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Contexte scientifique

La surcharge pondérale concerne plus de la moitié de la population française avec une prévalence de l’obésité qui est estimée à 15% que ce soit chez les hommes ou chez les femmes. L’obésité est le plus souvent accompagnée d’une progression de l’insulino-résistance, de l’hypertension artérielle ou encore de dyslipidémies, conduisant ainsi au développement du syndrome métabolique. Ce dernier est associé à une augmentation du risque de complications cardio-vasculaires et de diabète de type 2. A la ménopause, l’incidence des risques cardiovasculaires de la femme augmente pour rejoindre celle observée chez hommes. En effet, les œstrogènes exercent un effet protecteur sur le système cardio-vasculaire, notamment via leur implication dans la répartition du tissu adipeux. Chez la femme, ces hormones favorisent une répartition sous-cutanée glutéo/fémorale, alors que chez les hommes, la répartition de la masse adipeuse est plutôt abdominale.  Ce dimorphisme sexuel de la répartition du tissu adipeux a été bien décrit. A la ménopause, la chute des concentrations d’œstrogènes induit une augmentation de masse grasse notamment au niveau intra-abdominal. Ainsi, la ménopause est une période délicate pour la femme entrainant le plus souvent une prise de poids associée à une augmentation des risques cardio-vasculaires. 

L’effet biologique des œstrogènes s’effectue grâce à leur fixation à un des deux principaux récepteurs ERα et ERβ (les ERs). La voie classique de fonctionnement de ces récepteurs passe par l’activation nucléaire de facteurs de transcription entrainant l’activation ou l’inhibition de l’expression de gènes spécifiques. En plus de cette voie génomique, il existe une voie non-génomique d’activité des ERs. En effet, ces dernières années, il a été montré que les pools membranaire et cytosolique des ERs pouvaient activer des protéines kinases comme les MAPkinase ou Pi3kinase, induisant à leur tour une phosphorylation de facteurs de transcription (Hammes et Levin 2007). 

Le rôle des œstrogènes dans la régulation de la balance énergétique a été beaucoup étudié notamment via l’utilisation de modèles de rongeurs KO pour les récepteurs ERα et ERβ. En 2000, Heine et al ont montré que des souris mâles et femelles avec un KO total pour ERα développaient une obésité, suggérant ainsi un rôle important de ce récepteur dans la régulation du statut pondéral. Ces récepteurs étant exprimés à la fois dans les tissus périphériques sensibles à l’action de l’insuline (muscle, foie, tissu adipeux) mais également dans des zones spécifiques du cerveau notamment dans l’hypothalamus ; l’utilisation de KO spécifiques d’un tissu ou d’une zone cérébrale ont par la suite été réalisés. Ces derniers modèles ont permis d’évaluer l’importance de ces récepteurs dans les tissus périphériques, et notamment de ERα dans la survenue de phénomènes physiopathologiques associés à l’obésité tels que l’insulino-résistance (Ribas et al 2016), l’inflammation, la fibrose (Davis et al 2013), le dysfonctionnement mitochondrial (Ribas et al 2016), ainsi que la régulation de la dépense énergétique et le contrôle de la prise alimentaire. Au niveau cérébral, l’hypothalamus dans sa partie ventro-médiane (Clegg et al 2006) ainsi que la partie médiale de l’amygdale (Xu et al 2015) expriment de façon importante ERα. L’inactivation de ce récepteur dans l’hypothalamus entraine une augmentation de la prise alimentaire, une diminution de l’activité physique spontanée ainsi qu’une diminution de la thermogénèse, facilitant ainsi la prise de poids (Musatov et al 2007). Les ERα situés dans l’amygdale semblent plutôt influencer la dépense énergétique de l’organisme sans modifier la prise alimentaire (Xu et al 2015). Toutes ces études démontrent un rôle important du métabolisme des œstrogènes via ERα et l’impact d’un dysfonctionnement de ce récepteur sur la santé métabolique.

Le contexte nutritionnel apparait comme un modulateur important de l’expression des récepteurs au niveau des tissus insulinosensibles. En effet, lorsque des rongeurs sont soumis à un régime obésogène, l’expression des ERα est diminuée dans le tissu adipeux et celle d’ERβ est diminuée dans le muscle squelettique (Gorres et al 2011). Cependant, les récents travaux de notre équipe montrent que, lorsque des rats devenus obèses suite à un régime High Fat High Sucrose (HFHS) reviennent à une alimentation classique (chow) et isocalorique par rapport au régime HFHS, l’expression d’ERα est augmentée dans le tissu adipeux en parallèle d’une perte de poids (Metz et al 2016). Les mécanismes impliquant le fonctionnement ou le dysfonctionnement des voies de signalisations activées par les ERs, au cours d’une prise de poids d’une perte de poids, restent toutefois mal connus.

L’obésité engendre des risques cardio-métaboliques importants ainsi qu’une diminution des capacités fonctionnelles, rendant indispensable le développement de stratégies de prise en charge efficaces. La mise en place d’un déficit énergétique au travers d’une ration alimentaire réduite est efficace pour la perte pondérale mais reste difficile à maintenir à long terme et est associée à une reprise de poids importante dans les dix ans qui suivent. L’activité physique est également un moyen de réguler le statut pondéral notamment la composition corporelle en favorisant le déstockage des graisses et en favorisant l’augmentation de la dépense énergétique via un développement de la masse musculaire. Le fonctionnement des récepteurs aux œstrogènes étant important dans la régulation de l’équilibre pondéral, il semble nécessaire  aujourd’hui d’identifier comment ces récepteurs et les voies de signalisation associées s’adaptent à un déficit énergétique chez des individus obèses.

L’objectif général de ce projet sera de comparer chez des rates Wistar obèses, les différentes adaptations métaboliques suite à un déficit énergétique induit soit par restriction alimentaire soit par exercice physique. Ce projet s’attachera plus particulièrement à évaluer, d’une part l’effet du statut en œstrogènes sur ces adaptations métaboliques, d’autre part l’effet des différents types de restriction sur l’expression et la sensibilité des récepteurs aux œstrogènes dans les différents dépôts de tissus adipeux, le muscle squelettique et l’hypothalamus. 

Méthodologie 
Organisation générale du projet : 72 rates Wistar seront étudiées, une partie sera soumise à une ovariectomie pour mimer un état de déficit en œstrogène (OVX), l’autre partie sera opérée sans ovariectomie (SHAM). Puis toutes seront soumises à un régime high fat high sucrose (HFHS) pendant 10 semaines afin de développer une obésité (Phase 1). Les rates seront ensuite réparties de façon aléatoire (Phase2) dans : i) un groupe recevant une alimentation de classique (chow) isoénergétique au régime HFHS (ISO) ; ii) un groupe recevant une alimentation classique (chow) mais hypoénergétique au régime HFHS (HYPO) ; iii) et un groupe recevant une alimentation de classique (chow) isoénergétique au régime HFHS (ISO) avec un entrainement physique à raison de 5 jours par semaine. Les différentes prises en charge (Phase 2) dureront 8 semaines. Le déficit énergétique quel qu’en soit la modalité, représentera 25% de l’apport énergétique journalier. 

Le premier volet d’exploration portera sur les effets des deux modalités de déficit énergétique sur le métabolisme énergétique. 
· Tolérance au glucose : La glycémie et l’insulinémie basales seront mesurées en début et fin de phase1  ainsi qu’à la fin de la phase 2. Un test de tolérance au glucose sera effectué en fin de phase 2.
· Composition corporelle : la masse grasse et la masse maigre de chaque animal seront évaluées en fin de phase 1 et 2 grâce à un système d’imagerie adapté au petit animal.
· Analyses fonctionnelles : la dépense énergétique sur 24h sera mesurée en cage calorimétrique en fin de phase 1 et 2. Les capacités  d’oxydation des différents substrats énergétiques par des muscles squelettiques de différentes typologies (Gastrocnemius, EDL, soleaire) seront mesurées par respiration mitochondriale le jour du sacrifice des animaux. Enfin, la vitesse de synthèse protéique sera également mesurée sur muscle frais.
· Analyses biochimiques: Des marqueurs tissulaires du stockage ou de déstockage énergétique (lipogenèse et lipolyse notamment) et de l’inflammation seront également mesurés. 

Le second volet d’exploration portera sur les effets des deux modalités de déficit énergétique sur le métabolisme des œstrogènes au niveau central et périphérique

· Analyses ex –vivo : Afin de mesurer les effets des différents déficits énergétiques sur la sensibilité des tissus à différentes hormones ; des explants tissulaires seront réalisés, l’utilisation de différentes doses d’insuline, d’ethinyl-estradiol (E2) et de catécholamines  seront ajoutées au milieu d’incubation. Des antagonistes de ERα et de ERβ seront également ajoutés dans le milieu afin d’identifier la part de chacun des récepteurs dans l’activation de certaines voies de signalisation.

· Analyses biochimiques: Les taux de β-estradiol seront mesurés par kit ELISA. Le niveau d’ARNm et l’expression protéique des ERα et ERβ dans les tissus adipeux sous-cutanés, mesentérique et peri-gonadique ainsi que dans les différents muscles squelettiques (Gastrocnemius, EDL, soleaire) et dans l’hypothalamus seront mesurés par PCR et Western Blot.

L’ensemble des résultats de cette deuxième phase sera analysé en regard des résultats du premier volet afin de mettre en évidence des corrélations entre les paramètres du métabolisme des œstrogènes et les adaptations métaboliques retrouvées suite aux différents déficits.
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