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La lipase hormono-sensible :
que nous apprend l'invalidation du gene?

[.a lipase hormono-scnsible (LHS)
catalyse I’hydrolyse des triglycérides,
des esters de cholestérol et des esters
de rétinol. Son role et les méca-
nismes de sa régulation ont été parti-
culierement étudiés dans les adipo-
cytes du tissu adipeux blanc qui
accumulent, sous forme de triglycé-
rides, la plus grande partie des
réserves énergétiques de 'organisme
[1]. La stimulation par les catéchola-
mines des récepteurs B-adréner-
giques active, via I'augmentation des
concentrations intracellulaires
d’AMP cyclique, la prot¢ine kinase A
qui induit la phosphorylation de la
LHS sur plusieurs résidus sérinc et
entraine une forte induction de son
activit¢ lipolytique [2]. L’étape limi-
tante de la lipolyse adipocytaire est
I'hydrolyse des triglycérides en digly-
cérides par la LHS phosphorylée.
L’activation de I’enzyme s’explique
en partie par une translocation du
compartiment cytosolique vers la
gouttelette lipidique, mais pourrait
également faire intervenir des chan-
gements de conformation qui
conduiraient a démasquer le site actif
au contact du substrat. Le role de la
LHS dans les autres tissus a été en
revanche beaucoup moins étudié.
Dans le tissu adipeux brun, les acides
gras libérés lors de la lipolyse par la
LLHS sont des activatcurs de la pro-
téine découplante UCP1 (uncoupling
protein) (m/s 1997, n°8-9, p.1061), et
donc de la réponse thermogénique
de ce tissu. Dans le muscle squelet-
tique, I'’enzyme serait impliquée dans
la mobilisation des triglycérides, en
particulier dans les fibres a métabo-
lisme oxydatif [3]. La LLHS est égale-
ment exprimée dans les cellules B du
pancréas [4] ot la lipolyse endogéne
la sécrétion d’insuline.

L’activité d’hydrolyse des esters de
cholestérol de la LHS pourrait jouer
un role dans la stéroidogenese au
niveau des glandes surrénales et du
corps jaune, et dans la prévention de
la formation des cellules spumeuses a
partir des macrophages [5, 6]. Enfin,
dans les testicules, une forte expres-
sion de la LHS a été observée dans
les cellules germinales males [7]. La
transcription de cette forme testicu-
laire est sous le controle d’un promo-
teur distinct du promoteur de la
forme adipocytaire [8, 9], et la pro-
téine testiculaire posscde un
domaine amino-terminal spécifique,
codé par un exon transcrit unique-
ment dans le testicule [7].

Osuga et al. viennent de décrire les
premiéres données obtenues chez
des souris dont le géne de la LHS a
été invalidé (souris LHS7) [10].
[.’expression de la LHS et Dactivité
invitro d’hydrolyse des esters de cho-
lestérol sont totalement abolies dans
les tissus adipeux et le testicule. Le
phénotype le plus marquant est la
stérilité des souris males alors que la
fertilité des femelles est préservée.
Les testicules des souris LHS7~ sont
plus petits et on observe une diminu-
tion drastique du nombre de sperma-
tozoides dans I’épididyme, les sper-
matozoides résiduels n’étant pas
mobiles. L’examen histologique des
testicules révele une diminution de
I’épaisseur des tubes séminiféres et
du nombre de spermatides murs,
suggérant un blocage de la spermato-
genese. Plusieurs éléments indiquent
que la stérilité des souris males n’est
pas due a une insuffisance gona-
dique : les animaux s’accouplent en
effet normalement et les concentra-
tions plasmatiques de testostérone,
d’hormone lutéinisante ct d’hor-

mone folliculo-stimulante sont nor-
males. Si le contenu des testicules en
triglycérides est normal, la quantité
d’esters de cholestérol est en
revanche le double de celle d’ani-
maux normaux. Ces données sugge-
rent que la LHS, wvia 'hydrolyse des
esters de cholestérol et peut-étre
d’autres substrats, joue un role direct
dans la spermatogenése. 1.’étude bio-
chimique de la forme testiculaire de
la [LHS, avec son domaine amino-ter-
minal spécifique, pourrait révéler
I’existence de substrats préférentiels
différents de ceux de la forme adipo-
cytaire. L’importance des lipides tes-
ticulaires dans la spermatogeneése est
encore peu connue. Un déficit en
acides gras essenticls conduit a une
dégénérescence testiculaire [11].
Une autre possibilité serait une impli-
cation de la LHS testiculaire dans le
métabolisme des esters de rétinol.
On sait en effet qu'un déficit en vita-
mine A ou que l'inactivation des
genes codant pour des récepteurs
des rétinoides RARo et RXRP
conduit a une spermatogenése anor-
male et a la stérilité des animaux [12,
13]. 1l sera intéressant de déterminer
si la LHS controle la production de
I’acide rétinoique, ligand de ces
récepteurs. L’identification précise
des cellules germinales qui I'expri-
ment facilitera aussi 'analyse de son
role exact. Une autre question soule-
vée par cette étude concerne la régu-
lation de 'activité de la LHS dans les
cellules germinales. Cette enzyme est-
elle activée, comme I’est la forme adi-
pocytaire, par phosphorylation et,
dans ce cas, quels sont les récepteurs
membranaires et la voie de transduc-
tion impliqués ? Chez 'homme, on
peut envisager que certaines stérilités
soient associ¢es a des altérations de
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I’expression de la LHS testiculaire
méme si, contrairement aux ron-
geurs, deux transcrits de la LHS sont
exprimés [7].

L.es conséquences de I’absence
d’expression de la LLHS dans les tissus
adipeux brun et blanc sont nette-
ment moins importantes qu’elles ne
le sont dans le testicule. L’activité
d’hydrolyse inwvitro des triglycérides
ne semble pas modifiée dans le tissu
adipeux brun, et la réponse thermo-
génique des animaux est préservée.
Ces données suggerent I’existence
d’une autre enzyme responsable de
I’hydrolyse des triglycérides dont
'activité serait aussi réglée, soit direc-
tement par les catécholamines, par
phosphorylation, soit indirectement
par induction de son expression.
[.’absence de LHS entraine cepen-
dant une dérégulation du métabo-
lisme lipidique dans le tissu adipeux
brun chez les souris LHS”~. 1.’hyper-
trophie des adipocytes bruns
s’accompagne d’une augmentation
du poids du tissu et de la quantité de
triglycérides. Dans le tissu adipeux
blanc, si Iactivité lipase et la stimula-
tion de la lipolyse in vitro et in vivo
par les catécholamines sont forte-
ment diminuées, il subsiste une acti-
vité résiduelle. Il semble donc que,
comme dans le tissu adipeux brun,
une autre lipase soit présente. Son
identité n’est pas connue mais
I'implication de la lipase des mono-
glycérides ou de celle des lipopro-
téines semble exclue. Un autre
aspect intéressant du phénotype des
souris LHS est leur absence d’obé-
sité : en effet, la masse des différents
dépots de tissu adipeux blanc n’est
pas augmentée. Cependant, la taille
des adipocytes est doublée et les
auteurs formulent I’hypothése selon
laquelle certains adipocyte meurent
en raison d’une accumulation exagé-
rée de lipides.

L’hypertrophie des adipocytes blancs
et la réduction marquée de la lipo-
lyse stimulée par les catécholamines
permettent d’entrevoir des perspec-
tives intéressantes dans l'utilisation
de ce modele. D’une part, la sécré-
tion de leptine étant corrélée positi-
vement a la taille cellulaire, la prise
alimentaire des souris LHS”~ pourrait
étre modifiée. D’autre part, les
concentrations plus basses d’acides
gras libres plasmatiques pourraient
avoir un impact sur leur utilisation
par le muscle squelettique et affecter
le métabolisme du glucose dans ce
tissu. Ces altérations conduisent a
s’interroger également sur le statut
insulinique des animaux : en effet,
les petits adipocytes étant plus sen-
sibles a I'action de ’hormone [14],
on peut envisager I'existence d’une
résistance a l’action de I'insuline
dans les adipocytes hypertrophiés des
souris LHS-. En revanche, une
meilleure sensibilité a "action de
I'insuline pourrait étre observée dans
le muscle squelettique et le foie du
fait de la diminution des concentra-
tions circulantes d’acides gras libres.
L’étude d’Osuga et al. n’aborde prati-
quement pas le role de la LHS dans
les autres tissus. L’activité d’hydrolyse
des esters de cholestérol n’est pas
modifiée dans les macrophages péri-
tonéaux, ce qui suggere I'implication
d’une autre estérase. Il reste a déter-
miner les effets de I'absence de LHS
sur la sécrétion de I'insuline dans les
cellules B du pancréas, et sur le méta-
bolisme du cholestérol dans les
ovaires et les glandes surrénales.
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BEENE Les protéases font I’euf.
L’ovulation est un processus parfai-
tement réglé dans le temps, au
cours duquel 'ovocyte mar est
libéré du follicule ovarien. Cet évé-
nement est précédé d’un pic de syn-
these de la LH (luteinizing hormone),
directement responsable de I'induc-
tion de I'expression du récepteur
nucléaire de la progestérone (PR)
dans les cellules de la granulosa. Or,
cette €tape semble indispensable a
I’ovulation puisque les souris
femelles déficientes pour ce récep-
teur (PR7-) sont stériles, en raison
précisément d’'un défaut d’ovula-
tion [1]. La premiére étape néces-
saire a la libération de I'ovule est la
dégradation de la paroi du follicule,
et il était donc logique de penser
que les genes sous le controle du PR
pourraient étre impliqués dans ce
phénomene. Par ailleurs, de nom-
breux travaux suggéraient I'inter-
vention de protéases dans ce remo-
delage tissulaire. En utilisant les
souris PR/~ I’équipe de ].S.
Richard, a Houston, a mis en évi-
dence le role de protéines candi-
dates dans le controle de I’ovulation
[2]. Deux d’entre elles sont claire-
ment induites en réponse a la I.LH
chez les souris sauvages mais pas
chez les PR”": il s’agit A’ADAMTS-1
(m/s 1999, n°1, p. 117 et n° 10,
p. 1148) (A disintegrin and metallopro-
teinase with thrombospondin-like motifs)
et de la cathepsine-l., une sérine
protéase lysosomale. Le profil
d’expression spatio-tcmporelle de
ces deux protéines concorde avec
leur dépendance au PR, Les sub-
strats de la cathepsine L incluent les
collagénes (type 1 et 1V), I'élastine
et la fibronectine, tous susceptibles
de maintenir l'intégrité de la paroi
folliculaire. L.a protéine ADAMTS-1
possede plusieurs fonctions, I'une
de protéase, 'autre de facteur
angiostatique qui pourrait partici-
per également au controle de
I’'inflammation et de la néovasculari-
sation intervenant lors de la forma-

tion du corps jaune. Il reste a déter-
miner si les effets du PR sur les
genes de ADAMTS-I et de la cathep-
sine-L sont directs ou indirects ainsi
que les mécanismes transcription-
nels impliqués. Cette étude a aussi
permis d’écarter I’hypothese d’un
role de certaines MMP (matrix metal-
loproteinases) dans 1’ovulation. En
effet, 'analyse de I’expression des
MMP-2 et -9 chez les souris PR7-
indique que ces protéines ne sont
pas impliquées dans le remodelage
de la paroi folliculaire. Quant a
MMP-13, son role demeure pro-
bable mais ne ferait pas intervenir le
PR.

[1. Lydon JP, et al. Genes Dev 1995
9:2266-78.]

[2. Robker RL, et al. Proc Natl Acad
Sci USA 2000 ; 97: 4689-94.]

BEEN La télomérase: un nouveau
traitement de la cirrhose hépatique ?
La cirrhose hépatique, qui atteint
plusieurs centaines de millions de
personnes dans le monde, est carac-
térisée par I'arrét de la prolifération
des hépatocytes et le remplacement
du tissu hépatique par une fibrose
progressive associée notamment a la
conversion des cellules dites étoilées
du foie en cellules myofibroblas-
tiques. La physiopathogénie de
cette affection et plus particuliére-
ment les causes de I’arrét de la pro-
lifération sont mal connues: interac-
tions altérées des hépatocytes avec
la matrice extracellulaire, surexpres-
sion anormale de TGFB1A, raccour-
cissement anormal des télomeres.
Afin d’étayer cette derniere hypo-
these, une équipe américaine [1] a
testé le role du raccourcissement
des télomeres dans le développe-
ment des atteintes chroniques du
foie induites par différents facteurs.
Trois conditions pathologiques dif-
férentes ont été testées: génétique,

par I'expression hépatotoxique de
I'activateur du plasminogene; chi-
rurgicale, au travers de I’hépatecto-
mie partielle; et enfin chimique,
par I'injection de tétrachlorure de
carbone (CCl4). Leurs effets respec-
tifs ont été testés dans deux groupes
de souris, un groupe de souris sau-
vages et un groupe de souris invali-
dées pour le géne de la télomérase
(TR”-). Ces derniéres présentent au
cours des générations un raccourcis-
sement progressif de leurs télo-
meres qui a déja été impliqué dans
I'altération de la prolifération ou de
I’apoptose de certains tissus a
renouvellement rapide comme
I'intestin ou la moelle osseuse ([2]
etm/s 1999, n°11, p. 1286-91). Dans
les trois conditions évoquées, une
diminution et/ou un retard de la
prolifération des hépatocytes ont
été constatés chez la souris mutante
TR’". L’injection de CCl4 consti-
tuant le modele murin le plus fidele
de la cirrhose hépatique humaine,
c’est dans cette derniére condition
que leffet de la restauration d’une
activité télomérasique a été testée.
Sur des critéres biochimiques et his-
tologiques, il a pu étre établi que
I'injection intraveineuse d’un adé-
novirus codant pour la télomérase
permettait de recouvrer une prolifé-
ration et une fonction hépatocytaire
peu différentes de la normale.

Ces observations semblent donc
démontrer 'implication du raccour-
cissement des télomeres dans la cir-
rhose hépatique. Sur la base de ces
résultats, les auteurs vont jusqu’a
proposer d’utiliser la télomérase
comme moyen thérapeutique chez
des patients atteints de cirrhose
hépatique terminalc en attente de
transplantation, tout en soulignant
que cette approche ne serait pas
dénuée de risque oncogénique...

[1. Rudolph KL., et al. Science 2000 ;
287: 1253-8.]

[2. Ancelin K, et al. Med Sci 2000;
16: 481-6.]
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HEBE Encore une kinase sur la voie
NFxB ! La signalisation intracellu-
laire déclenchée par les récepteurs
des cytokines de la famille du TNF
est toujours un équilibre entre
apoptose, résultant de I'activation
des caspases, et survie cellulaire,
résultant de la translocation au
noyau du facteur de transcription
NFkB. La libération-activation de
NFkB nécessite la phosphorylation
de son inhibiteur IkB sur les sérines
32 et 36, phosphorylation essen-
tielle a 'ubiquitination de IkB et a
sa dégradation, permettant ainsi de
libérer NFxB. IxB fait partie d’un
complexe comprenant les kinases
IKKo et IKKP (/B kinase), induisant
la phosphorylation de IxB, ainsi
que les molécules associées 1KKY,
IKK-i et NEMO (m/s 1999, n°3,
p.419). Jusqu’ici, seule la kinase
NIK (NFkB-inducing kinase) était
connue pour activer ce complexe.
Le groupe de Nakanishi décrit
aujourd’hui une nouvelle kinase,
NAK (NFxB-activating kinase) [1],
qui présente une forte homologie
avec les kinases IKK déja décrites.
De fait, elle est capable de phos-
phoryler IkB en des sites différents
des sérines 32 et 36, et son role
principal semble plutot de phos-
phoryler les deux IKK, induisant
ainsi leur activation. Cet article va
beaucoup plus loin en démontrant
d’abord que NAK ne fait pas partie
du complexe IKK et pourrait donc
étre le chainon manquant entre
I'activation des récepteurs et celle
du complexe IKK. En effet, NAK,
aussi nommée TBKI1 (TANK-binding
kinase), peut s’associer a TRAF2 et
TANK, deux protéines associées au
récepteur [2]. De plus, les auteurs
démontrent que NAK est a son tour
spécifiquement activée par la PKC g,
ajoutant une nouvelle piece au
puzzle du mécanisme anti-apopto-
tique de I’activation des PKC.

[1. Tojima Y, et al. Nature 2000;
404: 778-82.]

[2. Pomerantz JL, et al. EMBO |
1999 ; 18: 6694-704.]

HEE Une nouvelle cible des prosta-
glandines: la IxB kinase. Les prosta-
glandines (PG) constituent une
famille de médiateurs lipidiques
impliqués dans la réaction inflam-
matoire. La signalisation des prosta-
glandines pro-inflammatoires est a
présent bien connue. Certaines
prostaglandines comme la 15dPGJ2
auraient une action anti-inflamma-
toire et joueraient un role dans la
fin de la réaction inflammatoire.
Ces PG comprennent un groupe-
ment cyclopentenone caractéris-
tique. Leur mécanisme d’action sus-
pecté était l'activation des
récepteurs PPARY (peroxisome prolife-
rator activated receptor) [1]. Une
étude récente du groupe de M.G.
Santoro suggére un nouveau mode
d’action [2]. En effet, ces PG sont
capables d’inhiber I’activation de
NFkB par les cytokines inflamma-
toires. Divers arguments ont permis
de montrer que l'activité de IkB
kinase était inhibée par ces PG.
Ainsi, la phosphorylation et la
dégradation de IkB (I'inhibiteur de
NFkB) sont inhibées, ce qui main-
tient NFxB a I’état inactif cytoplas-
mique. Le mécanisme d’inhibition
de IkB kinase est particulierement
original. Il s’agit d’une liaison cova-
lente qui s’établirait entre une des
cystéines du site actif de IxkB kinase
et le groupement cyclopentenone
de la 15dPG]J2. Une IxB kinase dans
laquelle cette cystéine est mutée
demeure active mais n’est plus inhi-
bée par la 15dPGJ2. Ces effets de
certaines PG ne sont obtenus qu’a
des concentrations micromolaires
trés supérieures aux concentrations
des PG circulantes, mais qui peu-
vent étre atteintes localement au
cours d’'un phénoméne inflamma-
toire. Ils mettent a nouveau I’accent
sur le complexe d’activation de
NFkB qui semble étre une cible pri-
vilégiée de molécules anti-inflam-
matoires comme [’aspirine et les
glucocorticoides.

[1. Forman BM, et al. Cell 1995 ; 83:
803-12.]

[2. Rossi A, et al. Nature 2000; 403 :
103-8.]
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BEHE Les co-activateurs des récep-
teurs nucléaires prennent du galon.
L’activité transcriptionnelle des
récepteurs nucléaires (m/s 1998,
n°1l, p. 1211 et p. 1217, 1999, n°1,
p.52) dépend du ligand, mais est
également influencée par divers co-
activateurs dont I'importance com-
mence a étre révélée. Bien que se
liant a des séquences d’ADN tres

| similaires, les récepteurs nucléaires
| exercent des fonctions spécifiques.

Un bon exemple est donné par les
isoformes des PPAR (Peroxisomes pro-
liferator activated receptors). PPARo
induit les enzymes de la B-oxidation
des acides gras et PPARy, la diffé-
renciation adipocytaire (m/s 2000,
n°2, p. 253). Quant a PPARS, ses
fonctions sont moins bien connues,
sauf que l'on sait qu’il n’exerce pas
d’action adipogénique [1]. La diffé-
rence fonctionnelle entre PPARa et
PPARY a été astucieusement utilisée

pour cloner un co-activateur spéci-
fique de PPARY [2]. A I'aide de pro-
téines chimeres PPARY/PPARSY, la
séquence de PPARY lui conférant sa
capacité adipogénique a été déter-
minée puis utilisée comme appat
dans le crible d’une banque prépa-
rée a partir d’adipocytes. La pro-
téine obtenue, PGC-2 (PPAR gamma
coactivator-2), active sélectivement
I’activité transcriptionnelle de
PPARY et stimule la différenciation
adipocytaire. Pourquoi PGC-2?
Parce que le méme groupe a aussi
cloné PGC-1, autre co-activateur de
PPARY qui exerce un role compleéte-
ment différent puisqu’il stimule
I’expression de génes impliqués
dans la production de chaleur et la
biogeneése mitochondriale [3, 4].
PGC-1 est fortement induit par le
froid dans le tissu adipeux brun, ce
qui suggere qu’il représente le lien
entre ce stimulus et la réalisation

d’'un programme adaptatif dans ce
tissu. La présence de I'un ou l'autre
de ces co-activateurs dans un tissu
donné, en coordination avec celle
de ligands endogénes, ou exogencs,
entraine donc PPARY dans deux
voies distinctes: différenciation adi-
pocytaire pour PGC-2 et thermoge-
nése adaptative pour PGC-1. La ques-
tion se pose alors de savoir si 'on
pourra un jour influencer I'activité
ou I'expression des co-activateurs et,
par ce biais, controler le déroule-
ment de certaines fonctions cellu-
laires normales ou pathologiques.

[1. Bastie C, et al. | Biol Chem 1999 ;
274 : 21920-5.]

[2. Castillo G, et al. EMBO [ 1999;
18 :3676-87.]

[3. Puigserver P, et al. Cell 1998 ; 92:
829-39.]

(4. Wu Z, et al. Cell 1999, 98: 115-
24.]

* Le 26° Symposium Européen des Peptides (26th EPS) aura lieu & Montpellier, France du 10 au
15 septembre 2000. C'est un événement biennal, qui regroupe plus d’un millier de personnes et
qui est le congrés de référence dans le monde du Peptide (le dernier symposium, qui s’est dérou-
lé en France, a été organisé par le Professeur Bricas en 1968). Il est organisé sous les auspices
de la Société Européenne des Peptides (EPS) et, cette année, du Groupe Francais des Peptides
et Protéines (GFPP). Lorganisateur, le Professeur Jean Martinez, vous attend & Montpellier.

* Un présymgosium sur le suivi analytique des réactions organiques sur support solide aura lieu
le samedi 9 septembre 2000 et est organisé par le Professeur Jean-Louis Aubagnac.

* Consultez notre site web pour toute information et inscription.

Site web : http/ /ww2.pharma.univ.montp1.fr/26-EPS

26° SYMPOSIUM
EUROPEEN DES PEPTIDES

Montpellier, France
10-15 septembre 2000
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