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RESUME

La resistance cellulaire aux actions métaboliques de I'insuline est un désordre
primordial dans le diabéte et la septicémie. Il a 4té suggéré que le developpemeant de
la résistance a linsuline dans ces pathologies est associé a une surproduction de
certaines cytokines pro-inflammatoires. Le mécanisme d’action via lequel les
cytokines peuvent causer la résistance i I'nsuling a été peu étudis, particulierement
dans le muscle squelettique.

Récemment, des études ont démontré que le muscle squeiettique exprime las
trois isoformes de I'enzyme responsable de la synthése de I'oxyde nitrique (NO) sait la
NO synthétase. Il a également été démontré qu'un traitement aux cytokines permet
d'induire I'expression de l'isofoerme inductible (iNOS) dans le muscle squelettique. La
premiere étude visait & déterminer le réle de INOS dans le développement de la
resistance 3 I'insuline induite par les cytokines dans le muscle squelettique.

MNos résultats démontrent qu'un traiftement chronique avec des cytokines et
I'endotoxine lipopolysaccharide (LPS) induit I'expression de iNOS dans les cellules
musculaires L6 en culture. Nous avons également démontré que la production de NGO
par iINOS est responsable de I'augmentation du transport de glucose de base.
Cependant, |'induction de iNOS par les cytokines causa une diminution de I'action de
I'insuline sur le transport du glucose dans le muscle squeletiique.

Far ailleurs, une seconde étude a permis de mettre en évidence que finsuline
module l'expression de iINOS par un mécanisme post-transcriptionnel. Ces résultats
suggerent que le manque d'insuline ou le manque d'action de cette harmone pourrait
expliguer l'augmentation de l'activité de iINOS observée au niveau musculaire dans
certaines pathologies comme le diabéte et la septicémie. Ces dsux études nous ont
permis de mettre en évidence les mécanismes de régulation ot le réle de INOS dans
la modulation du transport du glucose dans le muscle squelsttique.
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INTRODUCTION

1. La résistance a l'insuline

L'obésité est trés fréquemment retrouvée dans les sociétés industrialisées.
En effet plus de 30 % de la population adulte des Etats-Unis souffre d'obésité (148).
Cette maladie produit plusieurs changements importants au niveau du métabolisme
et entraine de nombreuses complications selon le degré d'obésité. L'obésité est
associée a une forte prévalence des maladies cardiovasculaires comme
I'hypertension, l'insuffisance coronarienne et les thromboses veineuses (157). Ce
désordre métabolique est également associé au développement des affections
pulmonaires, rénales (157) a I'athérosclérose et a la dyslipidémie (52, 142). De
plus, cette maladie est un facteur de risque majeur dans le développement du
diabéte non insulino-dependant (NIDDM). D'ailleurs, une étude a démontré que
plus de 80 % des personnes obéses souffrent de diabéte de type Il (17). La
résistance a l'insuline est considérée comme le lien pathophysiologique entre ces
deux désordres métaboliques puisqu'elle est impliqguée au niveau du
développement des maladies associees a |'obésité et est considérée comme un
facteur majeur dans le développement du diabéte de type Ii. L'infection et les chocs
septiques sont également associés & un état de résistance a l'insuline. En effet, ces
désordres métaboliques provoquent une diminution de {a tolérance au glucose,
I'hyperinsulinémie et une réduction de l'action de {'insuline sur l'utilisation
périphérique du glucose (170, 201). La résistance a l'insuline survient lorsqu'une
dose supplémentaire d'insuline est nécessaire pour faire entrer dans la cellule une
quantité de glucose donnée. L'inefficacité de l'insuline a stimuler le transport du
glucose provoque une hyperglycémie ce qui entraine une augmentation de la
sécrétion d'insuline. Lorsque cette hyperinsulinémie compensatoire ne peut étre
maintenue, les sujets développent le diabéte de type Il.

Le diabéte de type Il ou non insulino dépendant est la forme de diabéte Ia
plus souvent retrouvée. En effet, environ 85 % de la population diabétique est de
type Il (95). Cette maladie survient généralement chez des personnes de plus de 40
ans qui démontrent un certain degré d'obésité (30). Le diabéte de type Il est
caractérisé par une inefficacité de l'insuline a stimuler le transport du glucose dans
le muscle et le tissu adipeux mais également par un manque d’action de l'insuline a



inhiber la production de glucose par le foie. La diminution de la sensibilité a
l'insuline favorise I'hyperglycémie chronique et une intolérance au glucose, deux
caractéristiques inhérentes au diabete de type Il.

2. Fonctions et mécanismes d'action de l'insuline
2.1 Les roles de l'insuline

L'insuline exerce plusieurs effets importants sur le métabolisme des glucides,
lipides et des protéines. Un des réles principaux de l'insuline consiste a maintenir
'homéostasie du glucose dans l'organisme. Cet effet survient principalement dans
le foie, les muscles squelettique, cardiaque et dans le tissu adipeux.

Dans le foie, l'insuline stimule le stockage de glycogéne et inhibe la
production de glucose en diminuant [a gluconéogénese et la glycogénolyse. Dans
le muscle, deux conditions provoquent l'augmentation de l'utilisation du glucose :
I'exercice et la prise alimentaire. L'augmentation du transport du glucose durant
I'exercice ne requiert aucune augmentation de la sécrétion d’insuline puisque le
processus de contraction augmente, par des mécanismes encore mal définis, le
transport du glucose (136, 149). Contrairement a 'exercice, I'augmentation du
transport du glucose suite a la prise alimentaire résulte d'une augmentation de la
sécrétion d’insuline. Le glucose transporté dans le muscle suite a la prise
alimentaire est rapidement transforme et stocké sous forme de glycogéne.

L'insuline joue également un réle trés important dans le métabolisme des
lipides. L'insuline inhibe la lipolyse et stimule le transport du glucose & travers la
membrane des adipocytes. Le glucese transporté est utilisé pour la synthése
d'acides gras qui sont par la suite entreposés sous forme de triglycérides. Plusieurs
autres roles peuvent étre attribués a l'insuline. Il a été démontré que l'insuline a un
effet stimulateur sur le transport des acides aminés ainsi que sur la synthése des

protéines (101).
2.2 Le récepteur de l'insuline

L'interaction de l'insuline avec son récepteur permet la réalisation des
différents effets de cette hormone. Le récepteur a l'insuline est un tétrameére



d'environ 300 KDa qui est formé de deux sous unités a et de deux sous unités 8
reliées par des ponts disulfures (figure 1). Le domaine transmembranaire du
récepteur dirige le signal de l'extérieur vers l'intérieur de la cellule tandis que le
domaine extracellulaire du récepteur confére I'affinité nécessaire a la liaison de
l'insuline. En effet, des études de mutagénése dirigée ont démontré que le domaine
de la sous-unité « encodée par l'exon 2 est trés important pour la liaison de
l'insuline (49).

2.3 Le systéme de signalisation

Plusieurs étapes importantes dans le systeme de signalisation de l'insuline
ont été rapportées (figure 1). Premiérement, la liaison de linsuline a son récepteur
provoque l'internalisation du complexe hormone-récepteur dans des vésicules
membranaires. Cette étape n'est toutefois pas essentielle a la signalisation
puisqu'une étude a récemment démontré que l'inhibition de l'internalisation du
récepteur n'affecte pas les effets a court terme de l'insuline (29). La liaison de
insuline a son récepteur provoque I'autophosphorylation du récepteur a l'insuline
sur des résidus tyrosines de la sous unité . Cette phosphorylation stimule I'activité
intrinséque tyrosine kinase du récepteur et entraine la phosphorylation d'une
protéine appelée IRS (insulin receptor substrate). Quatre isoformes de la protéine
IRS ont jusqu'a maintenant été découverts. Dans le muscle squelettique le systéme
de signalisation de l'insuline fonctionne principalement via la phosphorylation de la
protéine IRS-1 (203). Toutefois des études ont rapporté que l'inhibition de IRS-1 par
des anticorps spécifiques n'affecte pas la translocation du transporteur GLUT4 (84).
Ces études suggerent que d’autres protéines semblent étre impliquées dans la
signalisation de l'insuline. Les protéines IRS-3 et IRS-4 ne peuvent participer a cette
réaction étant donné que IRS-3 est uniquement exprimé dans le tissu adipeux (167)
et que IRS-4 est exprimé seulement dans les reins (116). Toutefois, la protéine IRS-
2 semble jouer un roie trés important dans le systéme de signalisation a I'insuline.
En effet, il a été démontré que chez la souris déficiente en IRS-1, IRS-2 peut
remplacer la protéine IRS-1 de fagon a permettre l'activation du transport de
glucose (84). Une étude récente a également rapporté que l'ablation de
I'expression de IRS-2 dans les souris transgéniques méne au développement du
diabéte de type Il (208).



glucose insuline

Membrane plasmique
N/
Q\H

I * ]

-~

T-TUBULES

&
ke

Pl 3oki
I 3-kinase @ pY
pY p8sip110
() eLuTa ‘./

§ cLut

Figure 1 : Systéme de signalisation de l'insuline dans le muscle squelettique. La
liaison de l'insuline a son récepteur entraine l'autophosphorylation du récepteur.
L’activité tyrosine kinase du récepteur permet la phosphorylation des protéines IRS
et méne a l'activation de la Pl 3-kinase. L’'activation de cette enzyme permet la
translocation du transporteur de glucose insulino-sensible GLUTA4.

Le récepteur a linsuline phosphoryle les protéines IRS au niveau des
résidus tyrosines. Cette phosphorylation permet la liaison de la sous-unité p85 de la
phosphatidylinositol (Pl) 3-kinase aux protéines IRS. La sous-unité régulatrice p85,
lorsque associée aux protéines IRS, est considérée comme un adapteur nécessaire
a la liaison de la sous unité catalytique p110. L’association des sous unités p85 et
p110 permet l'activation de la Pl 3-kinase. La Pl 3-kinase joue un réle important au
niveau de la phosphorylation des résidus inositols membranaires. Plusieurs études
ont démontré l'importance de la Pl 3-kinase dans la signalisation de l'insuline. En
effet, I'inhibition de 'activité de la Pl 3-kinase par un inhibiteur spécifique tel que la
wortmannin entraine une diminution de la stimulation a l'insuline sur le transport du
glucose et une réduction de la translocation de GLUT4 a la membrane plasmique.
Ces effets ont été démontrés dans les adipocytes (33, 140), dans les myocytes en
culture (102, 193) et dans les muscles de rat (119, 212). Les étapes suivant
l'activation de la Pl 3-kinase sont encore mal définies toutefois il a été démontré que



les produits de la réaction de la Pl 3-kinase tels les phosphatidylinositol bis et
triphosphate (PIP2 et PIP3) interagissent avec la protéine kinase B (PKB ou Akt)
(59). La PKB semble jouer un rdle important dans le systéme de signalisation
puisque l'activation de cet enzyme est stimulée par l'insuline (111) et est aussi
inhibée par la wortmannin (27).

3. Le transport du glucose

Le glucose est la principale source d'énergie utilisée par les cellules. Le
glucose posséde un poids moléculaire trés élevé ce qui rend impossible la diffusion
de cette molécule a travers la membrane plasmique. L'utilisation du glucose par la
cellule est possible grace a deux systémes de transport : le transport actif et le
transport par diffusion facilitée.

Le transport actif survient principalement a la barriére gastrointestinale et au
niveau des reins (16). L'énergie utilisée par ce type de transport provient des
gradients électrochimiques causés par différentes concentrations intracellulaires et
extracellulaires de sodium. Ce systéme de co-transport permet au glucose d'étre
transporté selon un gradient de concentrations.

Le transport par diffusion facilitée survient dans tous les autres types de
cellules. Ce processus est possible grace aux transporteurs de glucose (GLUT) qui
sont ancrés dans la membrane plasmique. Les transporteurs sont formés de 12
domaines transmembranaires dont les extrémités NH2 ‘et COOH sont situées a
l'intérieur de la cellule (figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique de l'orientation d'un transporteur de glucose
dans la membrane plasmique. Les douzes cylindres représentent les portions
transmembranaires en forme d'hélice « du transporteur. Le groupement CHQO
représente le site de glycosylation situé sur une asparagine de la premiére boucle
extracellulaire.

Cing transporteurs, numérotés dans l'ordre de leur découverte ainsi qu'un
pseudo-gene ont jusqu'a maintenant été rapportés. Les différentes fonctions et

localisations des transporteurs ont permis leur classification (95).

Tableau 1: Fonctions et distribution des transporteurs de glucose.

Isoformes Tissu majeur d’expression Fonctions

GLUT-1 Cellules endothéliales du cerveau,  Transport de glucose
placenta, reins, colon, érythrocytes de base

GLUT-2 Foie, reins, intestin, cellules g Transport bidirectionnel

GLUT-3 Neurones, placenta, cerveau Transport dans le systéme

nerveux central

GLUT-4 Muscle squelettique, coeur, Transport de glucose
tissu adipeux blanc et brun insulino-sensible

GLUT-5 Spermatozoides, muscle Transporteur de fructose
intestin, reins,

GLUT-6 Pseudo-g‘ene




Il existe 39 % a 65 % d'identité ainsi que 50 % a 76 % de similarité entre les
séquences en acides aminés des différents transporteurs (16). De plus, les
séquences des transporteurs GLUT1 et GLUT4 humains sont & 97,6 % et 2 95,3 %
identiques aux séquences chez le rat (16). Ce haut niveau de conservation suggére
que les difféerentes régions de GLUT1 et de GLUT4 sont tres importantes dans le
fonctionnement et la régulation de ces protéines. Les principaux transporteurs
retrouvés dans le muscle squelettique sont GLUT1 et GLUT4. Le transporteur
GLUTS3 est également abondant dans le muscle fétal et dans les cultures de cellules
musculaires tel que les myocytes, L6 le modéle expérimental du présent mémoire.

3.1 GLUT1

GLUT1 est exprimé dans le placenta, le coeur, les reins, les fibroblastes et le
tissu adipeux. De plus, il a été démontré que GLUT1 est exprimé de fagon tres
importante dans les capillaires du cerveau ce qui suggére un role au niveau de la
barriéere sang-cerveau (189). Dans le muscle squelettique, GLUT1 est exprimé au
niveau de la membrane plasmique et est responsable du transport de glucose de
base (95).

3.2 GLUT3

L'utilisation d'une sonde dirigée contre 'ADNc de GLUT1 a permis la
découverte de GLUT3 (104). GLUT3 posséde respectivement 64 % et 52 %
d'identité avec GLUT1 et GLUT2 (172). LARN de cet isoforme est présent dans tous
les tissus mais il est plus abondant dans le cerveau, les reins, le placenta et dans le
muscle fétal. L’expression de cette protéine diminue dans le temps étant donné que
dans le muscle squelettique adulte on observe une diminution du niveau
d’expression de I'ARN comparativement aux niveaux d'expression chez le foetus.

3.3 GLUT4

GLUT4 a été découvert dans les adipocytes de rats (94). Ce transporteur
représente environ 90 % des transporteurs de glucose de l'adipocyte (139, 217).
GLUT4 est une protéine de 509 acides aminés dont 65 % et 68 % des séquences
sont identiques a celles de GLUT1 et de GLUTS. Il a été démontré que GLUT4 est



responsable du transport du glucose stimulé par l'insuline (16). D’ailleurs on
retrouve I'ARN de GLUT4 dans les tissus insulino-sensibles comme le muscle
cardiaque, le muscle squelettique et les tissus adipeux blanc et brun (96, 100).

Le mécanisme par lequel I'insuline stimule le transport du glucose a été
démontré pour la premiére fois par des études de fractionnement membranaire
dans les cellules adipeuses. L'isolation des différents compartiments membranaires
a démontré que la stimulation a l'insuline provoque une augmentation des niveaux
de GLUT4 a la membrane plasmique (47, 184, 191). Le processus par lequel le
transporteur de glucose GLUT4 migre d'un pool membranaire interne jusqu'a la
membrane plasmique est appelé la translocation. Toutefois, la nature de ce pool
membranaire reste a déterminer.

4. Causes de la résistance a l'insuline

Les principaux facteurs responsables du développement de la résistance a
l'insuline ont été classés sous deux catégories. La premiere catégorie représente
les défauts génétiques. |l a été démontré qu'une mutation au niveau du géne de
l'insuline provoque une structure anormale de la protéine et entraine une perte
d'activité de l'insuline (24). D'autres études ont démontré que certains patients
insulino-résistants ont des niveaux trop élevés de proinsuline en circulation (20).
Ces résultats suggerent la présence d'une anomalie structurale au niveau des sites
de ciivage de la proinsuline. Ce défaut d'action de l'insuline peut toutefois étre
compensé par l'utilisation d'une source exogene d'insuline.

Cette catégorie représente également les défauts associés a la signalisation
de l'insuline dans les tissus cibles. La liaison de l'insuline & son récepteur est
I'étape critique qui permet de déclencher la cascade de réactions. Certains défauts
d'action de l'insuline peuvent étre attribués a la présence de mutations au niveau
du récepteur a l'insuline (131). En effet, ces mutations entrainent plusieurs
changements importants au niveau de I'expression et du fonctionnement du
récepteur a l'insuline. Des études ont démontré que ces mutations diminuent
'expression du récepteur a la membrane (1, 99), augmentent le taux de
dégradation du récepteur (98), et entrainent une transformation défectueuse du
prorécepteur en ses sous unités a et p (213). || a également été démontré que les
mutations retrouvées aux sites d'autophosphorylation du récepteur sont associées a



une diminution de son activité tyrosine kinase (171, 185). Toutefois, les mutations
génétiques ne représentent qu'un faible pourcentage des patients atteints de la
résistance a linsuline. La majorité des patients développent la résistance a
I'insuline en raison des différents facteurs environnementaux. D’ailleurs, plusieurs
facteurs en circulation contribuent au développement de la résistance a l'insuline.
La seconde catégorie est représenté par les antagonistes de linsuline.

4.1 Les antagonistes hormonaux

Il a été déemontré que les glucocorticoides augmentent la production de
glucose en stimulant l'activité des enzymes responsables de la gluconeogénése
dans le foie (56) et en stimulant le relachement de substrats comme les acides
aminés et le lactate par les tissus périphériques (48, 51, 174). Les glucocorticoides
diminuent 'affinité et le nombre de récepteurs a l'insuline et inhibent la translocation
des transporteurs de glucose dans le muscle squelettique (53, 63, 199). Les
catécholamines ont également un rdéle a jouer dans le développement de la
résistance a l'insuline. Ces hormones favorisent la sécrétion de glucagon et
augmentent la production de glucose hépatique en stimulant la glycogénolyse et la
gluconéogénése. Ces actions provoquent une augmentation de la glycémie qui, a
long terme, peut diminuer l'action de l'insuline. De plus, des études ont démontré
que dans les adipocytes et dans le muscle, les catécholamines ont un effet
inhibiteur sur le transport du glucose stimulé par I'insuline (18, 80).

4.2 Les antagonistes non hormonaux
4.2.1 Les acides gras libres

Une étude a démontré que les acides gras libres sécrétés par le tissus
adipeux sont responsables du développement de la résistance a l'insuline dans
I'obésité (153). Des études ont rapporté que les acides gras libres inhibent I'effet de
l'insuline sur le transport du glucose (21) et augmentent la production hépatique de
glucose (22). Lorsque la résistance a I'insuline est déja établie, 'hyperglycémie et
hyperinsulinémie contribuent davantage au développement de la résistance a
l'insuline. Les acides gras libres sont impliqués dans le développement de la
résistance a l'insuline puisqu’une réduction de leurs niveaux plasmatiques via une
diminution du poids corporel entraine une augmentation de la sensibilité a l'insuline



(146, 175). Les travaux d'Hotamisligil ont récemment démontré l'implication des
acides gras libres dans le développement de cette maladie (87). En effet, ce groupe
a généreé des souris déficientes en aP2, géne codant pour les fatty acids binding
proteins (FABPs). Les FABPs sont impliquées dans la liaison des acides gras libres
comme ['acide oléique et rétinoique. Ces études ont montré que la mutation du
géne aP2 protege les souris du développement de la résistance a l'insuline et du
diabéte.

4.2.2 La leptine

La leptine est une cytokine de 16 kDa qui est produite par le géne OB et qui
est sécrétée par le tissu adipeux. La leptine a plusieurs effets importants sur le
métabolisme dont un effet inhibiteur sur la prise alimentaire et le poids et un effet
stimulateur sur la thermogénése. Il a été démontré que le manque d'action de la
leptine est impliqué dans le développement de I'obésité (130) et de la résistance a
Pinsuline. Le manque d’'action de la leptine peut provenir d’'un défaut de production
ou d'un état de reésistance a la leptine. Par exemple, le développement de l'cbésité
chez la souris ob/ob provient d'un défaut génétique. En effet, des études ont
démontré que la souris ob/ob posséde une mutation au niveau du géne ce qui
entraine I'expression d'une protéine non fonctionnelle (71).

Dans d'autres modeles animaux d'obésité et chez la grande majorité des
individus obéses, on retrouve cependant une élévation des niveaux de leptine en
circulation (60, 79, 128). En effet, des études ont démontré que la majorité des cas
d'obésité sont associés a une résistance a la leptine étant donné que le géne OB
permet |'expression d'une protéine fonctionnelle (41, 42). Il a été démontré que la
résistance a la leptine observée dans I'obésité est associée a une diminution du
transport de cette cytokine dans le cerveau (28, 166). Il a récemment été rapporté
qu'une mutation au niveau du récepteur a la leptine chez I'hnumain est responsable
du développement de plusieurs désordres métaboliques importants dont la
dyslipidémie et |'obésité (37). Une mutation a d'ailleurs été identifiée au niveau du
récepteur a la leptine chez les rats Zucker obéses (46).

L'élévation chronique de leptine circulante dans l'obésité pourrait étre
impliquée dans le développement de la résistance a l'insuline. En effet, des études
ont rapporté que dans le foie, la leptine inhibe la lipogénése (6), la phosphorylation

10



de IRS-1 et I'expression de géne codant pour des enzymes responsables de la
gluconéogenése dans le foie (40). Un effet inhibiteur de la leptine a été observé sur
les différentes actions métaboliques de l'insuline comme la stimulation du transport
de glucose, la lipogénése et la synthése protéique dans le tissu adipeux (132).
Dans les cellules musculaires, il a été démontré que la leptine a un effet stimulateur
sur le transport de glucose et sur la synthése de glycogéne (19). Ces effets sont trés
controversés puisque plusieurs groupes ont rapporté que la leptine n'a aucun effet
dans le muscle (65, 154, 216).

4.2.3 Le TNF-«
4.2.3.1 Effet du TNF- cdans le tissu adipeux

Plusieurs études suggérent un réle important pour le TNF-a dans le
développement de la résistance a l'insuline dans l'obésité. Des études réalisées
chez I'humain et chez I'animal ont démontré que les niveaux de TNF-a sont plus
élevés dans le tissus adipeux des sujets obéses comparativement aux sujets
contréles (90). De plus, une réduction du poids corporel entraine une diminution
des niveaux de TNF-a et une augmentation de la sensibilité a l'insuline chez les
sujets obéses (85). Des incubations a long terme ont permis de démontrer un effet
stimulateur du TNF-a sur le transport de glucose de base et un effet inhibiteur sur
I'action de linsuline (14, 178).

Le TNF-a induit la résistance a l'insuline en diminuant l'efficacité du systeme
de signalisation de l'insuline dans les adipocytes. Des études réalisées chez ies
rats obéses ont rapporté que l'activité tyrosine kinase du récepteur a l'insuline est
diminuée par le TNF-a (86). En effet, dans le muscle et dans le tissu adipeux, le
TNF-a produit une légére diminution de la phosphorylation du récepteur a l'insuline
et une diminution plus importante au niveau de IRS-1. |l a également été démontré
que le TNF-a diminue I'expression de GLUT4 dans les adipocytes (45, 89, 179).
D'autres défauts cellulaires sont causés par le TNF-a puisque dans les adipocytes
I'action de [linsuline sur le transport du glucose peut étre inhibée par le TNF-a sans
que l'expression de GLUT4 ne soit modifiée (88).
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4.2.3.2 Effet du TNF-a dans le muscle squelettique

Le role de TNF-a dans le développement de la résistance a l'insuline dans le
muscle squelettique reste a étre vérifié. En effet, les travaux de Ranganathan et al.
(155) ont démontré que dans les cellules musculaires en culture, le TNF-a stimule le
transport de glucose de base mais n'a aucun effet inhibiteur sur l'action de
l'insuline. Ces résultats ont été appuyés par les études de Furnsinn et al. (66) qui
ont démontré que dans le muscle isolé, le TNF-a n'a aucun effet inhibiteur surle
transport du glucose stimulé par l'insuline. Ces résultats suggérent que dans le
muscle in vivo, l'inhibition de I'effet de l'insuline par le TNF-a peut étre causée par
un effet indirect de cette cytokine sur d'autres tissus qui affectent ensuite I'action de
l'insuline au niveau musculaire. Ces effets inhibiteurs peuvent également étre
causés par l'interaction du TNF-a avec d'autres molécules qui agissent en concert
pour causer une insulino-résistance dans les myocytes.

5. Controverse

Plusieurs groupes ont choisi de montrer le réle du TNF-a dans le
développement de la résistance a l'insuline par la neutralisation de cette cytokine.
Les travaux d’Hotamisligil et al. ont rapporté que [l'utilisation d’un récepteur soluble
permet le retour & la normale des niveaux de phosphorylation du récepteur a
I'insuline et de IRS-1 chez les rats obéses (86). La neutralisation du TNF-a permet
également d'améliorer la sensibilité a l'insuline chez les rats obéses (89). Ces
études font toutefois I'objet d’'une importante controverse puisque la neutralisation

du TNF-a n’a pas eu un effet bénéfique sur la sensibilité a l'insuline chez les
patients obéses souffrant de NIDDM (138).

L'implication du TNF-a dans le développement de la résistance a l'insuline a
récemment été rapportée par les travaux d'Hotamisligil et collaborateurs (187).
Cette étude a été réalisée a l'aide de souris obéses qui possédent une mutation au
niveau du gene codant pour le TNF-a ou de ses récepteurs. Ces résultats
démontrent que les souris qui possédent la mutation dans le géne du TNF-a ou de
ses récepteurs sont partiellement protégées du déveioppement de la résistance a
I'insutine dans I'obésité génétique ou induite par une diéte hypercalorique.
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Les effets du TNF-a sur le systeme de signalisation de ['insuline ont
également été rapportés dans cette étude. Les effets inhibiteurs du TNF-a sur
I'action de linsuline proviennent de la diminution de la phosphorylation du
récepteur a l'insuline dans muscle squelettique et dans le tissus adipeux. En effet,
les souris qui possédent la mutation du géne codant pour le TNF-a expriment des
niveaux de phosphorylation semblables aux souris contréles tandis que les souris
normales possédent des niveaux inférieurs de phosphorylation. Toutefois, il est
important de noter que la protection partielle de ces paramétres suggére que
d'autres facteurs sont également impliqués dans le développement de la résistance
a l'insuline.

6. Les mécanismes d'action du TNF-q

Le mécanisme par lequel le TNF-a provoque une régulation négative du
systeme de signalisation de linsuline est peu connu. Les prochaines sections
traitent des différents effecteurs cellulaires proposés comme étant responsables des
effets déléteres du TNF-a sur 'action de l'insuline.

6.1 La voie de la sphingomyéline

Récemment, il a été suggéré que la voie de la sphingomyéline est impliquée
dans la médiation des effets du TNF-a. La sphingomyéline est une protéine de
structure principalement concentrée dans la membrane plasmique des cellules. La
fiaison du TNF-o a son récepteur membranaire entraine la dégradation de la
sphingomyéline en céramides par l'action de la sphingomyélinase. Les céramides
sont des effecteurs secondaires qui permettent entre autres, l‘activation d'une
sérine/thréonine kinase liée a la membrane plasmique. La protéine kinase activée
par les céramides (CAPK) reconnait les substrats qui contiennent la séquence X-
Ser/Thr-Pro-X (113). Cette enzyme phosphoryle la protéine IRS-1 sur les résidus
sérine/thréonine. Cette réaction empéche la phosphorylation des résidus tyrosine et
cause une diminution de 60 % a 80 % de l'affinité de IRS-1 pour le récepteur a
Iinsuline (147). La diminution de la phosphorylation de IRS-1 sur les résidus
tyrosines provoque également une réduction de l'interaction de IRS-1 avec la Pl 3-
kinase. Des études récentes ont déemontré qu’un traitement aux céramides et a la
sphingomyélinase provoque les mémes effets inhibiteurs sur le systéme de
signalisation & l'insuline que le TNF-« (125, 148).
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Des études portant sur le rdle possible de la voie de la sphingomyéline dans
la résistance a l'insuline induite par le TNF-o ont surtout été réalisées dans les
adipocytes étant donné que ces cellules sont une importante source de production
de TNF-a dans l'obésité (90). Les effets inhibiteurs du TNF-a ont également été
étudiés dans le muscle squelettique (14) tissu majoritairement responsable (~80 %)
du métabolisme de glucose a I'état post-prandiale (11). Contrairement aux études
chez les adipocytes, Turinsky et al. (194) ont démontré que dans le muscle isolé, le
traitement a la sphingomyélinase augmente le transport de glucose de base de 90
% et le transport du glucose stimulé a l'insuline de 30 %. Ces effets ne semblent pas
étre liés a une altération du systéme de signalisation a l'insuline puisque ['activité
tyrosine kinase du récepteur a l'insuline et l'activité de la PI-3 kinase demeurent
inchangées par le traitement a la sphingomyélinase. Ces études supportent le
concept que le TNF-a et la voie de la sphingomyéline ne causent pas la résistance
a l'insuline dans le muscle.

Dans le muscle squelettique, les meécanismes impliqués dans le régulation
du métabolisme du glucose par les cytokines sont encore mal définis. En effet, les
cytokines activent de nombreux effecteurs cellulaires et influencent I'expression de
plusieurs protéines. Un de ces effecteurs est I'oxyde nitrique synthétase inductible
(INOS), une enzyme principalement retrouvée dans les macrophages et qui est
responsable de la production de l'oxyde nitrique (NO). Des études récentes ont
démontré que iINOS peut étre induit par les cytokines et I'endotoxine LPS dans
plusieurs types de cellules incluant les cellules musculaires (141, 207). D'autres
études ont démontré la présence d'un isoforme de la protéine NOS au niveau du
cerveau soit nNOS (108), et au niveau du tissu endothélial soit eNOS (2, 156).
Puisque le présent mémoire traite du NO, la prochaine section sera consacrée a
cette molécule et aux enzymes qui catalysent sa formation, les NOS.

7. L'Oxyde Nitrique

7.1 Introduction

L'oxyde nitrique (NO) est un second messager impliqué dans de
nombreuses réactions de signalisation. Dans I'organisme, le NO se retrouve sous

forme de gaz. Cette propriété physique permet au NO de diffuser a travers les
membranes cellulaires et d'atteindre plusieurs cibles intracellulaires (76). La demi-
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vie du NO est de quelques secondes ce qui en fait une molécule trés instable.
Dailleurs, en solution aqueuse, le NO réagit trés rapidement avec I'oxygéne (O,)
pour former du nitrite (NO,) et du nitrate (NO3). La quantification de ces deux
métabolites dans les modéles expérimentaux représente un indice de la production
de NO.

La régulation de la production de NO est trés importante dans |'organisme.
Lorsque produit de fagon appropriée, le NO joue un rdle trés important dans la
modulation de plusieurs processus physiologiques comme la défense cellulaire, la
régulation du systéme vasculaire et la neurotransmission. Cependant, une synthése
non contrdlée de NO contribue au développement de plusieurs maladies comme le
diabéte, l'arthrite, l'inflammation chronique, I'hypertension et la neurodégénération

(81).
7.2 La chimie du NO

Les différents effets du NO peuvent étre expliqués par la structure chimique
particuliere de cette molécule. En effet, le NO posséde un électron non-apparié ce
qui confére a cette molécule une trés grande réactivité. Dans I'organisme, il existe
trois formes chimiques sous lesquelles on peut retrouver le NO: l'ion nitrosonium
(NO+) la forme oxydée, 'oxyde nitrique (NOe) la forme neutre et I'anion nitroxyl (NO-
) la forme réduite (122). Les différents états d'oxydo-réduction que peut prendre le
NO permettent la réalisation de diverses réactions. En effet, le NO joue un rdle trés
important dans les réactions de cytotoxicité et dans les réactions de protection.

Les effets cytotoxiques sont causés par la forme neutre du NO. Ces effets
sont causés par la réactions du NOe avec un intermédiaire radicalaire de I'oxygéne.
le superoxyde (Og¢). Cette réaction méne a la formation d'un oxydant trés puissant
appelé le peroxynitrite (ONOO-). Cette molécule peut diffuser a travers les
membranes de fagon a atteindre plusieurs cibles intracellulaires. Les effets toxiques
du peroxynitrite ont été identifiés dans plusieurs processus physiologiques (13, 61,
150). D'autres études ont démontré que le peroxynitrite cause la mort de neurones
en cultures (121). Cette action cytotoxique a également été rapportée dans le
systéme immunitaire ol il a été démontré que le peroxynitrite est un bactéricide
puissant et qu'il est responsable de l'activité cytotoxique des macrophages (93,
215).
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Les reactions de protection sont effectuées par la forme oxydé du NO. La
présence de la charge positive indique que l'ion nitrosonium posséde un électron
en moins comparativement a la forme neutre. Cette caractéristique permet d'éviter
la réaction avec le superoxyde et empéche la formation de peroxynitrite. Les effets
protecteurs du NO* ont été étudiés par le groupe de Stamler sur des neurones en
cultures (121, 122). Ces études ont démontré que l'ion nitrosonium prévient la
neurotoxicité et augmente la viabilité de ce type de cellules.

7.3 L'oxyde nitrique synthétase

La NO synthétase (NOS) est 'enzyme responsable de la production de NO.
Cette enzyme catalyse I'oxydation de la L-arginine pour former de la L-citrulline et
une molécule de NO (Figure 3).

L-Arginine Hydroxy-arginine L-Citrulline +NO

Figure 3 : Réaction de formation du NO a partir de la conversion de la L-arginine en
L-citrulline.

Plusieurs cofacteurs dont le p-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
(NADPH), le flavine-adénine-dinucléotide (FAD), le flavine mononucléotide (FMN),
la calmoduline et la tétrahydrobioptérine (BH,4) sont essentiels a la réalisation de
cette réaction d’oxydation. Le NADPH est utilisé comme donneur d’électron. Ces
électrons sont rapidement transferés au groupement héme de la protéine par le
FMN et le FAD. Ce transfert d’électron est possible uniquement par la présence de
la calmoduline puisque ce cofacteur provoque un changement conformationnel de
Fenzyme de fagon a ce que les domaines oxygénase (n-terminal) et réductase (c-
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terminal) entrent en contact (figure 4). Les électrons transférés servent a {'activation
d'une molécule d’'oxygéne qui est utilisée pour 'oxydation de l'arginine.

Figure 4 : Réle de la calmoduline (CaM) dans l'alignement des domaines
oxygenase et réductase de I'enzyme NOS. Les fléeches représentent le mouvement
des électrons. La liaison de la calmoduline provoque un changement
conformationnel et permet le transfert des électrons du FMN au groupement heme
(adapté de Griffith O. W. et al. ,(73)).

Le réle du BH, dans cette réaction d’oxydo-réduction est encore mal défini.
Toutefois, I'importance de ce cofacteur a été démontrée dans plusieurs études. En
effet, dans plusieurs types de cellules, la production de NO dépend de Ia synthése
intracellulaire de BH,4 (75, 200). D'ailleurs, I'inhibition de la synthése de ce cofacteur
entraine une diminution de l'activité de I'enzyme NOS dans plusieurs types de
cellules (161, 163).

8. Les isoformes

Les cellules des mammiféres peuvent exprimer jusqu'a trois isoformes de
'enzyme NOS. Les différents isoformes sont distribués dans I'organisme selon leurs
diverses fonctions. L'isolation du premier isoforme des NOS est survenue dans le
cerveau puisque le cerveau est le tissu qui présente le plus haut niveau
d'expression de cette protéine. Ces études ont permis l'isolation et le clonage (36)
de lisoforme présent dans les neurones (nNNOS). L'utilisation d'anticorps fabriqués
a partir de la séquence de nNOS a permis [a découverte d’'un nouvel isoforme dans
les cellules endothéliales (eNOS) humaines (97) et bovines (114, 169). Ces études
ont également permis la découverte d’'un isoforme inductible de la NOS (iNOS)
dans plusieurs types de cellules (73).
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Les trois isoformes de la NOS sont encodés par des génes différents.
Toutefois, on retrouve de 50 % a 60 % d'identité entre ces isoformes. Ce niveau de
conservation est augmenté lorsque I'on compare les séquences d'un méme
isoforme a travers les espéces (80 a 94 % d'identité) (168). Les différents isoformes
de la NOS peuvent étre classés selon deux catégories: les isoformes calcium-
dépendants et calcium-indépendants.

8.1 Les isoformes calcium dépendants: nNOS et eNOS
8.1.1 L'enzyme nNOS

Des études ont démontré qu'une substance chimique aux propriétés du NO
est synthétisée lors de la stimulation de cellules neuronales en culture (68). La
présence du NO dans le cerveau a été confirmée par l'utilisation d’inhibiteurs
spécifiques au NOS. En effet, l'inhibition de la synthése de NO par ces inhibiteurs
empéche la production de GMP cyclique et prévient les différents effets du NO (25,
69).

L'isoforme nNOS est principalement exprimé au niveau des neurones étant
donné que le NO produit par nNOS joue un rdle dans la neurotransmission de
plusieurs processus physiologiques. Par exemple, dans le systéme nerveux
periphérique, le NO agit comme neurotransmetteur dans ia régulation de la motilité
gastrointestinale, du débit sanguin et des fonctions neuroendocrines (36). Dans le
cerveau, le NO est impliqué au niveau de la mémorisation, de I'apprentissage et
dans l'augmentation de l'intensité des réponses a la douleur (36). La régulation de
la production de NO est trés importante puisqu’il a été démontré qu'une
surproduction de NO cause la neurodégénération observée dans plusieurs
maladies comme le Parkinson et la maladie d'Huntington (36).

8.1.1.1 nNOS dans le muscle squelettique

Nakane et al. (135) ont éte les premiers a identifier FARNm, la protéine et
I'activité de l'isoforme nNOS dans le muscle squelettique. L'enzyme nNOS est
localisé au niveau du sarcolemme des fibres musculaires de type lib et est
particulierement enrichi dans les jonctions neuro-musculaires (31). Le NO produit
par nNOS semble jouer un réle important dans la régulation de certaines fonctions
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physiologiques du muscle. Dans le muscle de rat aduite, le NO module Ila
contraction musculaire et favorise la relaxation (109). De plus, Murrant et al. ont
démontré que les donneurs de NO préservent la fonction contractile dans les fibres
a contraction lente et rapide (133, 134). Il est aussi intéressant de noter que nNOS
est complexé a la dystrophine dans les cellules musculaires, ce qui suggére que le
NO joue un rdle important dans le développement neuromusculaire (26).

Plusieurs observations suggérent que le NO est impliqué dans la médiation
du transport de glucose stimulé par la contraction. Premiérement, il a été démontré
que la stimulation électrique du muscle extensor digitorum longus (EDL) stimule la
production de NO (9). Il a également été rapporté que des agents donneurs de NO
augmentent le transport de glucose de base dans le muscle squelettique in vitro (8,
103). De plus, l'inhibition des NOS par le NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA)
diminue le transport du glucose dans I'EDL stimulé par la contraction in vivo mais
également le transport de glucose stimulé par l'exercice a travers les vésicules de
membranes plasmiques isolés (8, 158).

Plusieurs points doivent toutefois étre clarifiés avant de pouvoir affirmer que
le NO module les effets de la contraction sur le transport du glucose dans le muscle.
En effet, la contraction augmente le transport de glucose dans tous les types de
fibres musculaires mais l'activité NOS varie énormément entre les différents types
de fibres. En effet, les fibres glycolytiques a contraction rapide (ilb), possedent une
grande activité comparativement aux fibres oxidatives a contraction lente (I} qui en
sont pratiquement dépourvue (103, 109). L'effet de la contraction sur {'activité NOS
dans les différents types de fibres reste donc a étre étudié. Des études ont
également démontré que le NO et l'insuline n'ont pas d'effet additif sur le transport
du glucose. Ces résultats soulevent bien des questions puisque la contraction et
l'insuline ont généralement des effets additifs sur le transport du glucose. Les
etudes récentes de Gibbs et collaborateurs (55) ont d'ailleurs démontré que
f'inhibition des NOS n'affecte pas I'augmentation du transport du glucose causé par
la contraction musculaire stimulé in vitro dans les muscles isolés. Le role du NO
dans la médiation des effets de I'exercice sur le transport du glucose reste donc a
clarifier.
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8.1.2 L'enzyme eNOS

Plusieurs études antérieures suggéraient qu'une substance chimique libérée
par les cellules endothéliales était nécessaire a la relaxation des vaisseaux
sanguins. Ce facteur vasorelaxant a été identifié par les travaux de Furchgott &
Zawadzki (64) qui ont démontré que I'endothélium synthétise le NO. La synthése de
NO dans le systéme vasculaire est principalement stimulée par le calcium. Dans
I'organisme, plusieurs facteurs circulants comme l'acétyicholine et la bradykinine
stimulent I'entrée de calcium dans la cellule ce qui favorise la synthése de NO. Le
NO produit par eNOS diffuse a travers la cellule et active la guanylate cyclase. ll a
été démontré que l'augmentation des niveaux de GMP cyclique est responsable de
la vasorelaxation (57, 78).

L'insuline joue également un réle important dans la relaxation des vaisseaux
sanguins. En effet, plusieurs études ont démontré que l'insuline augmente le
diametre des artérioles et le débit sanguin dans le muscle squelettique (34, 177).
Cet effet est dépendant de la production de NO puisqu’un traitement a l'insuline en
présence d'inhibiteurs des NOS empéche la relaxation des vaisseaux sanguins.
L'augmentation du débit sanguin par I'insuline entraine une augmentation de la
distribution de l'insuline et du glucose au niveau des lits capillaires. Cet effet
hémodynamique de l'insuline est trés important puisque qu'il contribue a amplifier
I'effet de l'insuline sur l'utilisation musculaire du glucose.

En plus de son rdle dans ie contréle du débit sanguin, le NO produit par
eNOS est impliqué dans la régulation de la pression artérieile et au niveau de Ia
captation de I'oxygéne par les globules rouges. La régulation de la production de
NO par eNOS est trés importante puisqu'une surproduction de NO entraine
'hypotension tandis qu’un manque de production de NO cause la vasoconstriction
et favorise le développement de I'hypertension (144).

8.1.2.1 eNOS dans le muscle squelettique

Les études de Kobzik et al. suggérent que la protéine eNOS est exprimée
dans les myocytes du tissu squelettique (110). D'aprés ces auteurs, eNOS est
majoritairement exprimé dans les fibres riches en mitochondries et le NO produit par
eNOS est responsable de l'inhibition de la respiration mitochondriale. Ces résultats
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suggérent que le NO module la contraction musculaire via l'inhibition du
meétabolisme oxydatif du muscle. Les mécanismes par lesquels le NO module la
respiration mitochondriale sont cependant inconnus.

8.1.3 L’isoforme calcium indépendant: iNOS

L’'isoforme inductible des NOS a été isolé (82, 182) et séquencé (127, 211) a
partir de macrophages étant donné que ces cellules possédent un trés haut niveau
d’'expression de cette protéine. La structure de iNOS est similaire a celle des
isoformes calcium dépendants toutefois, contrairement a eNOS et a nNOS, iINOS
est constamment liée a la calmoduline. De plus, cet isoforme posséde une trés
grande affinité pour le calcium ce qui permet a iNOS d’avoir une activité compléte a

des niveaux intracellulaires normaux de calcium (35).

L'induction de la protéine INOS peut survenir dans une grande variété de
tissus et de cellules. En effet, INOS a été localisé au niveau du foie (70), des
cellules endothéliales (105), du myocarde (165), et des chondrocytes (32).
L'expression de iNOS est augmentée lorsque des parasites, virus et bactéries
entrent en contact avec l'organisme. La présence de corps étrangers active le
systeme immunitaire et stimule la sécrétion de plusieurs cytokines. La sécrétion de
cytokines induit expression de iNOS dans le but de subvenir & la défense de
I'organisme. Le NO joue un réle trés important au niveau de l'activité cytotoxique et
bactéricide des macrophages (137, 143, 183).

9. L'induction de iNOS

L'expression de iNOS survient en réponse aux nombreuses cytokines et
autres molécules libérées durant les réactions d'inflammation. Des études ont
démontré que le tumor necrosis factor (TNF-a) et l'interféron gamma (IFN-y)
induisent I'expression de iINOS dans les cellules musculaires en culture (141, 207).
Il a également été rapporté que la lipopolysaccharide (LPS), la composante
majeure de la coque des bactéries gram-négatif, participe de fagon synergique a
l'induction de I'expression de cette protéine (206). Ces molécules interviennent a
différents niveaux dans les cellules de I'organisme.
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9.1 Le TNF-a

Le TNF-a est une protéine de 17 kDa qui est exprimée sous forme de trimére
et sécrétée par plusieurs types de cellules (197). En effet, cette cytokine est
principalement produite par les macrophages et les monocytes mais peut
également étre sécrétée par d'autres types de cellules comme les cellules T, les
fibroblastes et les cellules adipeuses et musculaires. Dans l'organisme, le TNF-«
joue un rdle important au niveau de ia différentiation et de la croissance de
plusieurs types de cellules. De plus, le TNF-a est un médiateur important des
stimulations paracrines et endocrines observées dans linflammation et dans les
réactions immunes.

Les nombreux effets du TNF-a sont expliqués par la présence de deux
récepteurs qui ont été identifiés et clonés soit p55 et p75. Ces deux protéines de 55
et 75 kDa possedent un domaine extracellulaire, une région transmembranaire et
un domaine intracellulaire. La comparaison des séquences en acides aminés a
permis de déterminer que les domaines extracellulaires ne possédent que 28 %
d'homologie tandis que les régions intracellulaires n'en possédent aucune (197).
Ces observations suggérent que les deux récepteurs ont des systémes de
signalisation et des fonctions distinctes.

La liaison du TNF-c au récepteur p55 est responsable de plusieurs effets
importants comme P'activité antivirale, la cytotoxicité, I'activation de iINOS (186) et de
la sphyngomyélinase (15, 205). L'activation du récepteur p75 est responsable de
l'apoptose, de la prolifération cellulaire et de la cytotoxicité (197). Les effets médiés
par I'activation du récepteur p75 surviennent dans les cellules qui possédent une
trés grande densité du récepteur ce qui suggére que l'affinité du TNF-a pour les
deux types de récepteurs est différente. En effet, il a été démontré que les effets
transmis par p75 sont également effectués par I'activation du récepteur p55 mais a
une densité beaucoup plus faible de récepteur. De plus, il a été démontré que le
TNF-o humain se lie uniquement au récepteur p55 et non au récepteur p75 chez la
souris (197).
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9.2 L'IFN-y

L'IFN-ya éte identifié grace a sa trés grande activité antivirale (202). L'IFN-y
est produit principalement par les natural killer (NK) et ies celiules T helper (Th). La
production d'lFN-ypar les cellules NK est stimulée par la présence de cytokines
sécrétées par les macrophages comme le TNF-a, I'lL-12 (192) mais également par
la présence d'IFN-y(10). L'IFN-yest encodé par un seul géne de fagon & former un
homodimeéere de 34 kDa (58, 72). Cette cytokine joue un rdle trés important dans le
systéeme immunitaire. En effet, des études ont démontré qu’une mutation au niveau
du géne provoque une diminution des fonctions immunes (91).

L'IFN-y (23) ainsi que plusieurs autres cytokines (92) utilisentla voie de
signalisation des JAK-STAT pour produire leurs effets. Deux familles de protéine
sont impliquées dans ce systéme: les Janus Kinases (JAKs) et les seconds
messagers activateurs de la transcription (STATs). Le signal est déclenché par la
liaison de I'lFN-yavec un récepteur spécifique. Ce récepteur est formé de deux
chaines o et p qui sont constamment associées aux protéines Janus Kinase. La
liaison de !'IFN-y & son récepteur permet d'activer les JAKs et provoque la
phosphorylation du récepteur et de certaines protéines STATs. Les STATs
phosphorylés migrent vers le noyau et activent la transcription de plusieurs géenes
importants dont iNOS (23).

9.3 Les Interleukines

L'interleukine-1pg (IL-18) et linterleukine-6 (IL-6) semblent également
participer a I'amplification de la réponse immunitaire. La sécrétion de ces deux
cytokines survient immédiatement aprés la stimulation a la LPS ce qui suggére que
I'lL-1B et I'lL-6 ont un role important a jouer dans I'induction de I'expression de iINOS
(76). I'lL-1p est produit par les macrophages tandis que I'lL-6 est synthétisé par les
cellules T. De plus, il a été démontré que le traitement & la LPS stimule 'expression
de I'IL-1p et de I'lL-6 dans les cellules de foie en culture (3). Les effets de I'lL-6
semblent survenir via la voie des JAKs-STATs (83). La voie de signalisation
empruntée par I'IlL-1B est encore peu connue, toutefois I'lL-18 semble activer des
protéines kinase de fagon & induire I'activation de certains facteurs de transcription
dont NF-«B. L'IL-1B semble responsable de la synthése de I'lL-6 étant donné que
I'lL-1B active également le facteur de transcription de I'lL-6, NF-IL-6 (129).
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9.4 La LPS

Les bactéries gram-négatives sont responsables de plus de la moitié des
chocs septiques retrouvés aux Etats-Unis (145, 181). Ce syndrome est caractérisé
par une hypotension et par une perfusion inadéquate de plusieurs tissus. De plus,
la septicémie est responsable de plusieurs dommages causés au foie, au reins, et
au poumons. L'endotoxine LPS est retrouvée dans la membrane externe des
bactéries gram-négatif et est considérée comme un facteur important dans le
développement des chocs septiques (195).

La LPS est un glycolipide formé d'une région hydrophile composée de
plusieurs chaines de polysaccharides et un domaine hydrophobe appelé le lipide A.
Cette région de la LPS est trés importante puisqu’elle constitue un site de liaison
pour la lipopolysaccharide binding protein (LBP) (190). La LBP est une
glycoprotéine de 60 kDa (77, 152) qui est sécrétée dans le sang par les hépatocytes
et dont la synthese est sous’le contrdle de plusieurs cytokines (77). Il a été démontré
que la principale fonction de la LBP est de permetire a la LPS de se lier a son
récepteur, le CD14 (67).

Le récepteur CD14 est principalement exprimé par les monocytes et les
macrophages (117, 209). Le CD14 peut étre exprimé sous deux formes différentes :
Dans les monocytes et les macrophages le CD14 se retrouve sous forme de
glycoprotéine membranaire tandis que dans les cellules endothéliales et
épithéliales les effets de la LPS sont transmis par un récepteur soluble (62, 151). Le
systéme de signalisation de fa LPS est encore mal défini. Toutefois, le systéme MAP
kinase semble étre activé par la LPS. En effet, dans les macrophages, la liaison de
la LPS au récepteur CD14 provoque l'activation de plusieurs protéine tyrosine
kinases (12, 54). Plusieurs autres protéines dont ras, raf-1, ERK semblent avoir un
role important a jouer dans la médiation de ce signal. Certains types de protéines
kinases C (PKC) sont également impliqués dans l'activation de certains facteurs de
transcription (voir section 11) (126).

10. INOS dans le muscle squelettique

Au moment ou les études de ce mémoire ont débuté, la présence de iINOS
dans le muscle squelettique était toujours controversée. Plusieurs études récentes

24



ont toutefois démontré que I''lFN-y, le TNF-« et la LPS peuvent induire I'expression
de la protéine iINOS dans le muscle squelettique (141, 188, 207). La protéine iNOS
a également été détectée dans le muscle squelettique au repos chez le cobaye et
chez 'humain mais cette expression est faible et n'est présente que dans certaines
espéces seulement. Le réle de iINOS dans le muscle squelettique est encore peu
connu toutefois trois conditions peuvent augmenter I'expression de iINOS dans ce
tissu. Il a été démontré que la septicémie induite par un traitement a la LPS chez le
rat augmente ['expression de iINOS dans le muscle (124, 162). L’expression de
iINOS est également augmentée dans ce tissu suite & un protocole de dommage
musculaire (159). Les muscles endommagés montrent une extréme vasodilatation
ce qui suggere que l'augmentation de la production de NO est responsable du choc
hémodynamique observé lors des blessures musculaires. Les effets dommageables
de iINOS ont également été rapporté dans certains modeéles d'ischémie/reperfusion
puisque l'inhibition de la production de NO augmente de fagon significative la
viabilité du muscle chez la souris (107).

11. Régulation transcriptionnelle de iNOS

Contrairement aux isoformes eNOS et nNOS dont l'activité est
principaiement régulée par le calcium intracellulaire, l'activité de iINOS est controlée
au niveau transcriptionnelle. L’activation transcriptionnelle de INOS est
principalement régulée par les produits des bactéries gram-positives et gram-
négatives, par l'interféron y et le TNF-a. Le clonage et le séquengage de iNOS ont
révélé la présence de plusieurs séquences importantes sur le gene. Ces séquences
représentent des sites de liaison pour les facteurs de transcription comme les
éléments de réponse a linterféron y, au TNF-o, & la LPS et au facteur de
transcription NF-xB (76).

L'activation de la transcription du géne iNOS est dépendante de la présence
du facteur NF-xB (74, 210). A I'état non stimulé, NF-«<B est situé dans le cytoplasme
et est lié a son inhibiteur i-xBa. La stimulation par les cytokines provoque fa
séparation de i-xBa ce qui permet la translocation de NF-xB au noyau de la cellule
et I'activation de la transcription. Il a également été rapporté que la production de
NO stimule la translocation de NF-xB (115) ce qui suggere que le NO module sa
propre synthése via l'activation transcriptionnelle du gene iNOS.
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L’expression de iINOS peut également étre modulée par des facteurs en
circulation. Il a récemment été démontré que 'expression de iINOS est régulée par
les glucocorticoides (50, 123, 173). Une étude réalisée chez les hépatocytes a
rapporté que le dexaméthasone, un glucocorticoide synthétique, inhibe Ila
transcription de géne iNOS (50). Le mécanisme d'action du dexaméthasone
consiste a inhiber la translocation de NF-«xB via l'augmentation de I'expression de
Vinhibiteur i-xBa (50). D'autres facteurs circulants tels que le glucagon peuvent
inhiber 'expression de iINOS dans les hépatocytes (176).

Le développement de certaines maladies autoimmunes comme le diabéte de
type | résulte de l'infiltration et de la destruction par les macrophages des cellules g8
du pancréas. Plusieurs études ont récemment rapporté que le diabéte de type | est
associé a une augmentation de I'expression de iINOS dans les macrophages (4, 5,
44, 180). D’ailleurs, il a été démontré que le NO produit par iNOS joue un réle
important dans le développement de cette maladie (43, 112). De plus, I'injection
d’insuline in vivo chez le rat diabétique permet de rétablir les niveaux d’'expression
de 'ARNm de iINOS dans les macrophages (180). Les mécanismes d’inhibition de
iNOS par l'insuline sont encore mal définis. Toutefois d’aprés cette étude, 'insuline
semble inhiber iINOS via 'augmentation de la production de TGF-81, un inhibiteur
puissant de I'expression de iINOS dans les macrophages (180). Cependant, un effet
direct de l'insuline sur I'expression et 'activité de INOS dans les macrophages reste
a étre démontré.

12. Buts de l'étude

L'obésité est fortement associée au diabéte de type Il. Ce désordre
métabolique se développe suite a un état prolongé de résistance a l'insuline.
L'obésité est caractérisée par une surproduction de cytokines comme le TNF-a par
le tissu adipeux. La sécrétion de TNF-a est en partie reponsable, /n vivo, du
développement de la résistance a l'insuline dans les adipocytes (89) et dans le
muscle squelettique (160). Le mécanisme d’action du TNF-a dans les adipocytes
semble impliquer la voie de la sphingomyéline cependant dans le muscle
squelettique aucun mécanisme n’a été identifié. Le but de la premiére étude était de
déterminer le mécanisme par lequel les cytokines modulent le métabolisme du
glucose dans le muscle squelettique. Notre hypothése consistait a vérifier I'effet des
cytokines sur l'induction de P'expression de iNOS et I'implication du NO dans la

26



modulation du transport du glucose.

Pour réaliser cette étude, nous avons utilisé des cellules musculaires L6 en
culture étant donné que l'utilisation de cellules immortalisées présente plusieurs
avantages importants. En seulement 7 jours, les myoblastes se multiplient et se
différencient en myotubes. De plus il est possible d'effectuer des incubations a long
terme sur ce type de cellules contrairement aux muscles isolés. Les cellules en
culture permettent également d'éliminer certains facteurs comme l'implication du
systéme vasculaire et la présence d'hormones qui, in vivo, pourraient affecter les
parametres mesurés. Ce modele permet d'étudier l'action de l'insuline puisque ce
type de cellule contient les éléments du systéme de signalisation de I'insuline.

Dans un premier temps, nous avons vérifié I'induction de iINOS dans les
myocytes L6. L'utilisation de plusieurs cytokines est nécessaire puisque in vivo
'induction de iNOS survient grice a la présence des macrophages qui sont
responsables de la sécrétion d'un bon nombre de cytokines. Dans cette étude, nous
avons utilisé le TNF-«, I'INF-y et I'endotoxine LPS étant donné que ces molécules
participent in vivo a I'induction de iINOS. Nous avons par la suite vérifié I'effet de la
production de NO sur le transport du glucose de base et stimulé par l'insuline ainsi
que sur 'expression des différents transporteurs de glucose.

Dans une deuxiéme étude, nous avons étudié la régulation de I'expression
de I'enzyme iNOS. Il a été démontré que le dexaméthasone inhibe I'expression de
iINOS dans les hépatocytes. Nous avons vérifié la présence de cet effet dans les
cellules musculaires mais également évalué l'effet de l'insuline sur 'expression de
iNOS. En effet les diabétes insulino-dépendants et non insulino-dépendants sont
caractérisés par une réduction des niveaux d'insuline ou de son action. De plus, il
est bien connu que la septicémie et I'endotoxinémie sont associées a une
résistance a l'insuline dans le muscle squelettique (118, 120, 214). Hl est donc
important de vérifier si l'insuline module l'expression et l'activité de iNOS. En effet,
une modulation altérée de iNOS par linsuline pourrait mener & une expression
augmentée de iINOS dans le muscle squelettique d'individus diabétiques ou
septicémiques.
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RESUME

Le principal objectif de cette étude était de vérifier Fhypothése que les
cytokines modulent le transport de glucose dans le muscle squelettique en
augmentant la production de I'oxyde nitrique. Les cellules musculaires L6 en culture
ont été incubées en présence de tumor necrosis factor-o, d'interféron-y, ou de la
lipopolysaccharide (LPS) seule et en combinaison durant 24 h. Ni les cytokines ni la
LPS seules induisent la production de NO, mesuré par les concentrations de nitrite
dans le milieu de culture. Toutefois, lorsqu’utilisées en combinaison, les deux
cytokines stimulent la production de NO de fagon significative et cet effet est
augmenté de facon synergique par la présence de la LPS. L’analyse par RT-PCR a
revéle que le relachement de NO est associé avec l'induction de l'oxyde nitrique
synthétase inductible (iNOS). L’augmentation de I'expression de iNOS a été
confirmée au niveau de la protéine par des analyses d’'immuno-buvardage ainsi
que par la coloration histochimique de la NADPH/diaphorase. Les cytokines
augmentent de fagon prononcée le transport de glucose de base dans les myocytes
L6. L'insuline stimule également le transport de glucose de base, mais
significativement moins dans les cellules chroniquement exposées aux
cytokines/LPS. La sensibilité a l'insuline des cellules musculaires L6 est également
diminuée de fagon significative par le traitement aux cytokines/LPS. L’inhibiteur des
NOS, le N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), inhibe la production de nitrite
dans les cellules traitées aux cytokines/LPS. Ce traitement prévient également
'augmentation du transport de glucose de base et permet de rétablir la réponse a
insuline des cellules musculaires. L’exposition aux cytokines/LPS augmente de
fagon significative les niveaux de la protéine GLUT1 mais diminue I'expression de
GLUT4 dans ies cellules L6. Le traitement au L-NAME prévient 'augmentation de la
protéine GLUT1 sans toutefois rétablir les niveaux du transporteur GLUT4. Ces
résultats démontrent que les cytokines et la LPS affectent le transport du glucose et
action de l'insuline en induisant I'expression de iNOS et la production de NO dans
les cellules musculaires. Les résultats indiquent également que les cytokines et la
LPS augmentent I'expression du transporteur GLUT1 par un mécanisme dépendant
du NO.
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ABSTRACT

The principal goal of the present study was to test the hypothesis that
cytokines modulate glucose transport in skeletal muscle by increasing nitric oxide
(NO) production. Cultured L6 skeletal muscle cells were incubated in the presence
of tumour necrosis factor-a, interferon-y, or lipopolysaccharide (LPS) alone or in
combination for 24 hrs. Neither cytokines nor LPS alone induced NO production, as
measured by medium nitrite concentrations. However, when used in combination,
the two cytokines significantly stimulated NO production and this effect was
synergistically enhanced by the presence of LPS. Reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis revealed that NO release was
associated with the induction of inducible (macrophage-type) NOS (iNOS). The
increase iINOS expression was confirmed at the protein level by Western blot
analysis and NADPH/diaphorase histochemical staining. Cytokines and LPS
markedly increased basal glucose transport in L6 myocytes. Insulin also stimulated
basal glucose transport but significantly less in cells chronically exposed to
cytokines/LPS. The sensitivity of L6 muscle cells to insulin-stimulated glucose
transport was also significantly decreased by cytokines/LPS treatment. The NOS
inhibitor NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) inhibited nitrite production in
cytokine/LPS-treated cells, and this prevented the increased in basal glucose
transport and restored muscle cell responsiveness to insulin. Cytokines/LPS
exposure significantly increased GLUT1 transporter protein levels but reduced
GLUT4 expression in L6 cells. L-NAME treatment prevented the increase in GLUT1
protein content but failed to restore GLUT4 transporter levels. These resuits
demonstrate that cytokines and LPS affect glucose transport and insulin action by
inducing iINOS expression and NO production in skeletal muscle cells. The data
further indicate that cytokines and LPS increase the expression of the GLUT1

transporter protein by a NO-dependent mechanism.
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LIST OF ABBREVIATIONS

NO: nitric oxide

NOS: nitric oxide synthase

nNOS: neuronal-type NOS

eNOS: endothelial-type NOS

INOS: inducible NOS

TNF-o: tumor necrosis factor-a

IF-y: interferon-y

LPS: lipopolysaccharide

RT-PCR: reverse transcriptase-polymerase chain reaction
L-NAME: NG-nitro-L-arginine methyl ester

o-MEM: a-minimum essential medium

PVDF: polyvinylidene difiuoride

SDS-PAGE: sodium dodecy! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
NADPH: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

GAPDH: glyceraldehyde phosphate dehydrogenase
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INTRODUCTION

It is well documented that septicaemia elicits profound changes in host
metabolism, including increased energy expenditure and impaired whole-body
glucose homeostasis in both animals and humans [1]. Septic patients have an
accelerated rate of glucose clearance in the basal state [2]. On the other hand, acute
infection is also associated with a state of insulin resistance, as evidenced by
diminished glucose tolerance, hyperinsulinemia, and impaired insulin action on
peripheral glucose disposal [3, 4]. Previous studies have focused on the role of
cytokines in mediating the effects of infection on metabolism. Indeed, administration
of the cytokines TNF-a and interleukin-1 to experimental animals has been reported
to mimic the metabolic response to acute infection [5-7]. Sakurai et al. [6] have
recently provided evidence that TNF-a directly stimulates glucose uptake in
peripheral tissues of dogs. Conversely, in vivo infusion of endotoxin and cytokines
have also been found to reduce insulin-stimulated glucose uptake by skeletal
muscles, the main site of glucose disposal in the post-prandial state [7]. Other
studies have shown that cytokines affect glucose metabolism in isolated muscles or
cultured myocytes [8-10]. Thus, cytokines appear to modulate glucose homeostasis

by a direct action on skeletal muscle cells.

The precise cellular mechanisms responsible for the action of cytokines on
muscle glucose metabolism are not known. It has been recently shown that skeletal
muscle expresses nitric oxide synthase (NOS), the enzyme that catalyses the
formation of nitric oxide (NO) from L-arginine [11-14]. In resting muscle, both the
constitutive neuronal-type (nNOS) and endothelial-type (eNOS) isozymes are
expressed [11, 13]. Whereas nNOS localization is restricted to type llb fast-twitch

glycolytic fibres, eNOS can be found both in the endothelial cells and within
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mitochondria-enriched (oxidative) fibres [11, 13]. Moreover, experimental
septicaemia induced by endotoxin treatment of rats has been reported to increase
the expression of an inducible, calcium-independent NOS (iNOS) in skeletal muscle
of rats [15, 16]. INOS expression and NO production has also been reported in
cultured C2C12 myocytes challenged with cytokines and LPS [17]. Recent studies in
our laboratory have shown that increasing NO concentrations with NO donors inhibit
insulin-stimulated glucose transport in isolated rat soleus and extensor digitorum
longus muscles [11]. This effect could be reproduced in cultured L6 myocytes,
strongly suggesting that NO exerted its action by a direct action and not by diffusion
to the muscle vasculature. Thus, one possible mechanism by which cytokines and
endotoxin could affect glucose metabolism in muscle cells is by induction of INOS
expression and exaggerated NO production. This hypothesis was directly tested in

the present study using cultured L6 skeletal muscle cells.

MATERIALS AND METHODS

Materials: Alpha-minimum essential medium (a-MEM), foetal bovine serum and
other tissue culture products were obtained from Gibco BRL. Human insulin
(Humulin R) was purchased from Eli Lilly (Indianapolis, IN). 2-deoxy-D-glucose,
cytochalasin B, lipopolysaccharide (from E. colij and NADPH were obtained from
Sigma (St-Louis, MO). 2-deoxy-D-[3H]glucose was purchased from NEN Dupont (St
Laurent, Qc). NG-Nitro-L-arginine-methylester (L-NAME) was obtained from Alexis
(San Diego, CA). Recombinant murine and human TNF-a were purchased from
R&D systems and Boehringer Mannheim, respectively. Murine IF-y was kindly
supplied by Dr. Martin Olivier (CHUL research center, Qc). An antibody directed
against a C-terminal peptide (1131-1144) of mouse macrophage (iNOS) was
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purchased from Cedarlane Laboratories (Mississauga, ON, Canada). Polyclonal
antibodies directed against rat GLUT1 and GLUT4, or mouse GLUT3, were from
East Acres Biologicals, (Southbridge, MA). Monoclonal a1-Na/K-ATPase was a kind

gift from Dr. K. Sweadner, (Massachusetts General Hospital).

Cell culture: A line of L6 skeletal muscle cells (kind gift of Dr. A. Klip, Hospital for
Sick Children,Toronto) clonally selected for high fusion potential was used in the
present study. The L6 cell line was derived from neonatal rat thigh skeletal muscle
cells and retains many morphological, biochemical and metabolic characteristics of
skeletal muscle [18]. Fully differentiated L6 myotubes express several muscle-
specific proteins such as myosin ATPase, the SR Ca2+-ATPase, and the
dihydropiridyne receptor [19]. Cells were grown and maintained in monolayer
culture in a-MEM containing 2 % (v/v) foetal bovine serum and 1 % (v/v)
antibiotic/antimycotic solution (10 000 units/ml penicillin, 10 000 pg/ml streptomycin
and 25 pg/mil amphotericin B) in an atmosphere of 5 % CO» at 37°C. L6 myoblasts
were plated in 24-well plates, 6 well plates, or 10 cm dishes at 20,000 cells/ml and

were used after complete differentiation to myotubes (7 days post-plating).

Cell incubations and glucose transport assay: L6 myotubes were incubated with or
without TNF-a (10 ng/ml), IF-y (200 U/ml) and LPS (10 pg/ml) for 24 hrs, followed by

addition of insulin (0.6 pM) (or medium alone) for an additional 45 min. When
present, the NOS inhibitor L-NAME was used at a concentration of 2 mM. Cells were
rinsed once with glucose-free Hepes-buffered saline solution pH 7.4 (140 mM NaCl,
20 mM Hepes-Na, 5 mM KClI, 2.5 mM MgSOg4, 1 mM CaClz) and subsequently
incubated for 8 min with 10 uM 2-deoxy-D-glucose containing 0.3 uCi/ml 2-deoxy-D-
[BH]glucose in the same buffer. After the incubation in transport medium, cells were

rinsed three times with ice-cold saline solution, and then disrupted by adding 50 mM
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NaOH. Cell associated-radioactivity was determined by scintillation counting.
Protein concentrations were determined by the bicinchoninic acid method (BCA,
Pierce) and results were expressed in pmol/mg/min. Glucose uptake values were
corrected for non-carrier-mediated transport by measuring hexose uptake in the

presence of 10 uM cytochalasin B (~ 5-10 % of total uptake).

Measurements of NO. glucose, and lactate concentrations: The accumulation of

nitrite in the incubation medium was used as an index of NO production. Nitrite was
determined spectrophotometrically as previously described [20]. The Griess reagent
(1.0% Sulphanilamide/ 0.1% N-(1-naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride) was
added to samples of the incubation medium and the absorption was read at 540 nm.
Medium glucose and lactate levels were measured using a YSI type 2300 STAT
Plus automatic glucose and lactate analyser (Yellow Springs, OH), which use the

glucose oxidase and lactate dehydrogenase reactions.

BNA extraction and RT-PCR: Total cellular RNA was isolated using guanidium

thiocyanate-phenol-chloroform extraction with the TRIlzol Reagent (Life
Technologies, Burlington, Ontario, Canada) based on the method developed by
Chomczynski and Sacchi [21]. cDNA synthesis was performed with 200 units of
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Gibco BRL) using 1 ug of total
RNA in 20 pl of reverse transcriptase buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.3, 75 mM KCI, 3
mM MgCly; and 10 mM DTT) containing 1 mM each dNTP and 8 pmol of iINOS or
GAPDH antisense primers. The reaction was performed at 42°C during 1 hour and
the enzyme was then denatured at 95°C for 10 min. Samples were then
supplemented with 3 pl of 10x PCR buffer (1x PCR buffer is 33.3 mM KCI and 3 mM
MgCl,), 8 pmol of iINOS, or GAPDH sense primers and water to 30 ul. cDNAs were
denatured for 5 min at 94°C, cooled to 72°C and then 1 unit of Thermophylus
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aquaticus DNA polymerase (Boehringer Mannheim) was added to each sample.
Amplification was performed as follows: 30 cycles of temperature (94°C, 30 sec;
60°C, 1 min; 72°C, 1min) in temperature cycler (DNA Thermal Cycler, Perkin-Elmer).
Sequences of the antisense and sense oligonucleotides (based on rat iINOS and
GAPDH see [15]) were as follows; iINOS: 5'-TGGAACCACTCGTACTTGGGA-3' and
5'-CAAGAGTTTGACCAGAGGACC-3', GAPDH: 5'-AGATCCACAACGGATACATT-3'
and 5'-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3'. The expected sizes of amplification
products were 653 base pairs for iNOS, and 331 base pairs for GAPDH.
Amplification products were run in 8% acrylamide gels, stained in ethidium bromide
and fluorescence associated with DNA bands was measured using a scanner

Biolmage-Visage 110S from Millipore Corp. (Ann Harbor-Michigan).

Isolation of cellular proteins and membranes: Total cellular proteins were isolated

from the same cells used for RNA isolation. The proteins were extracted from the
phenol-ethanol supernatant obtained after precipitation of DNA with ethanol, as
described by the manufacturer instructions (TRIlzol reagent, Life technologies).
These protein samples were used for determination of INOS protein content by
Western blotting (see below). For membrane isolation, fully differentiated L6
myotubes were washed twice with ice-cold phosphate-buffered saline (pH 7.4)
(PBS), scraped with a rubber policeman, collected and centrifuged at 700 x g for 10
min. The 700 x g cell pellet was resuspended in homogenising buffer containing
250 mM sucrose, 2 mM EGTA, 5 mM NaN3 20 mM HEPES (pH 7.4), 200 pM PMSF,
1 pM leupeptin, 1 uM pepstatin A and 10 uM E-64. Cells were homogenised using a
Wheaton A (tight-fit) glass homogenizer (20 strokes), followed by centrifugation at
2000 x g for 15 min. The resulting supernatant was centrifuged at 186 000 x g for 1
hour at 4°C. The pellet (total membranes) was resuspended in homogenising buffer

and protein concentrations were determined by the bicinconinic acid (BCA) assay
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(Pierce), using bovine serum albumin as standard. Membrane proteins were used

for Western blot analysis of glucose transporters (see below).

Western blot analysis: Total or membrane protein samples (50 ng) were subjected to
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) on 7.5%
polyacrylamide gels as described by Laemmli [22] and electrophoretically
transferred (100 V, 2 hrs) to polyvinylidene difluoride (PVDF) filter membranes for 2
h. Immunoblotting was performed as previously described [23]. Briefly, PVDF
membranes were incubated for 1 h at room temperature with buffer | (50 mM Tris-
HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl) containing 0.04% NP-40 and 0.02% Tween-20 and 3%
bovine serum albumin (fatty acid free BSA), followed by overnight incubation at 4°C
with primary antibodies. Dilutions of antibodies were : polyclonal iNOS (1 : 2500),
GLUT1 (1 : 2000), GLUT3 (1 : 1000), GLUT4 (1 : 2000) polyclonal antibodies, and
monoclonal a1-Na/K-ATPase (1 : 200). PVDF membranes were then washed for 30
min, followed by a 1 h incubation with either anti-mouse or anti-rabbit
immunoglotulin G (1 : 10,000 dilution) conjugated to horseradish peroxidase
(Amersham) in buffer | containing 1% BSA. The PVDF membranes were washed for
30 min in Buffer |, and the immunoreactive bands detected by the enhanced

chemiluminescence method.

NOS histochemistry: NOS was selectively stained by reduced nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH)-diaphorase histochemistry [24]. L6 myotubes
grown on cover slips in 6-well plates were incubated with or without cytokines + LPS
for 24 hrs, washed 3 times in Tris buffer (0.1 M Tris-HCL, pH 8), and fixed in 4%
paraformaldehyde followed by a 30 min incubation at 37°C in 0.1 M Tris-HCL buffer
containing 1 mM NADPH, 0.2 mM nitro blue tetrazolium and 0.3 % Triton X-100.

Sections were rinsed in PBS (2 x 10 min) and mount on slides for histochemistry.
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Cells were viewed using a high-power microscope (Nikon, optiphot). No staining
was observed when NADPH was omitted from the reaction mixture (data not

shown).

Statistical Analysis: Values are means + SE. The effect of cytokines/LPS and insulin
on glucose transport were compared by a two-way analysis of variance (ANOVA).
The effects of different concentrations of insulin on glucose transport were analysed

by ANOVA. The level of significance was p < 0.05.

RESULTS

The effects of individual cytokines and their combination on NOS activity in L6
myocytes were determined by measurements of medium nitrite levels as shown in
Table 1. Neither TNF-a nor IF-y alone stimulated NO production over basal values.
However, a significant increase in nitrite levels was observed when cells were
incubated with both cytokines. Moreover, the addition of LPS synergistically
enhanced the effects of the cytokines to promote NO production. LPS alone did not
increase nitrite levels (data not shown). Addition of the NOS inhibitor L-NAME (2

mM) totally abrogated the effects of the cytokines and LPS on NO production.

We next investigated whether the increased production of NO was related to
the induction of INOS. L6 myocytes treated as above were used for extraction of
RNA and iNOS mRNA detection by RT-PCR analysis (Figure 1). GAPDH mRNA
levels assessed in the same samples were used as internal controls for the RT-PCR

assay. iINOS and GAPDH were both amplified as single gene products migrating at
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the expected molecular size (iNOS: 653 bp, GAPDH: 331 bp) on agarose gels.
iNOS mRNA was not detectable in control myocytes or in cells treated with either
cytokines or LPS alone but was observed in cells treated with the combination of
TNF-a and IF-y. As for nitrite levels, the combination of both cytokines and LPS
markedly induced iNOS expression. The expression of GAPDH mRNA was not
different among treatment groups. Moreover, neither the neuronal-type (nNOS) or
the endothelial-type (eNOS) NOS isoforms could be detected in control or

cytokine/LPS-treated L6 cells (data not shown)

The close parallelism between the action of cytokines and LPS to increase
nitrite levels and INOS mRNA strongly suggested that iNOS was responsible for the
enhanced NOS activity. To establish that point, we also determined iINOS protein
levels in these cells using both immunoblotting and histochemical detection
techniques. Using a specific polyclonal antibody against macrophage-type iNOS,
we could detect iINOS induction at the protein level only in cells chronically treated
with both cytokines and LPS (Figure 2). In contrast, the a1-Na/K-ATPase, used here
as a control protein, was present in all samples. Moreover, this treatment did not
affect total cellular proteins (ug per well) under the same conditions (data not
shown). The lack of detection of INOS protein in muscle cells treated with both
cytokines in the absence of LPS may be related to the limited sensitivity of Western
blotting as compared to RT-PCR analysis of iINOS mRNA. This is supported by the
observation that nitrite production was observed in cells treated with both cytokines
(Table 1). Induction of INOS was further confirmed by diaphorase staining (Figure
3B). Thus, these results demonstrate that the induction of INOS mRNA expression in
cytokines/LPS-treated cells resulted in the synthesis of more iINOS protein and NO

production.
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We next investigated the effects of cytokines and LPS on basal and insulin-
stimulated glucose transport in L6 myocytes (Table 2). As expected, acute insulin
stimulation (45 min) significantly stimuiated glucose transport in these cells. Chronic
exposure (24 hrs) of L6 cells to the cytokines/LPS mixture markedly increased basal
glucose uptake above that seen with insulin alone. As shown in Table 3, this
treatment also induced a significant release of lactate in the medium. Lactate
concentrations in the medium were not increased during the acute (45 min)
stimulation with insulin (data not shown). In cells previously treated with
cytokines/LPS, insulin produced a much smaller increase in glucose transport
above that seen with cytokines/LPS treatment (Table 2). This stimulation (in
pmoles/min/mg protein) was about half that seen in control untreated myocytes.
Cells treated with TNF-a and IF-y either aione or in combination failed to affect basal
or insulin-stimulated glucose transport in the same conditions (data not shown).
Noticeably, preventing NO production by addition of L-NAME to the incubation
medium of cells treated with cytokines and LPS blocked the stimulation of basal
glucose uptake and lactate release, and restored the responsiveness of L6
myocytes to insulin (Tables 2 and 3). Similar results were obtained when NO
production was abolished by L-Ns-(1-iminoethyl)lysine (0.1 mM), a more selective

inhibitor of INOS [25] (data not shown).

We also determined the effects of cytokines/LPS on insulin sensitivity by
measuring glucose uptake at different concentrations of insulin (Figure 4). Cells
chronically exposed to the cytokines/LLPS mixture were more resistant to the action
of insulin as reflected by the lack of significant effect of lower doses (up to 60 nM) of
the hormone to activate glucose transport in cytokines/LPS-treated cells (see ECsg
in legend to Figure 4). L-NAME improved insulin sensitivity in cytokines/LPS-treated

myocytes as shown by the restored ability of lower concentrations to stimulate
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glucose transport. The NOS inhibitor alone slightly reduced absolute glucose
transport rates in L6 cells. However, both basal and insulin-stimulated glucose
transport were similarly affected, and thus, L6 cell insulin responsiveness and

sensitivity were not significantly different than control myocytes.

Glucose transport is mediated by the GLUT1, GLUT3, and GLUT4
transporters in L6 muscle cells and insulin has been shown to stimulate glucose
transport by inducing the translocation of these transporter proteins to the plasma
membrane [26]. The effect of cytokines/LPS treatment on the cellular expression of
these glucose transporter isoforms is shown in Figure 5. The cytokines/LPS mixture
significantly increased (by ~60%) the expression of the GLUT1 transporter protein.
In marked contrast, the expression of the GLUT4 glucose transporter was markedly
decreased in the same cells. Inhibition of NO production by L-NAME treatment
reversed the increasing effect of cytokines/LPS on GLUT1 protein expression but
failed to restore GLUT4 protein levels. The NOS inhibitor did not alter GLUT1 or
GLUT4 expression per se. On the other hand, the expression of the GLUT3
transporter protein was not affected by these treatments (Figure 5). As expected,
acute exposure (45 min) of the cells to insulin did not affect the total levels of any

GLUT isoforms (data not shown).

DISCUSSION

The present study shows that chronic exposure of L6 myocytes to cytokines
induced iINOS expression and NO production in these cells. Moreover, the cytokine
effect was markedly enhanced by the presence of LPS. These results in L6 celis are
in good agreement with previous studies showing iINOS mRNA induction in skeletal

muscle of endotoxin-treated rats and in C2C12 mouse myocytes exposed to
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cytokines [15, 17]. Our findings further demonstrate that iINOS expression is
increased at the protein level as determined by immunoblotting and histochemical

techniques.

This induction of INOS expression was associated with important changes in
glucose transport in muscle cells. First, cytokines and LPS markedly increased
basal glucose transport activity in L6 myocytes. This metabolic effect has been
recently observed in another study with muscle cells [27], and the present study
suggests that the extra glucose taken up by the cells was mainly used for glycolysis
since lactate concentrations significantly rose in the medium. These results are in
good agreement with the known effects of cytokines such as TNF-a in vivo. Indeed,
TNF-a has been reported to increase skeletal muscle glucose disposal in rats and
even cause hypoglycaemia at high doses [28, 29]. The increase in glucose
utilisation was more easily observed at high concentrations of the cytokine [29]. It
has been suggested that this metabolic response is not readily observed at lower
doses of TNF-a because of the concomitant elevation of counterregulatory
hormones (glucagon, catecholamines, cortisol). Indeed, the hypoglycaemic effect of
TNF-o are observed at lower doses of the cytokine in adrenalectomised rats [29].
More recently, Sakurai et al. [6] have provided evidence that TNF-a directly
stimulates peripheral glucose uptake in peripheral tissues by preventing any

changes in insulin and glucagon during TNF-« infusion.

Another finding of the present study is that cytokines/LPS treatment impaired
insulin stimulation of glucose transport in L6 muscle cells. This impairment was
observed despite the elevation of basal glucose transport by cytokines/LPS
exposure. These results are consistent with previous reports that septic patients are

insulin-resistant {3] and that exogenous challenge with cytokines impairs insulin-
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mediated glucose uptake in skeletal muscle [7]. It is likely that the insulin-resistant
effects of cytokines are better appreciated in vivo since, as mentioned above, the
direct action of TNF-a to enhance muscle glucose disposal is overruled by
counterregulatory hormones such as glucagon. Importantly, in the conditions used
in the present study (24 hrs), TNF-o alone was not able to influence muscle cell
glucose uptake, thus suggesting that it interacts with other cytokines and/or
endotoxin during infection in vivo. These results are in accordance with the recent

work of Ranganathan and Davidson [27] who also found that insulin action on
glucose transport is not affected by TNF-a alone. However, these data are at odds
with another study in which the same concentration of TNF-a was found to inhibit
insulin-stimulated glucose uptake within minutes and up to 12 hrs in L6 cells [30].
The reasons for these discrepant findings are not known. it cannot be attributed to
the type (murine vs human) of TNF-o used and thus, the type of TNF-o receptors
activated (murine TNF-o binds to both p55 vs p75 receptors but human TNF-a only
binds to p55 [31]), as we found similar effects of murine or human TNF-« on iINOS

expression and glucose transport in this study (data not shown).

An important goal of the present study was to determine the cellular
mechanism by which cytokines and endotoxin affect glucose transport in muscle
celis. The fact that cytokines/LPS increased NO production and modulate glucose
transport in the same cells suggest that these effects are related but a causal
relationship remained to be shown. Our findings that the NOS inhibitor L-NAME
inhibited NO production and fully prevented the effects of the cytokines/LPS
challenge on basal and insulin-stimulated glucose transport provide convincing
evidence that both the stimulatory and insulin-resistant actions of cytokines are

linked to the induction of INOS and the production of NO by muscle cells.
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Since chronic alterations in glucose transport activity may be linked to
changes in the expression of glucose transporters, we have determined the cellular
protein levels of the three transporter isoforms known to be present in 1.6 muscle
cells. Our results strongly suggest that cytokines/LPS increase basal glucose
transport at feast in part by augmenting the expression of the GLUT1 glucose
transporter. It should be noted that the effect of cytokines/LPS on GLUT1 expression
(~60%) was smaller than their enhancing action on basal glucose transport
(~120%). However, it is possible that most of the biosynthesised GLUT1 proteins are
localised in the plasma membrane (where glucose transport takes place) in
cytokine-treated cells, thus explaining the greater increases in basal glucose
transport. Another possibility is that GLUT1 intrinsic activity is activated by cytokines.
Whatever the mechanism, it was found that GLUT1 overexpression is blocked by L-
NAME treatment, indicating that NO production was responsible for the effects of

cytokines and LPS on both basal glucose transport and GLUT1 protein levels.

In contrast to their effects on GLUT1 expression, cytokines and LPS markedly
reduced GLUT4 protein levels in L6 muscle cells. These findings suggest that the
impaired insulin action in cytokine-treated L6 cells is may be associated with a
decreased expression of GLUT4, an hypothesis that is in accordance with previous
studies in which chronic treatment with cytokines was found to reduce GLUT4
expression in adipocytes [32-34]. However, the finding that NOS blockade with L-
NAME re-established insulin action without restoring GLUT4 content indicate that
the cytokine-effect is not only related to the cellular expression of the GLUT4 protein.
Insulin stimulates glucose transport in L6 myocytes by transiocation of glucose
transporters (GLUT1-3) to the plasma membrane [26]. Thus, it is possible that
cytokines and LPS reduce insulin action by impairing the translocation of glucose

transporters and that this effect is NO-dependent as it can be reversed by L-NAME
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treatment. This hypothesis is consistent with our recent observations that NO inhibits
insulin-stimulated glucose transport in isolated rat skeletal muscles and in L6

myocytes [11].

In summary, the present study demonstrates that the cytokines TNF-a and IF-
Y. when added in combination, induce iINOS expression and stimulate nitrite
production in L6 myocytes, and that LPS synergistically enhances these effects.
Moreover, cytokines and LPS markedly increase basal glucose transport but reduce
insulin action to stimulate glucose uptake and these effects are mediated by
induction of INOS and NO production. Our results further show that cytokines and

endotoxin increase GLUT1 expression by a NO-dependent mechanism.
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Table 1. Effect of TNF-a, IF-y , LPS, and L-NAME on nitrite production by L6

myocytes.

Conditions

Nitrite (uM)

Control

TNF-a

[F-y

TNF-a + IF-y

TNF-a + IF-y+ LPS

= L-NAME

0.27 £ 0.04
0.09 +£0.10
0.22 £ 0.11
1.60 + 0.87
9.57 £ 0.85

+ L-NAME (2mM)

0.49 £0.14
0.36 +0.26
0.14 £0.10
0.25+£0.07 *
0.93 +0.17 **

L6 cells were treated or not with TNF-o« (10 ng/ml), {F-y (200 U/ml), LPS (10 pg/ml)

and L-NAME (2 mM) for 24 hrs and nitrite levels were measured in the incubation

medium as indicated in Materials & Methods. Bars represent meant SE from at least

3 independent experiments. * p < 0.05, ** p< 0.01 as compared to control values.
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Table 2. Effects of chronic cytokines/LPS exposure on basal and insulin-
stimulated glucose transport in L6 myocytes.

Conditions 2-Deoxy-glucose uptake

(pmol/min/mg)

- L-NAME + L-NAME (2mM)
Control 3145+1.93a 27.85£1.90a
Insulin 53.10+2.53 b 46.98 £ 3.67 b
Cyto + LPS 70.66 +3.31 ¢ 26.78 £0.81 a
Cyto+LPS+Insulin 82.14 +1.35d 43.56 £3.81b

Insulin-mediated 2-deoxy-glucose uptake
(Insulin minus basal)

Control 20.77 +3.47 a 19.13+2.54 a
Cyto + LPS 11.08 £2.46 b 16.78 £3.28 a

Celis were treated or not with a combination of TNF-a (10 ng/ml), IF-y (200 U/ml) and
LPS (10 pg/ml), with or without L-NAME (2 mM), for 24 hrs, followed by insulin (or
medium) for an additional 45 min incubation with 0.6 pM insulin before glucose
uptake measurements. Values represent meantSE of 4 individual experiments
performed in triplicate. Insulin-mediated 2-deoxy-glucose uptake were calculated
from the difference between insulin and noninsulin-stimulated values for each
experimental conditions. Mean values not sharing a common superscript are

significantly different at p < 0.05.
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Table 3: Effects of chronic cytokines/LPS exposure on lactate and glucose
concentrations in culture medium of L6 myocytes.

Conditions Lactate (mM) Glucose (mM)
Control 2.08+0.24 4.16+0.26
Cytokines/LPS 3.34+0.42* 3.751+0.14
L-NAME 1.79+0.20 4.45+0.22
Cytokines/LPS + L-NAME 2.21+0.30 4.34+0.25

Cells were treated or not with a combination of TNF-o (10 ng/ml), IF-y (200 U/ml) and
LPS (10 pg/ml), with or without L-NAME (2 mM), for 24 hrs. Medium was collected
and used for measurements of lactate and giucose concentrations as described in

Material and Methods. * p < 0.05 as compared to control values.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Effect of TNF-¢ (10 ng/mi), IF-y (200 U/ml) and LPS (10 pg/ml) on the

expression_of iINOS mRBNA in_ L6 myocytes. L6 cells were treated or not with

cytokines and LPS for 24 hrs before RNA isolation and RT-PCR analysis of iNOS
mRNA. GAPDH mRNA levels were also evaluated in the same RNA samples. The
sizes of the amplification products were, as expected, 653 base pairs for iINOS and
331 base pairs for GAPDH. The experiment shown is representative of 3 individual

determinations with different cells.

Figure 2. Effect of TNF-a (10 ng/ml), IF-y (200 U/ml) and LPS (10 pg/ml) on the

expression_of iINOS protein in L6 myocytes. L6 cells were treated or not with

cytokines and LPS for 24 hrs before protein extraction and Western blot analysis

with specific antibodies against iNOS and the a1-subunit of the Na/K-ATPase. The

migration of molecular weight standards (in kDa) are shown on the left. The
experiment shown is representative of 3 individual determinations with different

cells.

Figure 3. Histochemical detection of NOS in control (A} and cytokines/LPS-
treated (B) L 6 myocytes. Cells grown on coverslips were incubated in the presence
or not of the cytokines/LPS mixture for 24 hrs and NOS was visualized by
histochemical diaphorase staining as described in Material & Methods. Arrows point
to intense labeling located throughout the cytoplasm of muitinucleated myotubes.
Magnification : x 50. The experiment shown is representative of 2 separated

experiments.
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Figure 4. Dose-response curves of insulin-stimulated glucose transport _in
control and cytokines/LPS-freated L6 myocytes. Cells were treated as described in

Table 3, followed by addition of indicated concentrations of insulin before glucose
uptake measurements. When present, L-NAME was used at a concentration of 2
mM. Half-effective concentrations (ECsg) for the dose response curves were as
follows: control: 22 nM, cytokines/LPS: 70 nM, L-NAME: 20 nM; Cytokines/LPS + L-
NAME: 40 nM. Points represent mean+SE of 3 individual experiments performed in

triplicate. * p < 0.05 vs unstimulated (basal) 2-deoxyglucose uptake values.

Figure 5. Effects of cytokines/LPS and L-NAME on the expression of (A) GLUT1,
(B) GLUT3, and (C) GLUT4 glucose transporter proteins in L6 myocytes. Cells were

treated or not with a combination of TNF-o0 (10 ng/ml), IF-y (200 U/ml) and LPS (10
pug/ml), with or without L-NAME (2 mM), for 24 hrs. Total cell membranes were
isolated and equivalent amounts (50 pg) of proteins were subjected to SDS-PAGE
and immunoblotting with isoform-specific antibodies against GLUT1, GLUT3, and
GLUT4 as described in Materials & Methods. C: control, CT: cytokines/LPS, N: L-
NAME, CTN: cytokines/LPS + L-NAME. Results are expressed as relative changes
in the amounts of transporter proteins relative to control values. The migration of the
49 kDa molecular weight standard is indicated on the left. Points represent
meantSE of 3-4 individual determinations with different batches of cells. *p < 0.05

vs control.
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CHAPITRE 11

L’INSULINE INHIBE L’OXYDE NITRIQUE SYNTHETASE
INDUCTIBLE DANS LES CELLULES DE MUSCLE
SQUELETTIQUE
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RESUME

De récentes études ont demontré que les cytokines et les endotoxines
diminuent le transport de glucose stimulé par l'insuline en induisant I'expression de
'oxyde nitrique synthétase inductible (iNOS) et la production de NO dans les
cellules musculaires. Dans cette étude, nous avons déterminé si I'induction de
iINOS est modulée par P'insuline dans les myocytes L6. L'exposition chronique des
celiules musculaires en présence de tumor necrosis factor (TNF-a), d’interféron-y et
de lipopolysaccharide (LPS) augmente de fagon importante TARNm de iNOS ainsi
que la production de NO. L’'addition d'insuline aux cellules musculaires traitées aux
cytokines et & la LPS réduit de fagon significative (~40 %) la production de NO.
Cette inhibition était similaire a celle observée en présence du glucocorticoide
synthétique, le dexamethasone, un inhibiteur de I'enzyme iNOS dans plusieurs
types de cellules. La combinaison de l'insuline et du dexamethasone était plus
efficace a réduire la production de NO que ces deux agents seuls. Le
dexamethasone inhibe I'effet des cytokines/LPS dans I'induction de I'expression de
FARNm de iNOS. L'insuline toutefois n'a aucun effet inhibiteur sur les niveaux
d'expression de I'ARNm de iNOS dans les mémes conditions. Ces résultats
démontrent que l'insuline est un nouvel inhibiteur de la production de NO causée
par iNOS dans les cellules musculaires. De plus, nos résultats indiquent que
contrairement aux glucocorticoides, l'insuline n'inhibe pas la production de NO en

diminuant 'expression de la transcription du géne iNOS.
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SUMMARY

Recent studies have shown that cytokines and endotoxins impair insulin-
stimulated glucose transport by activating the expression of inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and NO production in skeletal muscle cells. In the present study,
we have investigated whether iNOS induction is modulated by insulin in L6
myocytes. Chronic exposure of muscle cells to tumor necrosis factor-a (TNF-a),
interferon-y (IFN-y) and lipopolysaccharide (LPS) markedly increased iNOS mRNA
levels and NO production. Addition of insulin to the cytokine/LPS-treated muscle
cells significantly reduced (by ~40%) NO production. This inhibition was similar to
that observed with the synthetic glucocorticoid dexamethasone, a known inhibitor of
INOS in several cell types. The combination of insulin and dexamethasone was
more effective than either agent alone in reducing NO production. Dexamethasone
markedly inhibited the effect of cytokines/LPS to induce cellular iNOS mRNA
expression. In marked contrast, insulin failed to reduce iINOS mRNA levels under
similar conditions. These results demonstrate that insulin is a novel inhibitor of
iINOS-mediated NO production in skeletal muscle cells. Furthermore, our data
indicate that unlike glucocorticoids, insulin does not inhibit NO production by
suppression of INOS gene transcription.

Key _words: insulin, nitric oxide, nitric oxide synthase, skeletal muscle,
glucocorticoids, cytokines, lipopolysaccharide.

Abbreviations: Nitric oxide (NO)
Nitric oxide synthase (NOS)
Inducible nitric oxide synthase (iNOS)
Lipopolysaccharide (LPS)
NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)
Tumor necrosis factor-a (TNF-o)
interferon-y (IFN-y)
Half-inhibitory concentration (ICsg)
Tetrahydrobiopterin (BH,)
Ailpha minimum essential medium («~-MEM)
Glyceraldehyde phosphate dehydrogenase (GAPDH)
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INTRODUCTION

Bacterial endotoxins and inflammatory cytokines are potent inducers of iINOS
activity and cellular expression. Such stimulation has been reported in
macrophages, where NO production is primary responsible for their antimicrobial
action, but also in various cell types including skeletal muscle cells (1). iNOS is
detected at rather low levels in intact skeletal muscle but its expression is markedly
increased following in vivo treatment with LPS (1-4), or in vitro exposure of skeletal
muscle cells to cytokines and/or LPS (5-7). We have recently shown that iNOS
induction is associated with impaired insulin-stimulated glucose transport in skeletal
muscle (2, 5). Moreover, iNOS inhibition by NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME) restored insulin action in cytokine-treated muscle cells (5). These studies
indicate that iINOS-mediated NO production reduces insulin action in skeletal
muscle cells. iINOS induction has also been shown to be responsible for the
impairment in muscle contractility that is observed in endotoxin shock (3, 8). A role
for INOS has also been proposed in causing muscle injury following ischemia-

reperfusion (9).

[t has been previously shown that INOS expression is modulated by
glucocorticoids in several cell types (1, 10-12). Recent studies further indicated that
peptidic hormones such as glucagon can also inhibit iINOS expression in
hepatocytes (13). Insulin was found to have no effect on liver INOS expression in the
same study. On the other hand, the hormonal modulation of skeletal muscle iINOS
still remains poorly understood. The aim of the present study was to determine
whether insulin modulates iINOS expression in skeletal muscle cells and to compare

this effect with that of the synthetic glucocorticoid dexamethasone.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture and treatment

A line of L6 skeletal muscle cells (kind gift of Dr. A. Klip, Hospital for Sick
Children, Toronto) clonally selected for high fusion potential was used in the present
study. Cells were grown and maintained in monolayer culture in a-MEM containing
2 % (v/v) foetal bovine serum and 1 % (v/v) antibiotic/antimycotic solution (10 000
units/ml penicillin, 10 000 pg/ml streptomycin and 25 pg/ml amphotericin B) in an
atmosphere of 5 % CO2 at 37°C. L6 myoblasts were plated in 10 cm dishes at 105
cells/ml and were used after complete differentiation to myotubes (7 days post-
plating), as previously described (5). L6 myotubes were incubated for 24 hrs with or
without TNF-a (10 ng/mi, 0.6 nM), IF-y (200 U/ml, 1 nM) and LPS (10 pug/ml), and in
the absence or presence of insulin (human Humulin R) and/or dexamethasone
(concentrations indicated in figure legends). In some experiments, the NOS inhibitor
L-NAME (2 mM) was also added with cytokines and LPS. The incubation medium
was then removed for analysis of nitrite and cells were immediately used for RNA

extraction and RT-PCR, as described below.

Nitrite production: The accumulation of nitrite in the incubation medium was used as
an index of NO production by iNOS. Nitrite production was fully inhibited in the
presence of 2 mM L-NAME. Furthermore, only iNOS can produce NO in the L6
myocytes since neither control nor cytokine/LPS-treated cells express the other
NOS isoforms eNOS and nNOS (2, 5). Nitrite was determined
spectrophotometrically using the Griess reagent as previously described (5). Briefly,
100 ul of the Griess reagent (1.0% Sulphanilamide/ 0.1% N-(1-
naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride) was added to 100 pl samples of the
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incubation medium in 96-well plates. The absorption was read at 540 nm against

standard curves of sodium nitrite.

RNA extraction and RT-PCR: Total cellular RNA was isolated using guanidium

thiocyanate-phenol-chloroform extraction with the TRIzol Reagent (Life
Technologies, Burlington, Ontario, Canada) based on the method developed by
Chomczynski and Sacchi (14). cDNA synthesis and amplification were performed
exactly as previously described (5). Sequences of the antisense and sense
oligonucleotides (based on rat iNOS and GAPDH) were as follows; iNOS: 5'-
TGGAACCACTCGTACTTGGGA-3' and 5'-CAAGAGTTTGACCAGAGGACC-3',
GAPDH: 5-AGATCCACAACGGATACATT-3' and 5-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-
3'. The expected sizes of amplification products were 653 base pairs for iINOS, and
331 base pairs for GAPDH. Amplification products were run in 8% acrylamide gels,
stained in ethidium bromide, and fluorescence associated with DNA bands was
analysed by laser scanning densitometry using a tabletop Agfa scanner (Arcus )

and quantitated with the NIH /mage program.

Statistical Analysis: Values are means = SE. The effects of insulin and/or
dexamethasone on NO production were compared by a two-way analysis of

variance (ANOVA). The level of significance was p < 0.05.

RESULTS

The effects of cytokines and LPS on iNOS expression and NO production by
L6 myocytes are shown in Figure 1. The cytokine/LPS mixture markedly induced
INOS expression as reflected both by an increase in INOS mRNA levels (Fig. 1A)

and nitrite accumulation in the incubation medium (Fig. 1B). These effects were
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specific for INOS since the expression of the house-keeping GAPDH gene was not
affected in the same cells. Furthermore, nitrite accumulation was prevented when
cells were incubated with cytokines/LPS and the NOS inhibitor L-NAME, confirming
that iNOS activity was responsible for the production of nitrite. Indeed, other NOS

isoforms are not expressed in these cells (5).

Addition of insulin to cytokine/LPS-exposed muscle cells significantly blunted
NO prod'uction (to 63+8 % of control) (Figure 2). As previously reported for other cell
types, dexamethasone also inhibited NO release by myocytes (to 56+3 % of control).
The combination of insulin and dexamethasone treatments was more effective in
blocking NO production (to 40£7 % of control) than either treatment alone. Figure 3
shows that insulin was more potent than glucocorticoids at inhibiting NO production.
Insulin‘s ability to reduce NO production was already detectable at 0.1 nM and was
almost maximal at 10 nM, whereas dexamethasone inhibition of cytokine-induced
NO release was barely detectable at 10 nM and clearly observed at doses of > 100

nM.

The effects of insulin and/or dexamethasone on iNOS gene expression in L6
myocytes are shown in Figure 4A and the mean data from 6 individual experiments
are depicted in Figure 4B. Insulin failed to affect iINOS mRNA induction in
cytokine/LPS-treated cells. In marked contrast, dexamethasone significantly
reduced iNOS gene expression in the same cells (to 58+8 % of control). The effect
of both agents were identical to that of dexamethasone alone. GAPDH mRNA levels

were not affected in any of those experimental conditions.

68



DISCUSSION

To the best of our knowledge, the present results show for the first time that
insulin can directly modulate iINOS activity in myocytes. In this regard, direct
modulation of iINOS activity by insulin has not been reported for other cell types. In a
recent study, Smith et al (13) found that glucagon inhibits cytokine-induced NO
production in hepatocytes but that insulin is without effect. Thus, our results suggest
that iINOS modulation by insulin is specific to muscle cells and not a characteristic of
all insulin-sensitive cells. interestingly, insulin has been shown to directly increase
endothelium NO production in isolated arterioles and in human umbilical vein
endothelial cells in culture, suggesting that the hormone activates the endothelial
type NOS isoform (eNOS) in these cells (15, 16). Thus, insulin regulation of NOS
activity appears to be isoform-specific. It will be important to determine the molecular

basis of this NOS type-specific modulation of NO production.

The effect of insulin on NO production was similar to that of dexamethasone
but the mechanisms implicated are clearly different. Indeed, both treatments
reduced iINOS-mediated NO production by about a half, but only dexamethasone
caused a decrease in INOS mRNA levels. In fact, the blunting effect of
dexamethasone on myocyte NO production could be entirely explained by the
suppression of iINOS expression. The partial additivity of insulin and
dexamethasone effects on NO production is also consistent with the proposition that
two different mechanisms are implicated. Further studies will be needed to identify
potential post-transcriptional mechanisms by which insulin inhibits NO production.
These include (but are not limited to) alterations in translation efficiency and/or
changes in protein stability, and/or direct modulation of the enzyme activity through
reductions in the availability of the substrate L-arginine or cofactors such as

tetrahydrobiopterin (BH4) [see (10, 12)].
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Insulin's ability to inhibit INOS activity in skeletal muscle may be relevant to
the pathogenesis of diabetes. Indeed, we have recently reported that cytokines
induce iINOS expression and that LPS synergistically enhances this effect in L6
myocytes (5). INOS induction in cytokine-treated muscle cells was associated with a
reduced ability of insulin to increase glucose transport in these cells but basal
glucose transport activity was augmented in the same condition. These effects could
be totally reversed by NOS blockade with L-NAME, implicating that iNOS-mediated
NO production was responsible for the alterations in glucose transport activity.
Furthermore, LPS challenge in rats also induced muscle iNOS expression (1-4, 6,
17) and NO production by isolated muscles (2), which were associated with an
impaired insulin-mediated glucose utilization in the same muscles (2). Increasing
NO concentrations to the levels seen in cytokine/LPS-treated cells by exogenous
addition of NO donor drugs to isolated rat muscles or cultured L6 myocytes also
blunted insulin action on glucose transport and amino acid uptake (2). On the other
hand, the present data demonstrate that insulin is a potent modulator of iINOS in
skeletal muscle cells as shown by its ability to inhibit the action of cytokines to
increase iINOS-mediated NO production. More studies are needed to confirm the
effect of insulin on INOS activity in skeletal muscle tissue in vivo. Nevertheless, the
present data suggest that under normal physiological conditions, muscle iNOS
activity is inhibited by circulating insulin levels. Interestingly, iINOS induction in
various disease states is associated with both an increased in inflammatory
mediators but also in a reduction in insulin levels or action. Thus, the lack of insulin
in type | diabetes (autoimmune or induced by streptozotocin) is associated with
increased macrophage iNOS activity (18). Moreover, we have recently observed that
skeletal muscle from streptozotocin-induced diabetic rats have increased iINOS

(Ca2+-independent) activity (unpublished data). Increased muscle iINOS expression
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in sepsis is also associated with a relative insulin resistance (i. e. lack of insulin
action) at the cellular level. Thus, iINOS activity in the above pathological states may
be induced by the combination of increased levels of inflammatory cytokines and
diminished insulin concentrations or action. It is interesting to note that obesity-
linked diabetes is also associated with increased levels of TNF-a and impaired
insulin action in both muscle and adipose cells (19, 20). It will be interesting to
investigate whether muscle and adipose cells from obese subjects have increased

iINOS activity, and if insulin's ability to inhibit the enzyme is impaired in these cells.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1 : Effect of cytokines and LPS on iNOS mRNA expression and nitrite
production in L6 myocytes. L6 cells were treated (CYTO) or not (CONT) with TNF-a

(10 ng/ml, 0.6 nM), [FN-y (200 units/ml, 1 nM), LPS (10 ug/ml) for 24 h, followed by
(A) RNA isolation and RT-PCR analysis of INOS mRNA levels. GAPDH mRNA levels
were also measured in the same samples. The sizes of amplification products were,
as expected, 653 bp for iINOS and 331 bp for GAPDH, and (B) Measurement of
nitrite production in the incubation medium. In some experiments, the NOS inhibitor
L-NAME was also added to the cells (CYTO + L-NAME). Results are representative

of 6 individual experiments.

Figure 2: Effects of insulin and/or dexamethasone on cytokines/LPS-induced NO
production in L6 myocytes. L6 cells were treated with cytokines/LPS for 24 h as

described in Figure 1. Cells were incubated with cytokines/LPS in the absence (C)
or presence of insulin (INS) 0.6 uM and/or dexamethasone (DEX) 1 uM before
measurement of nitrite. The bars represent mean £ SE of 6 individual experiments
performed in triplicate. Nitrite production in cytokines/LPS-treated cells was 8.8+0.7

uM. Bars not sharing a common superscript are different at p < 0.05.

Figure 3: Dose-response_relationships for the effects of insulin or dexamethasone
on cytokines/LPS-induced NOQ production in L& myocytes. L6 cells were treated with
cytokines/LPS with or without different concentrations of insulin (INS) or
dexamethasone (DEX) for 24 h before measurement of nitrite levels in the
incubation medium. Results are expressed relative to the maximal inhibition
observed at 1 pM of insulin or dexamethasone. Nitrite production in cytokines/LPS-
treated cells was 8.810.7 uM. The points represent the mean +SE of 2 individual

experiments performed in triplicate.
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Figure 4: Effect of insulin and/or dexamethasone on cytokines/L PS-induced iNOS

expression in L6 myocytes. L6 cells were treated with or without cytokines/LPS,
insulin 0.6 uM and/or dexamethasone 1 uM for 24 h before RNA isolation and RT-

PCR analysis of INOS and GAPDH mRNAs as in Figure 1. (A) Representative gels
showing iINOS and GAPDH amplified products. (B) MeantSE of 6 individual

experiments. Bars not sharing a common superscript are different at p < 0.05.
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CONCLUSION

L'obésité est associée a un état de résistance a linsuline et & une élévation
des niveaux de cytokines comme le TNF-a. Plusieurs études ont démontré un réle
important du TNF-a dans le développement de la résistance a linsuline dans le
muscle squelettique et dans le tissu adipeux. Certains mécanismes ont été
proposés dans le but d'expliquer les effets du TNF-a dans les cellules adipeuses.
Toutefois, ces mécanismes ne semblent pas impliqués dans la médiation des effets
du TNF-a dans les cellules musculaires.

La premiére partie de cette étude visait a déterminer le mécanisme par lequel
les cytokines causent la résistance a l'insuline dans le muscle squelettique. Notre
hypothése consistait a verifier 'implication du NO dans la médiation des effets des
cytokines. Le traitement au TNF-a, a l'iNF-y et & la LPS induit 'expression de iNOS.
Cette induction a été vérifiée par 'augmentation des concentrations de nitrite et par
I'augmentation des niveaux de 'ARNm et de la protéine iNOS. L'implication du NO
dans le développement de la résistance a linsuline a été démontrée par des études
de transport de glucose. Nos résultats indiquent que les cytokines et la LPS
diminuent la sensibilité et I'effet maximal de l'insuline sur le transport de glucose.
Ces effets sont causés par la production de NO puisque le traitement des cellules
en présence de L-NAME a bloqué la production de nitrite et a permis de rétablir
I'effet stimulateur de linsuline. Nos résultats démontrent également que
I'augmentation du transport de glucose de base est causée par une surexpression
de GLUT1 puisque le traitement au L-NAME empéche la surexpression de ce
transporteur et prévient I'augmentation du transport de glucose de base.

Lors d'études préliminaires, les mécanismes d’inhibition de I'action de
'insuline par le NO ont également été étudiés. Il est possible que les effets
inhibiteurs du NO proviennent d'une altération du systéme de signalisation de
I'insuline. D'ailleurs, des études antérieures effectuées chez les adipocytes ont
montré que les cytokines diminuent la phosphorylation sur les résidus tyrosine de
IRS-1 et du récepteur a I'insuline (86, 88, 196). L'effet des cytokines et de la LPS sur
la phosphorylation de ces protéines a également été vérifié dans les celiules
musculaires L6 (figure 5). Nos résultats préliminaires indiquent que l'activation de
iINOS par les cytokines et la LPS n'affecte pas les niveaux de phosphorylation de

83



ces deux protéines. Dans des études ultérieures, il sera intéressant de vérifier I'effet
des cytokines et de la LPS sur IRS-2 ainsi que sur les molécules de signalisation de
l'insuline situées en aval des protéines IRS tels que la Pl 3-kinase et la protéine
PKB/Akt.

A IR B IRS-1
+ + + +
= [} = (@] = (@) = (@]
5 = & = s = & <
O O & & &) (] O (®)

Anti-pY | Anti-pY
kDa kDa

Anti-IR Anti-IRS-1

Figure 5 : Gels représentatifs des effets des cytokines et de la LPS sur la
phosphorylation du récepteur a l'insuline (IR) (A) et de IRS-1 (B) dans les myocytes
L6. Suite a un traitement de 24 h. en présence de cytokines/LPS, les cellules ont été
lysées et les protéines IRS-1 et IR ont été immunoprécipitées a l'aide d'anticorps
spécifiques. Les niveaux de protéines ainsi que leur degré de phosphorylation ont
ensuite été mesurés par immunobuvardage avec les anticorps dirigés contre ces
molécules ou contre les phosphotyrosines.
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Nos résultats démontrent aussi que les cytokines et la LPS causent une
diminution de I'expression de GLUT4 et que cet effet est associé a une réduction de
I'effet de l'insuline sur le transport de glucose. Cependant, le traitement au L-NAME
a permis de rétablir I'action de l'insuline sans toutefois rétablir a la normale les
niveaux d'expression de GLUT4. Ces résultats suggérent que les cytokines et la
LPS diminuent la translocation de GLUT4 a la membrane plasmique puisque que le
L-NAME permet de ramener l'action de l'insuline malgré les niveaux diminués de
protéines GLUT4. Des études de fractionnement membranaire seront toutefois
nécessaires afin de vérifier I'effet des cytokines sur la translocation de GLUT4. Par
cette technique, nous pourrons déterminer la concentration de transporteur de
glucose dans les membranes plasmiques et les membranes internes a partir
desquelles GLUT4 est recruté.

Les résultats de la deuxieme étude démontrent que l'insuline inhibe la
production de NO par un mécanisme post-transcriptionnel. Plusieurs études devront
toutefois étre effectuées afin de déterminer si le taux de dégradation de la protéine,
I'efficacité de la transcription de 'ARNm ou l'activité de iINOS est modulé par
l'insuline. D'autres mécanismes tels qu'une diminution de la synthése de BH4 ou du
transport de L-arginine, pourraient également contribuer a expliquer l'effet inhibiteur
de l'insuline sur l'activité de iINOS (173).

Le role du BH, est encore peu connu toutefois il a été démontré que ce co-
facteur est essentiel a l'activité maximale des trois isoformes des NOS (161, 164).
L'enzyme responsable de la synthese de BH, est la GTP-cyclohydrolase I. Il a été
démontré que les cytokines stimulent l'activité de cette enzyme dans plusieurs types
de cellules (7, 200). Les résultats d'une récente étude suggérent que le
dexaméthasone inhibe la production de NO en diminuant la synthése de BH,. En
effet, le dexaméthasone diminue I'expression de la GTP-cyclohydrolase | en
réduisant la stabilité de TARNm de cet enzyme. Ces effets peuvent toutefois étre
renversés par l'addition de BH, exogéne ce qui démontre I'importance de ce co-
facteur au niveau de la régulation de l'activité de INOS. Des études sont
nécessaires afin de déterminer si l'insuline module "activité de INOS en diminuant
la synthése de BH,.

Le transport de L-arginine constitue également un autre élément important
dans la régulation de la production de NO étant donné que la L-arginine est utilisée
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comme substrat dans ia réaction de formation du NO. La L-arginine extracellulaire
traverse la membrane plasmique a l'aide du systéeme de transport des acides
aminés cationiques appelé le systéeme y*(204). Ce systéme de transport est
caractérisé par la grande affinité des transporteurs pour les acides aminés
cationiques situés a l'extérieur de la membrane plasmique (204). Trois
transporteurs ont été clonés chez la souris soit les transporteurs des acides aminés
cationiques-1 et 2B (CAT-1 et CAT-2B) (106, 198). Le transporteur CAT-1 est
distribué dans une grande variété de tissus (106) tandis que CAT-2B a été identifié
seulement dans les macrophages et dans les lymphocytes (39, 198). Le troisieme
membre de cette famille, le transporteur CAT-2A, a été identifié dans les
hépatocytes (38). Ce transporteur se distingue toutefois des autres membres
puisqu'il posséde une faible affinité pour les acides aminés cationiques. Il a été
démontré que les cytokines stimulent le transport de L-arginine et que cette
stimulation provient d’'une augmentation de 'expression des trois transporteurs de
L-arginine (173). Le traitement au dexaméthasone cause une réduction significative
du transport de L-arginine ainsi que des niveaux d'expression des différents
transporteurs. Plusieurs études sont donc requises afin de vérifier si I'insuline
module l'activité de iINOS en diminuant le transport de L-arginine et I'expression
des différents transporteurs.

En guise de conclusion, ces études ont permis de démontrer que
l'augmentation du transport de glucose de base, induite par les cytokines, est
causée par un mécanisme dépendant du NO. Cependant, le mécanisme par lequel
les cytokines causent une diminution de l'action de linsuline reste a étre identifié .
Nous avons également démontré le rdle de linsuline dans la modulation de
'activité de INOS. Les résultats de ces deux études permettent de mieux
comprendre les réles et les mécanismes de régulation de iNOS. Ces études nous
ont permis de mettre en évidence le réle de iNOS dans la modulation du transport

du glucose dans le muscle squelettique.
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