=3. 

Les résultats ont été exprimés sous forme de moyennes, tenant compte des écarts 

types des moyennes. Les analyses statistiques ont été faites par analyse des variances 

par un« Student's test» le test pour les comparaisons multiples. Une différence a été 

considérée significative lorsque P ::::;0,05 pour *; P:s;O,Ol pour **; P:s;0,001 pour ***. 

Les analyses statistiques ont été faites avec le logiciel SigrnaPlot 11.0. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 Rôle du récepteur P-intégrine dans la régulation de la FAS par la T3. 

Dans les dernières années, il a été montré que la T3 active des protéines impliquées 

dans des cascades de signalisation, comme PI3K et ERK1/2 (Radenne, 2008; Cao, 

2009; Gnoni, 2011; Barreiro Arcos, 2011). Nous avons alors décidé d'explorer la 

participation du récepteur ~-intégrine comme possible molécule pouvant être à 

l' origine de la signalisation intracellulaire induite par la T3 . Dans des expériences 

faites sur des cellules HepG2, nous avons pré-incubé les cellules avec du Tetrac 100 

nM pendant 30 min. La T3 a été ajoutée par la suite au milieu de culture. Au bout de 

24 h, les cellules ont été lysées. Nous avons testé le niveau d 'expression protéique de 

la FAS par test d' imrnunobuvardage de type Western. 

Nous avons observé une augmentation significative (p=0.001) du niveau d ' expression 

de la FAS en présence de l'hormone, pour un 215 .0% ± 13.9% (2.2 fois) par rapport 

à la condition basale, ce qui est raisonnable si l'on considère les limites de la 

méthode. Avec l'ajout du Tetrac quand la T3 est aussi dans le milieu, le Tetrac étant 

un antagoniste des récepteurs ~-intégrines qui empêche la liaison de l' hormone, a 

diminué de manière significative l' expression de la FAS (p=0.005) par rapport à la 

condition comportant la T3, pour un 103.5% ± 12.7% d' inhibition (figure 3.1). Ces 

expériences ont été réalisées en triplicata. 
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Nous avons, par la suite, étudié l' implication du récepteur ~-intégrine dans 

l'activation de l' enzyme, au moyen du test de l' activité enzymatique de la FAS, qui 

est une mesure directe de son activité physiologique. Pour ce faire, nous avons pré

incubé les cellules HepG2 avec du Tetrac, suivi d' une stimulation de 24 h avec la T3. 

Les cellules ont été lysées, et 1' activité enzymatique de la FAS a été mesurée par la 

disparition du NADPH du milieu, ayant préalablement ajouté l'acétyl-CoA et le 

malonyl-CoA. Nos résultats montrent que la T3 active l'enzyme de 368.3% ± 16.8%, 

3.7 fois la condition basale, ce qui est significatif (p:S0.001) (figure 3.2). Ce résultat 

corrèle avec le niveau d'activation de la FAS trouvé par A Radenne et M. Akpa en 

présence de T3 (Radenne, 2008; Akpa, 2010). De plus, cela est en accord avec les 

résultats mesurés sur le niveau d' ARNm (Radenne, 2008), suggérant fortement que la 

régulation de l' activité de l'enzyme par la T3 est majoritairement transcriptionnelle. 

L'ajout du Tetrac provoque une chute de l'activation de l'enzyme jusqu'à un 191.2% 

± 26% d'activation. La diminution de l' activité enzymatique a été presque de moitié 

(1.9) par rapport à la condition T3, avec un coefficient de signification de p:SO.OOl 

(figure 3.2). Entre les conditions basale et T3-Tetrac il y a eu une différence 

significative de 91.2% (p=0.013) (figure 3.2). 

Les résultats d'expression et d'activité de la FAS en présence de Tetrac indiquent 

que, effectivement, le récepteur ~-intégrine induirait une cascade de signalisation en 

réponse à la T3, régulant l' expression et l'activité de la FAS. De façon indirecte, nous 

constatons l' existence d'un mécanisme parallèle de régulation, à savoir, le mécanisme 

génomique, dans lequel la T3 rentrerait directement au noyau de la cellule pour 
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réguler la transcription des gènes cibles (Y en, 2001 ), puisque le blocage de la voie 

non-génomique au moyen du Tetrac n' arrive pas à abolir complètement l 'expression, 

mais surtout l'activité de la FAS dans les cellules hépatiques HepG2 utilisées pour les 

expériences. Cette observation est en accord avec les études des équipes de Barreiro 

Arcos et Davis (Barreiro Arcos, 2011 ; Davis, 2011), ainsi qu'avec l' étude de notre 

équipe publiée en 2008 (Radenne, 2008). 

3.2 Rôle de la protéine Src kinase dans la voie de régulation de la FAS induite 

par la T3. 

Certaines études ont montré que la ~-intégrine activerait la protéine Src kinase dans le 

processus de migration cellulaire (Schaepfer, 1997; Klemke, 1997), en réponse aux 

facteurs de croissance et pour l 'attachement de la cellule à la matrice extracellulaire 

dans des ostéoclastes (Faccio, 2003). Nous avons voulu étudier si dans un contexte de 

stimulation par la T3 dans des cellules hépatiques, les Src kinases seraient aussi 

impliquées en aval du récepteur P-intégrine. Pour tester cette hypothèse, nous nous 

sommes servis de PP1 et de PP2, des inhibiteurs spécifiques de l' activité des Src 

kinases. Dans un premier temps, nous avons évalué l' inhibition de la phosphorylation 

de la Src kinase en présence de PP1 et PP2. Les cellules HepG2 ont été pré-incubées 

pendant 30 min avec les inhibiteurs à une concentration finale de 20 JlM (Kong, 

2003). Une stimulation de 5 min avec la T3 a par la suite été effectuée. Les cellules 

ont été lysées. La protéine Src kinase phosphorylée au résidu tyrosine 416 (marqueur 

d' activation de l'enzyme) et Src kinase totale ont été détectées à l' aide d' anticorps 
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spécifiques par test d'immunobuvardage de type Western. Nous avons observé une 

augmentation significative du niveau de phosphorylation de la protéine en présence 

de la T3 qui a atteint 17 6.1 % ± 17.6 % par rapport à la condition basale (p=O. 012) 

(figure 3.3), comme attendu (Faccio, 2003; Schaepfer, 1997; Klemke, 1997). Quand 

les inhibiteurs ont été ajoutés nous avons observé une diminution significative de la 

phosphorylation de la protéine d'environ 65.0 % ± 11.3 % (p=0.036), allant jusqu'au 

niveau de base (figure 3.3). 

Nous avons, par la suite, évalué les effets du blocage de l'activité de la Src kinase sur 

la FAS, en réponse à la stimulation par la T3. En ce qui concerne les niveaux 

d'expression de la FAS, testés par immunobuvardage de type Western, nous obtenons 

une augmentation significative (p=0.004) de l'expression de la FAS en présence de la 

T3 comme préalablement montré, représentant 1.44 ± 0.07 fois la condition basale 

(figure 3.4). Avec l'ajout de PP1 et de PP2 au milieu de culture, nous observons une 

tendance claire à la diminution de l' expression de la FAS (p=0.054) qui pourrait 

mieux se manifester en augmentant le nombre des répétitions de 1 ' expérience, qui a 

été, par ailleurs, faite en triplicata. Le traitement avec le PP1 et le PP2 en présence de 

la T3, a ramené l' expression de la FAS aux niveaux basaux (100.2% ± 14.3 %), pour 

un 43.4% d'inhibition (figure 3.4). 

En ce qui a trait aux niveaux d'activité enzymatique de la FAS, nous avons obtenu 

une augmentation de l' activité en réponse à la stimulation avec la T3, s' élevant en 

moyenne jusqu'à 231.5 % ± 60.3 % comparé à la condition basale (figure 3.5). 

L'utilisation des inhibiteurs de la Src kinase a eu un effet inhibitoire sur 1' activité de 
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l'enzyme, provoquant une chute jusqu'à 84.7% ± 14.2 %du basal. Or, le niveau de 

signification de ces résultats reste à discuter, n'étant pas aussi satisfaisant que ceux 

espérés. D'après ce qui a été rapporté dans la littérature impliquant la Src kinase 

comme protéine de signalisation stimulée par la T3 dans le contexte d'une action non

génomique de celle-ci (Cao, 2009; Lei, 2004), ainsi que nos résultats pour 

l' expression de la FAS en présence de PPl et de PP2 et de T3, nous considérons que 

l' augmentation du nombre den pourra éclaircir la tendance de l' effet du blocage de la 

Src kinase sur l'activité de la FAS. 

Afin de confirmer l' activation de la Src kinase en aval du récepteur ~-intégrine suite à 

la stimulation par la T3 , nous avons pré-incubé des cellules HepG2 avec le Tetrac 100 

nM pendant 30 min, suivi d'une stimulation avec la T3 pendant 5 min. Les cellules 

ont par la suite été lysées, et les protéines cytosoliques soumises au test 

d'immunobuvardage de type Western, spécifique pour la Src kinase phosphorylée et 

la Src kinase totale. Les résultats montrent une augmentation significative (p::;O.OOl) 

de la phosphorylation de la Src kinase au résidu tyrosine 416 en présence de la T3, 

pour un 143.7% ± 4.0% d'activation de la protéine par rapport à la condition basale 

(figure 3.6). Le traitement avec le Tetrac en présence de la T3 a fait chuté les niveaux 

de phosphorylation de la Src kinase de façon significative (p=O.Ol8) pour un 53 % ± 

8.3 %de diminution par rapport à la condition de stimulation avec la T3 (figure 3.6), 

pour revenir au niveau de base. Ces résultats révèlent qu' il existerait une relation 

entre le récepteur ~-intégrine et la Src kinase dans les cellules HepG2 suite à la 

stimulation avec la T3 . 
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L'ensemble de résultats présentés jusqu' ici pointent vers la participation de la 

protéine Src kinase dans la cascade de transduction de signal déclenchée par la T3, 

ayant l' origine dans le récepteur f3-intégrine au niveau de la membrane plasmique. La 

Src kinase se situerait de façon très probable en aval du récepteur. 

3.3 Rôle du C6 dans la régulation de la FAS. 

Il a été décrit que le C6 était capable de diminuer 1' activité enzymatique de la FAS de 

façon importante en présence de T3 et d'insuline, soit de 40 à 50% (Akpa, 2010), et 

ce sans écarter la possibilité qu' il pourrait aussi exercer son action en présence de T3 

ou d'insuline séparément. Nous avons étudié, l'effet du C6 sur l'activation de la Src 

kinase, un des éléments de la voie induite par la T3, afm d'explorer un possible point 

de régulation du C6 sur la FAS. 

L'insuline, tout comme la T3, est capable d' activer la phosphorylation des kinases 

Src (Thomas et Brugge, 1997). Nous avons testé l'activation de la Src kinase sur des 

cellules HepG2, qui ont été incubées pendant 5 min avec ou sans la T3 (1.6 11M), 

et/ou l'insuline (100 mM), en présence ou non de C6 (1 11M). L' activation de la Src 

kinase a été évaluée au moyen du test d' im.munobuvardage de type Western. Nous 

avons obtenu une augmentation significative de la phosphorylation de la protéine par 

rapport à la condition basale quand les cellules ont été incubées avec la T3 (p~0 . 001) 

pour un 147.1 % ± 1.9 % (figure 3.7). Quand le C6 a été ajouté au milieu, il s' est 

produit une légère diminution de la phosphorylation de la Src kinase, pour environ 10 

% ± 0.7 % de diminution par rapport à la condition T3 (p=0.018). Dans le cas où 
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l'insuline et la T3 ont été ajoutées ensemble au milieu de culture nous obtenons 

comme attendu, une augmentation significative de l'activation de la Src kinase 

(p=0.005), qui atteint 1.7 ± 0.13 fois le niveau basal. L'ajout du C6 aux deux 

hormones dans le milieu de culture n'a pas eu d'effet sur l'activation de la Src kinase. 

Le pourcentage de diminution de la phosphorylation de la Src kinase que nous 

observons en présence de T3 et de C6, ne s'avère pas suffisant pour expliquer 

l'inhibition de 40 à 50% de la FAS que l'on observe en présence du C6, surtout si 

nous considérons le fait que la Src kinase est située en amont de la cascade de 

signalisation qui fait l ' objet de notre étude. De plus, contrairement à ce qui était 

attendu, nous n'observons pas d'inhibition quand l'insuline et la T3 ont été ajoutés 

ensemble avec le C6, comparé à la condition de stimulation avec les deux hormones. 

Afin de confirmer les observations faites sur des cellules HepG2, nous avons répété 

l' expérience dans des cellules primaires de foie de souris C57BL/6 âgées de 4 mois. 

Nous avons obtenu la même tendance (figure 3.8). 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

La FAS est une enzyme qui joue un rôle clef dans la lipogenèse de nova car elle 

synthétise les acides gras saturés de 16 et 18 carbones, les principaux constituants des 

triglycérides stockés dans le tissu adipeux. La lipogenèse, quant à elle, est impliquée 

dans le développement de 1' obésité. Des études ciblant la FAS ont essayé de bloquer 

son action de synthèse d' acides gras saturés à longues chaînes, par l' utilisation d' un 

inhibiteur pharmacologique, le C75. Les résultats de l'étude effectuée sur des souris, 

ont montré une importante perte de poids associée à une diminution de la prise 

alimentaire (Loftus, 2000). En effet, les recherches avec le C75 ont été abandonnées 

puisque l'inhibiteur générait des effets anorexiques considérables par modulation des 

neuropeptides impliqués dans le contrôle de l'appétit (Shimokawa, 2002). Or, cette 

étude a mis en évidence l' importance de la FAS dans le contexte du développement 

de l 'obésité, étant une enzyme qui serait impliquée à la fois dans la lipogenèse et dans 

le contrôle de la prise alimentaire. 

La FAS est régulée positivement par les hormones T3 et insuline. Les études de A 

Radenne ont mis en évidence que la T3 était capable d' activer la FAS via deux 

mécanismes. L'un appelé génomique, pour la liaison de l'hormone au complexe 

TR!RXR sur le TRE du promoteur du gène de la FAS au niveau du noyau, constaté 

par des expériences de retard sur gel (Radenne, 2008). La liaison de l 'hormone au 

complexe TRIRXR entraînerait probablement la dissociation des cofacteurs NCoR, 
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SMRT, HDAC1 et de mSin3 qu'en conditions basales se lient à l'ADN réprimant la 

transcription, permettant ainsi l'activation transcriptionnelle du gène. 

L'étude de Radenne et al. a aussi montré que la T3 était capable d'activer des 

protéines appartenant à des cascades de signalisation intracellulaire, notamment PI3K 

et ERKl/2, par un mécanisme appelé non génomique. Le mécanisme par lequel la 

PI3K pourrait être activée restait à déterminer. 

Il a été décrit que dans certaines conditions la PI3K était la cible de la protéine Src 

kinase (Lei, 2004; Cao X, 2009). La Src kinase, à son tour, a été rapportée comme 

une protéine appartenant à la cascade de signalisation impliquant le récepteur ~

intégrine (Faccio, 2003; Schliess, 2004; Thomas et Brugge, 1997). Nous avons alors 

décidé de tester la participation de ce récepteur comme molécule transductrice du 

signal de la T3 permettant la modulation de la FAS. 

Nos résultats appuient l'hypothèse où la ~-intégrine pourrait agir comme récepteur 

déclenchant une cascade de signalisation en réponse à la T3. En effet, nous avons vu 

que l'expression de la FAS était inhibée de moitié dans cellules HepG2 traitées avec 

le Tetrac, un antagoniste du récepteur ~-intégrine, ainsi qu'avec la T3, par rapport à la 

stimulation avec la T3, où l'expression de l'enzyme a atteint deux fois le niveau basal 

(figure 3.1 ). Cette inhibition partielle est en accord avec le fait que la T3 agirait par 

un mécanisme à la fois génomique et non génomique. Le fait de bloquer le récepteur 

~-intégrine au moyen du Tetrac et en présence de T3, a eu un impact de nature 

inhibitrice sur 1' activité et 1 'expression de la FAS, suggérant des évènements 

intracellulaires se produisant via le récepteur ~-intégrine. 
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Le récepteur ~-intégrine est capable d'activer des protéines de signalisation 

intracellulaire, comme les Src kinases, F AK, entre autres. Nous pensons que dans ce 

cas, il active une cascade de signalisation qui aboutirait à réguler la transcription de la 

FAS au niveau d'un élément de réponse TRE sur le promoteur de la FAS. De façon 

consistante avec ce premier résultat, 1 'activité enzymatique de la FAS induite par la 

T3 a été inhibée quand le Tetrac a été ajouté au milieu de culture, toujours en 

présence de T3 (figure 3.2). Les valeurs relatives de stimulation de la FAS par la T3 

pour cette expérience d'activité enzymatique ont été plus élevées que celles 

correspondant à l'expression de la FAS en présence de T3. L' essai d'activité 

enzymatique semble être beaucoup plus sensible et la mesure plus quantitative que le 

test d'immunobuvardage de type Western, d'après les observations faites année après 

année dans notre laboratoire (données non montrées). Il faut aussi tenir compte que 

l'on teste l' effet du Tetrac à différents niveaux, expression de l'enzyme et 

fonctionnalité de 1 'enzyme, et par le fait même il pourrait y avoir une différence de la 

réponse relative à la stimulation par la T3, mais malgré ces différences la tendance est 

la même. En effet, les limites de la méthode du test d' immunobuvardage expliquent 

pourquoi nous n'obtenons pas une stimulation en présence de T3 aussi importante 

que celle de l' activité enzymatique, et c' est la raison pour laquelle au moment 

d'émettre une conclusion nous donnons plus de poids aux résultats de l' activité 

enzymatique. Concernant la condition où le Tetrac et la T3 ont été utilisés 

simultanément, l' activité de la FAS s' est vue diminuée de moitié en comparaison à la 

stimulation avec la T3. Le fait que l' activité de la FAS ne chute pas aux niveaux 
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basaux démontre bien 1' existence de la voie génomique de la T3 sur la régulation de 

la FAS. Ces deux mécanismes d'action de la T3 coexisteraient à l'intérieur de la 

cellule. 

En ce qui concerne la Src kinase, la stimulation des cellules HepG2 pendant 5 min 

avec la T3 en présence de Tetrac, qui bloque le récepteur ~-intégrine, a ramené au 

niveau basal la phosphorylation de Src kinase par rapport à la stimulation avec la T3 

(1.5 fois) (figure 3.6). Ces résultats pointent vers la participation de cette protéine en 

aval du récepteur ~-intégrine dans la chaîne de réaction déclenchée par la T3. Cela 

vient confirmer des observations précédentes qui rapportaient que la Src kinase se 

situait en aval de la chaîne de réaction de la ~-intégrine (Faccio, 2003; Schliess, 2004; 

Thomas et Brugge, 1997). Il a été rapporté l' interaction directe entre le récepteur ~

intégrine et la Src kinase dans cellules de la lignée murine CHO, où les ~-intégrines 

co-précipitaient avec la Src kinase et les immunoprécipités de ~-intégrines montraient 

une activité Src kinase spécifique (Arias-Salgado, 2003). Dans des cellules de muscle 

lisse surexprimant la ~-intégrine, il a été observé une association ~-intégrine-Src 

kinase par co-précipitation de deux protéines (Courter, 2005). D' autres auteurs ont 

rapporté que 1' intégrine activée induirait 1' autophosphorylation de F AK (Focal 

adhesion kinase) créant un site d'ancrage pour le domaine SH2 de la Src kinase, qui a 

son tour phosphoryle d'autres résidus de tyrosine sur FAK, maximisant ainsi 

l' activité kinase du complexe FAK-Src et créant d' autres sites supplémentaires 

d' interaction de protéines (Huveneers et Danen, 2009; Mitra et Schlaepfer, 2006). Le 

dernier, concerne des études sur la signalisation via le récepteur ~-intégrine dans le 
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contexte de l'adhésion cellulaire. Les substrats de la ~-intégrine suite à d'autres 

stimuli ont été beaucoup moins documentés. Nonobstant, l'étude de la structure 

protéique de F AK montre un domaine de liaison aux intégrines, tandis que la 

structure protéique de la famille des Src kinases ne comporte pas un tel domaine 

(Thomas et Brugge, 1997). Pourtant, le fait que la Src kinase ne comporte pas un 

domaine de liaison aux ~-intégrines , ne devrait pas empêcher un possible rôle de Src 

comme substrat de l' intégrine. Dans notre cas, nous ne nous avançons pas à dire que 

la Src kinase serait la cible directe de la ~-intégrine, puisque nous n ' avons pas réalisé 

d'expériences le testant directement. Nous dirons plutôt que, d'après nos résultats, la 

Src kinase se situe en aval du récepteur ~-intégrine dans la cascade de signalisation 

générée par la T3 . 

L' incubation de cellules HepG2 avec la T3, le PPl et le PP2 pendant 5 min a fait 

diminuer la phosphorylation de la Src kinase de 65 % par rapport à la stimulation 

pendant 5 min avec la T3 (figure 3.3). Le fait que les résultats ne soient pas plus 

drastiques pourrait être dû au fait que probablement il y aurait d' autres protéines 

kinases de la famille des Src kinases, qu'assumeraient le rôle de la Src kinase en son 

absence de fonction. Rappelons que cette famille de protéines kinases est composée 

de neufs représentants: Src, Fyn, Y es, Yrk, Blk, Fgr, Hck, Lck, Lyn, qui partagent des 

régions hautement conservées, et ont des fonctions quelques fois redondants à 

l' intérieur des cellules (Thomas et Brugge, 1997). D'un autre côté, pour nos 

expériences nous avons pré-incubé les cellules avec les inhibiteurs pendant 30 min. Il 

serait recommandable d' allonger ladite période à une heure avant la stimulation 
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hormonale avec la T3, cela pourrait donner des résultats plus évidents au niveau de 

l'inhibition de la Src kinase. 

Dans nos tests d'immunobuvardage de type Western nous avons remarqué une 

surexpression de la Src kinase totale en présence des inhibiteurs PP 1 et PP2, et cela 

associé à nos expériences de pré-incubation de 30 min avec les inhibiteurs, suivi 

d'une stimulation de 5 min avec la T3. Étant donné le temps tellement court où 

l'expérience s' est déroulée, nous considérons qu'une hypothèse visant la régulation 

transcriptionnelle de la protéine pourrait être écartée. Les membres de la famille des 

Src kinases contiennent un domaine M, de myristoylation, aussi appelé domaine SH4 

(figure 1.8) (Dehrn et Bonham, 2004). Dans des cellules COS-1 il a été rapporté 

qu'entre 80 et 90 % de la Src kinase se trouvait dans la fraction membranaire 

(Patwardhan, 2010). La myristoylation de Src exercerait un effet positif sur son 

activité kinase, et régulerait l'ubiquitination et la dégradation de la protéine. La 

fixation d' un ligand ou d'une autre protéine pourrait causer un changement d'état de 

la protéine, résultant en l' association ou la dissociation de la membrane (Patwardhan, 

2010). Nous pensons que l' ajout des inhibiteurs au milieu de culture a affecté la 

myristoylation de la protéine. Il a été rapporté que le PP1 est capable de s' insérer 

dans le site de fixation de l' ATP dans le centre catalytique des kinases de la famille 

Src (Liu, 1999). L'ajout de PP1 et de PP2 déplacerait l' ATP ce qui pourrait nuire la 

stabilité thermodynamique de la protéine, provoquant un changement de 

conformation de la protéine qu'affecterait l'encrage de la Src aux membranes. Cela 

ferait en sorte que l'on récupère ces protéines dans les extraits cytosoliques, tandis 
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que dans les conditions ne présentant pas de PP 1 ou de PP2, une partie des Src 

resteraient liées aux membranes. Il faut préciser que l'anticorps utilisée pour ces 

expériences reconnaît non seulement la Src kinase, mais au moins cinq autres 

membres de cette famille, dont L yn, Fyn, Lck, Y es and Hck (information trouvé sur 

la fiche de l'anticorps, Cell Signaling), pouvant elles aussi être myristoylées et 

affectées en présence de PPl et PP2, ayant comme résultat l' amplification du signal. 

Dans le but d 'évaluer la participation des Src kinases dans la régulation du gène de la 

FAS, nous avons incubé les cellules avec PPl, PP2 et/ou la T3, cela pendant 24 h. Le 

blocage des Src kinases par les inhibiteurs PPl et PP2 en présence de T3, a provoqué 

une réduction de l'expression de la FAS (figure 3.4), ainsi que de son activité 

enzymatique (figure 3.5) par rapport à l'incubation avec T3. Malgré l'absence de 

signification statistique entre les conditions T3 et T3-PP1-PP2 dans l'expression de la 

FAS, nos résultats montrent une tendance marquée (p=0.054) (figure 3.4) à la 

participation de cette protéine de signalisation dans la régulation de l' expression du 

gène de la FAS. L'expérience de l' activité enzymatique de la FAS en présence de 

PPl et de PP2 (figure 3.5) a été caractérisée par le même phénomène, où l'on observe 

une forte tendance à la participation de Src kinase dans la régulation de la FAS, mais 

cette tendance n'atteint pas non plus la signification statistique. Le problème, nous en 

sommes convaincus, viendrait du fait que l' inhibition de l' activité Src n'est pas 

suffisante en présence des inhibiteurs PP1-PP2. Cela a été, d'ailleurs, l'objet d'étude 

de certains groupes de recherche qui ont proposé le changement des inhibiteurs PP1-

PP2 par une combinaison de PP1-PP2-SU6656 (Bain, 2003), ou par l' inhibiteur 
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AP23846 (Summy, 2005). Ces inhibiteurs ou combinaisons d'eux auraient 

probablement des résultats plus évidents, statistiquement significatifs, reflétant les 

rôles des Src kinases dans la régulation de la FAS en réponse à la T3 . L'augmentation 

de la taille de l'échantillon (nombre de n) pourrait, par ailleurs, consolider les 

tendances que nous observons à présent, concernant les expériences où le PP 1 et le 

PP2 ont été impliqués, en plus de ce qui a été déjà proposé par rapport au temps de 

pré-incubation. 

Donc, suite à la stimulation par la T3 des cellules HepG2, le récepteur P-intégrine 

semble déclencher une cascade de signalisation impliquant entre autres la protéine de 

signalisation Src kinase. il a été bien décrit dans la littérature la participation de 

l'enzyme PBK à la régulation de la FAS, par modulation du facteur de transcription 

SREBP-1c, comme résultat de la voie PI3K/Akt (Gnoni, 2012; Mounier et Posner, 

2006; Ribaux et Iynedjian, 2003). L'activation de la Src kinase et de la PBK sous les 

mêmes conditions a également été rapportée suite à la stimulation par la T3 , dans 

cellules neuronales et dans des cellules alvéolaires épithéliales de rat (Lei, 2004; Cao 

X, 2009). Il resterait alors à confirmer dans le contexte de cellules HepG2, que la Src 

kinase est capable d'activer la PBK suite à une stimulation par la T3 . Pour ce faire, 

on pourra se servir d'un essai mesurant l'activité kinase de PI3K par 

immunoprécipitation de la sous-unité régulatrice de PI3K p85 (Mounier, 2006) et cela 

suite à une incubation des cellules HepG2 avec l' inhibiteur de Src kinase choisit ainsi 

qu'avec ou sans T3. 
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Ici nous avons montré que l'hormone T3 serait capable d'activer une cascade de 

signalisation intracellulaire au moyen du récepteur ~-intégrine et que la protéine Src 

kinase fait partie de cette cascade de signalisation en aval du récepteur. Ces travaux, 

qui concernent l' action non-génomique de l'hormone thyroïdienne, viennent s'ajouter 

à d'autres qui ont été fait dans les dix dernières années, et qui ont révolutionné les 

concepts classiques du mécanisme d'action de la T3 . La recherche fondamentale dans 

ce champ de connaissances est incontournable si l'on veut mieux comprendre les 

maladies métaboliques liées à l'obésité, puisque l' hormone T3 joue un rôle important 

dans la régulation du métabolisme et le contrôle de la dépense énergétique de 

1' organisme, mais aussi pour certains cancers reliés aux glandes thyroïdes. 

Les travaux examinant l'effet de l'hexanoate sur la régulation de la FAS publiés par 

M. Akpa ont montré que l'hexanoate était capable d'inhiber l'activité de la FAS en 

présence d' insuline et de T3 (Akpa, 2010). D'autres expériences réalisées dans notre 

laboratoire indiquaient que le C6 inhibait, bien qu'à des faibles taux, la 

phosphorylation de la protéine ERK.l/2 (Point, 2010), en présence de T3 et insuline. 

Nous avons alors étudié si l' effet du C6 expliquant le résultat sur ERK.l/2 pouvait 

être dû à une action du C6 sur la Src kinase, situé plus en amont. Nos résultats sur la 

Src kinase en présence du C6 et de deux hormones ne semblent pas indiquer une 

action de C6 au niveau de cette protéine. L'ajout du C6 au milieu de culture 

contenant la T3 et l'insuline n'a pas réussi à diminuer le niveau de stimulation de la 

Src kinase provoqué par les deux hormones, et ce dans des cellules HepG2 (figure 
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3.7) aussi bien que dans des cellules primaires de foie de souris (figure 3.8). Si la 

protéine Src kinase, qui se trouve assez en amont des cascades de signalisation, n 'est 

pas impliquée dans l'action de C6, il est très probable que l'action exercée par le C6 

se produise plus en aval, sur une des molécules communes aux cascades de 

signalisation à la T3 et à l'insuline. Il se pourrait que le C6 cible plus directement 

ER.Kl/2 qui est activé par la T3 et l'insuline (Radenne, 2008) pouvant aboutir à 

l'inhibition partielle de la FAS. 

Il a été rapporté en 2009 que la protéine ERK~ de la cascade des MAPK était capable 

de colocaliser avec le TR au niveau du cytosol, pour induire sa phosphorylation et sa 

migration vers le noyau de la cellule (Cao HJ, 2009). Selon les travaux de Radenne et 

al. (2008), la protéine ER.Kl/2 est activée en présence de T3 dans les hépatocytes 

modulant l'expression de la FAS (Radenne, 2008). L' activation de ER.Kl/2 a aussi 

été décrite suite à la stimulation par l'insuline (Point, 2010; Radenne, 2008; Saltiel et 

Kahn, 2001). Puisque la protéine ERK est activée autant en présence d' insuline que 

de la T3, il s'avère pertinent de tester l' influence du C6 sur le processus de 

translocation du TR vers le noyau impliquant ERK. Nous pourrions suivre la 

localisation du TR du cytoplasme vers le noyau à 1 'aide des techniques de 

microscopie confocale en utilisant un anticorps spécifique couplé à un fluorophore. 

La co-localisation avec des protéines spécifiques du noyau ou du cytosol pourra être 

évaluée par imrnunoprécipitation en utilisant des fractions cytosolique et nucléaire à 

chaque fois (Cao HJ, 2009). Les expériences incluraient les conditions avec et sans le 
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C6 pour évaluer son effet sur le processus de translocation du TR vers le noyau de la 

cellule. 

Le C6 pourrait aussi agir au niveau de la phosphorylation du récepteur P-intégrine, 

tout en amont de la cascade de signalisation de la T3. Or, cette hypothèse semble 

moins intéressante du fait qu'une inhibition au niveau de la P-intégrine impliquerait 

principalement les effets de la T3, tandis que l' insuline pourrait pour sa part activer la 

signalisation de façon indépendante. De plus, comme nos travaux et ceux d'autres 

laboratoires suggèrent que la Src est situé en aval des récepteurs P-intégrines, l' effet 

du C6 sur le récepteur est improbable. 

Le C6 pourrait aussi avoir un effet direct sur PBK qui est activée par la T3 et 

l' insuline. Pour tester cette hypothèse nous pouvons encore nous servir d'un essai de 

l' activité kinase de la sous-unité p85 de PBK (Kong, 2000). Il faudrait incuber 

préalablement les cellules HepG2 avec la T3 et l' insuline avec ou sans C6. Nous 

considérons qu'un effet du C6 sur ce point des cascades de signalisation s' avère très 

probable mais reste à démontrer. 

L'action du C6 sur 1 'hétérodimère TRIRXR sur le TRE de la FAS a également été 

explorée (Point, 201 0). Les résultats montrent une diminution du dimère TRIRXR en 

présence de C6 et de deux hormones, par rapport à la condition de stimulation avec 

les deux hormones. Les travaux de Thurmond et al. concernant l'action de 

l' hexanoate et de l'octanoate sur le gène de l'enzyme malique (Thurmond, 1998) ont 

pourtant montré que les MCFAs n'affectait pas l'affinité du TR par le TRE, ni 

empêchait la fixation de la T3 sur son récepteur nucléaire. D'après leurs résultats le 
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C6 agirait par inhibition de la fonction trans-activatrice du TR, au moyen de la 

modulation d'un facteur intermédiaire, probablement un co-répresseur ou un co

activateur du TR. Il serait alors recommandable de tester l'effet du C6 

immunoprécipitation sur NCoR, SMRT, HDAC1 et mSin3, tous de co-répresseurs, ou 

encore sur les coactivateurs du TR en présence de T3, SRCs, Trip-1, CBP/p300, et le 

complexe coactivateur TRAP. Selon les différents travaux effectués à date sur le C6 

(Akpa, 2010; Thurmond, 1998), celui-ci agit juste en présence de l'hormone; cela 

amène à penser que son action s'exercera sur une des molécules activatrices de la 

transcription. Les études de Thurmond (Thurmond, 1998) ont déjà exploré l'action du 

C6 sur TRIP, les résultats n' indiquant pas une action sur celui-ci. Il resterait à tester 

les autres. 

Selon Cao HJ, ERK1/2 est capable de stimuler la translocation du TR vers le noyau 

en présence de T3 (Cao HJ, 2009). Une inhibition d'ERK.l/2 par le C6 expliquerait 

pourquoi l'hétérodimère TRIRXR est moins représenté sur le TRE en présence de C6 

et de deux hormones, T3 et insuline, dans les essais de retard sur gel (Point, 2010). 

Rappelons que la protéine ERK.l/2 est activée autant par la T3 que par l' insuline. 

Dans une autre perspective d 'analyse, les derniers travaux de l' équipe de 

Semenkovich montrent que la FAS serait susceptible d'une régulation au niveau post

traductionnelle par phosphorylation sur certains résidus aminés de la molécule, soit 

les résidus S1028 et T1032 du gène humain de la FAS (Jensen-Urstad, 2013). On 

pourrait alors considérer l'hypothèse que le C6 serait capable de modifier post

traductionnellement la structure de la protéine pour affecter son activité, ou qu' il 
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affecterait une autre protéine que régule la FAS à son tour. Les travaux de 

Semenkovich mettent en évidence la participation de mTORC1 dans la 

phosphorylation de la FAS cytosolique sur les résidus mentionnés après la prise 

alimentaire. Ladite phosphorylation aurait un effet inhibiteur sur l'activité de la FAS 

cytosolique provoquant une diminution du facteur de transcription PP ARa., par 

diminution d'un métabolite produit par la FAS que stimule la production de PP ARa. 

Ces évènements auraient par conséquence 1' inhibition de la ~-oxydation des acides 

gras observée pendant la prise alimentaire, où la lipogenèse est favorisée (Jensen

Urstad, 2013). 

Le C6 pourrait alors jouer un rôle d'atténuation de la phosphorylation de la FAS, 

permettant un taux de ~-oxydation pendant la prise alimentaire, ce qui expliquerait les 

bas niveaux de triglycérides sériques observés après la prise alimentaire d'une diète 

riche en acides gras à chaînes moyennes (Nagao, 2010; Xue, 2009), ainsi que le taux 

accrus d'oxydation de graisses et lipides en général montré dans différentes études 

(St-Onge, 2003; Papamandjaris, 2000; Binnert, 1998). Pour tester si le C6 aurait un 

effet directe sur la FAS, on pourrait incuber les cellules HepG2 avec le C6 et les 

hormones T3 et insuline pendant 30 min (Jensen-Urstad, 2013), suivi d'une 

extraction de protéines cytosoliques, pour les soumettre à un test d' immunobuvardage 

de type western pour l' irnmunodétection de phosho-S-FAS (résidu 1028), phospho-T

FAS (résidu 1032) et FAS total. Également, nous pourrions tester l'effet du C6 sur 

l' activité enzymatique de la FAS sur une période de 30 min au lieu de 10 min. L'effet 

allostérique du C6 sur la FAS avait déjà été testé (Akpa, 2010); les résultats ne 
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semblaient pas indiquer une régulation post-traductionnelle de la FAS par le C6. 

Cependant dans cette expérience, l'activité enzymatique de la FAS avait été testée 

immédiatement après l' ajout de l'hexanoate au mélange réactionnel; l'essai de 

l' activité enzymatique s'est étalé sur 10 min. Il se pourrait que la réalisation d'un 

essai enzymatique sur 30 min à mode« time course», permette de constater un effet 

allostérique du C6 sur l' activité enzymatique de la FAS. li s'avère également 

pertinent de tester l'effet du C6 sur mTORCl. mTor est directement activé par Akt 

par phosphorylation ou de façon indirecte par phosphorylation et inhibition de TSC, 

qui est un inhibiteur naturel de mTor (Dreyer, 2009). L' incubation des cellules 

HepG2 avec le C6 et les hormones pendant 20 min permettra de détecter si mTor est 

activé suite au traitement avec le C6 et les hormones par rapport au traitement avec 

les hormones exclusivement. De plus, il a récemment été montré que la protéine Akt 

est activée par la T3 dans des cellules PC-12 dérivées d'un phéochromocytome 

(Barbakadze, 2014), ainsi que dans des cellules cardiaques (Mourouzis, 2013) et de 

muscle squelettique (Goulart-Silva, 2013). Un résultat préliminaire obtenu dans notre 

laboratoire semble montrer une inhibition d' Akt en présence de C6, T3 et insuline 

(Point, 2010). Il serait alors pertinent d'approfondir les études sur Akt. 

En somme, nos résultats ainsi que ceux obtenus auparavant semblent indiquer une 

action du C6 sur une molécule commune au niveau des cascades de signalisation de 

la T3 et de l' insuline, pour affecter l'activité du complexe transcriptionnel sur le 

promoteur du gène de la FAS, provoquant une diminution de la transcription du gène. 

Le C6 pourrait encore utiliser une autre stratégie pour inhiber partiellement l'activité 
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de la FAS, soit par action sur un élément commun de la cascade de signalisation de la 

T3 et celle de l ' insuline pour inhiber partiellement mTor résultant en une activation 

suffisante de la FAS capable de maintenir un niveau de PP ARa, et par conséquent un 

taux d'oxydation des acides gras de la cellule malgré la prise alimentaire, un 

mécanisme que n' aurait pas besoin de se rendre jusqu'au niveau transcriptionnel pour 

réguler l'activité de la FAS. Nous pensons, d' ailleurs, que les deux mécanismes 

pourraient se manifester simultanément. Les différences de niveaux d'activité de la 

FAS observées entre les expériences du groupe de Semenkovich et le nôtre seraient 

probablement dues aux conditions de stimulation différentes avec l' insuline; dans 

notre cas le temps de stimulation a été de 24 h, tandis que l' autre équipe a stimulé les 

cellules de 0 à 30 min. 

Ici nous avons montré que la protéine Src kinase ne serait pas la cible de 1' action du 

C6 aboutissant à l'inhibition partielle de la FAS. D'autres recherches seront 

nécessaires aux fins d' élucider ses mécanismes d' action. 

Les acides gras à chaînes moyennes constituent des molécules prometteuses dans la 

quête d' un remède contre l' obésité. Dans de nombreuses études cliniques et 

précliniques, ils ont montré une capacité d' agir sur des indicateurs physiologiques 

reliés à 1 'obésité, comme la diminution du poids corporel et du niveau de triglycérides 

dans le sang durant la période postprandiale, le contrôle de l' appétit, l 'augmentation 

de la sensibilité à l' insuline, pour ne nommer que quelques-uns. On comprend alors 

l' importance de l 'étude de ces acides gras, dans le contexte actuel où il n'y a pas de 
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solution efficace pour contrer la prise excessive de poids, et que la prévalence de 

l'obésité continue d'augmenter dans nos sociétés. 



CONCLUSIONS 

Dans cette étude nous avons montré la capacité de l' hormone T3 de déclencher une 

cascade de signalisation dans cellules hépatiques, capable de réguler non

génomiquement l' activité de l'enzyme FAS. Nous avons montré que la T3 se sert du 

récepteur ~-intégrine pour transduire son signal à l' intérieur de la cellule, régulant 

ultimement la transcription des gènes cibles. Dans cette étude nous avons aussi 

confirmé indirectement que les deux mécanismes d'action de la T3 coexisterait, voire 

génomique et non-génomique, puisque le blocage du mécanisme non-génomique 

n'arrive pas à annuler complètement l' expression de la FAS. 

D'un autre côté, nous avons mis en évidence que la protéine Src kinase fait partie de 

la cascade de signalisation déclenchée par la T3 dans les cellules hépatiques. Elle 

semble se situer en aval du récepteur ~-intégrine. En outre, cette protéine de 

signalisation ne semble pas être la cible du C6 dans son action inhibitoire de la FAS. 



ANNEXE 

Tableau 2.1 Anticorps et dilutions utilisés pour la détection des protéines par le 
test d'immunobuvardage de type Western 

Protéine (anticorps Dilution Anticorps secondaire Dilution 
primaire) 

FAS 1:1000 Anti-lapin conjugué à HRP 1:5000 

Src total 1:1000 Anti-lapin conjugué à HRP 1:5000 

P-Src 1:1000 Anti-lapin conjugué à HRP 1:5000 

~-actine 1:1000 Anti-souris conjugué à HRP 1:5000 

a.-tubulibe 1:1000 Anti-lapin conjugué à HRP 1:5000 
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Figure 3.1 Effet du Tetrac sur l'expression de la FAS 

Les cellules HepG2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec ou sans Tetrac (100 

nM), suivi d' une stimulation de 24 h avec ou sans T3 (1.6 f.!M). Les cellules ont été 

lysés. Les protéines cytosoliques ont été séparées par SDS-PAGE 10% et la protéine 

FAS a été irnrnunodétectée à l'aide d'un anticorps anti-FAS. Les résultats ont été 

exprimés en pourcentage en fonction de la condition basale (sans traitement), et 

représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. Les barres sur les colonnes 

indiquent la déviation standard. ** (p~O,Ol); *** (p~O,OOl) . 
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Figure 3.2 Effet du Tetrac sur l'activité enzymatique de la FAS 

Les cellules HepG2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec ou sans Tetrac (100 

nM), suivi d' une stimulation de 24 h avec ou sans T3 (1.6 J..lM). Les cellules ont été 

lysées. L'activité enzymatique a été mesurée selon la méthode décrite à la section 2.4. 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage en fonction de la condition basale (sans 

traitement). Les résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. 

Les barres sur les colonnes indiquent la déviation standard. *** (p:SO,OOl ). 
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Figure 3.3 Effet de PPl et de PP2 sur la phosphorylation de Src kinase 

Les cellules HepG2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec ou sans PPI et PP2 (20 

~M), suivi d 'une stimulation de 5 min avec ou sans T3 (1.6 ~M). Les cellules ont été 

lysés. Les protéines cytosoliques ont été séparées par SDS-PAGE 10%. La protéine 

FAS a été immunodétectée à l'aide d 'un anticorps anti-FAS. Les résultats ont été 

exprimés en pourcentage en fonction de la condition basale (sans traitement). 

* (p :50,05). 
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Figure 3.4 Effet de PPl et de PP2 sur l'expression de la FAS 

Les cellules HepG2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec ou sans PPl et PP2 (20 

flM), suivi d'une stimulation de 24 h avec ou sans T3 (1.6 flM). Les cellules ont été 

lysés. Les protéines cytosoliques ont été séparées par SDS-PAGE 10%. La protéine 

FAS a été immunodétectée à l'aide d'un anticorps anti-FAS. Les résultats ont été 

exprimés en pourcentage en fonction de la condition basale (sans traitement). Les 

résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. Les barres sur les 

colonnes indiquent la déviation standard. ** (p:SO,Ol). 
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Figure 3.5 Effet de PPl et de PP2 sur l'activité enzymatique de la FAS 

Les cellules HepG2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec ou sans PPl et PP2 (20 

!J.M), suivi d'une stimulation de 24 h avec ou sans T3 (1.6 !J.M). Les cellules ont été 

lysées. L'activité enzymatique a été mesurée selon la méthode décrite à la section 2.4. 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage en fonction de la condition basale (sans 

traitement). Les résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. 

Les barres sur les colonnes indiquent la déviation standard. 
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Figure 3.6 Relation entre P-intégrine et Src kinase 
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Les cellules HepG2 ont été pré-incubées pendant 30 min avec ou sans Tetrac (100 

nM), suivi d ' une stimulation de 5 min avec ou sans T3 (1 .6 1-1M). Les cellules ont été 

lysés et les protéines cytosoliques séparées par SDS-PAGE 10%. Les protéines Src 

kinase et la Src kinase phosphorylée sur le résidu Y416 ont été immunodétectées à 

l' aide des anticorps anti-Src et anti-P-Src. Les résultats ont été exprimés en 

pourcentage en fonction de la condition basale (sans traitement). Les résultats 

représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. Les barres sur les colonnes 

indiquent la déviation standard. * (p :::;0,05); *** (p:::;O,OOI). 
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Figure 3.7 Effet du C6 sur la phosphorylation de Src kinase dans cellules HepG2 

Les cellules HepG2 ont été incubées pendant 5 min avec ou sans T3 (1.6 J..lM), insulin 

(100 nM) et/ou C6 (1 J..lM). Les cellules ont été lysés. Les protéines cytosoliques ont 

été séparées par SDS-PAGE 10%. Les protéines Src kinase et Src kinase 

phosphorylée sur le résidu Y416 ont été immunodétectées à l ' aide des anticorps anti

Src et anti-P-Src. Les résultats ont été exprimés en pourcentage en fonction de la 

condition basale (sans traitement). Les résultats représentent la moyenne de 3 

expériences indépendantes. Les barres sur les colonnes indiquent la déviation 

standard. * (p ::;0,05); ** (p:SO,Ol); *** (p:SO,OOl). 
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Figure 3.8 Effet du C6 sur la phosphorylation de Src kinase dans cellules 
primaires de foie de souris C57BL/6 

Les cellules primaires de foie de souris C57BL/6 ont été incubées pendant 5 min avec 

ou sans T3 (1.6 11M), insuline (100 nM) et/ou C6 (1 11M). Les cellules ont été lysés. 

Les protéines cytosoliques ont été séparées par SDS-PAGE 10%. Les protéines Src 

kinase et Src kinase phosphorylée sur le résidu Y416 ont été immunodétectées à 

l' aide des anticorps anti-Src et anti-P-Src. Les résultats ont été exprimés en 

pourcentage en fonction de la condition basale (sans traitement). Les résultats 

représentent la moyenne de 2 expériences indépendantes. Les barres sur les colonnes 

indiquent la déviation standard. 
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