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RESUME

L’obésité est une maladie multifactorielle dont la génétique semble étre un acteur
prédominant dans le développement de cette maladie. Malgré de nombreuses études qui sont
a la recherche des polymorphismes responsables de cette maladie, trés peu d’études ont
vérifié si les profils d’adipokines des différents dépots adipeux étaient affectés par le bagage
génétique. Cette étude a émis comme hypothése que le bagage génétique était un acteur
important dans le processus d’inflammation causé par 1’obésité. Deux souches de souris
femelles ont ét¢ étudiées soient la C57BL/6 et la SJL. La souris SJL est une souris résistante
a la nourriture riche en lipides i.e. qu’elle ne développe pas de surpoids relié a sa
consommation contrairement a la C57BL/6. Conséquemment, le profil d’adipokines de la
souris SJL ne devrait pas étre affecté par ce régime. Les souris C57BL/6 et SJL ont été
nourries pendant 12 semaines avec un régime riche en lipides. Les marqueurs d’inflammation
suivant : le TNF-a, I’'IL-6, la leptine, I’adiponectine, I’TL-10 et le TGF-{31 ont été dosés par
ELISA. La nourriture HTL n’a pas entrainé de surpoids chez aucune des deux souches.
Cependant, le profil d’adipokines de la souris C57BL/6 est affecté par la nourriture riche en
lipides. Dans le tissu MES, la quantité de TNF-o, I1L-6, leptine, adiponectine et I1.-10 est
significativement plus élevée comparativement aux quantités retrouvées chez les souris
témoins. Cette donnée suggere qu’une nourriture riche en lipides est capable d’induire des
changements dans le métabolisme du tissu adipeux. Bref, le métabolisme du tissu adipeux
serait régulé par d’autres facteurs que 1’obésité. Chez SJL, les niveaux d’adipokines ne sont
pas affectés par la nourriture riche en lipides comparativement aux souris témoin excepté
pour ’adiponectine. Il y a une diminution de I’adiponectine dans le tissu ING et MES. Les
réponses différentes a une nourriture riche en lipides pourraient s’expliquer par les niveaux
d’adiponectine. L’adiponectine est une hormone anti-inflammatoire et sa quantité est 100X
plus élevée chez la souris SJIL que chez C57BL/6. Chez la souris SJL, la quantité élevée
d’adiponectine pourrait jouer un rdle protecteur contre 1’inflammation. En conclusion, cette
¢tude suggere que le bagage génétique a une influence sur le profil d’adipokine.

Mots clefs: Adipokine, pro-inflammatoire, anti-inflammatoire, tissu adipeux, inguinal,
mésentérique, paramétrial, TNF-a, IL-6, leptine, I1.-10, adiponectine, TGF-{3, C57BL-6 et
SIL.



CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 L’excés de poids

1.1.1 Définition de I’excés de poids

Le mode de vie des derniéres décennies a fait exploser le nombre de personnes ayant des
problémes de surpoids. L.’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) définit ’exces de poids
par une accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé. 11
existe deux catégories a I’exces de poids; le surpoids (I’embonpoint) et I’obésité. Le surpoids
et I’obésité sont des termes généralement déterminés a partir de 1’Indice de Masse Corporel
(IMC). L’IMC est la mesure la plus couramment utilisée pour classer le poids corporel.
L’IMC permet d’évaluer les risques associés a un excés de poids ou & un poids insuffisant.
L’IMC se calcule en divisant la masse de la personne (Kg) par la taille (M) au carré. Chez
’adulte, un IMC compris entre 25 et 30 exclusivement indique que le sujet a un probleme de
surpoids et qu’il a des risques accrus de développer des problémes de santé. Un IMC de 30
ou plus signifie que la personne présente une obésité et qu’elle a des risques €élevés de

développer des problémes de santé (Voir tableau 1).

Les probléemes de santé associés a l’excés de poids sont trés nombreux. Le surpoids et
’obésité sont associés au syndrome métabolique. L’obésité est associée au diabete de type I,
’hypertension, I’arthrite, ’arthrose, 1’asthme, la calcification des artéres, etc. L’obésité

provoque aussi un déréglement du systéme inflammatoire (Wellan, 2003). De plus, une



personne obese est beaucoup plus susceptible de développer un cancer (Calle et Kaaks,

2004).

Classification Catégorie de 'IMC Risque de développer
(kg/m2) des problémes de santé
Poids insuffisant < 18,5 Accru Accru
Poids normal 18,5 - 24,9 Moindre Moindre
Exces de poids Accru 25,0-29,9
Accru
Obésité
Classe I 30,0 — 34,9 Elevé
Classe 11 35,0 - 39,9 Tres élevé
Classe III > 40,0 Extrémement élevé

Tableau 1.1: Les risques associés 2 I’indice de masse corporel. Lignes directrices
canadiennes pour la classification du poids chez les adultes - Guide de référence rapide a
Iintention des professionnels, 2003

1.1.2 Statistiques reliées a I’exces de poids

L’organisation mondiale de la santé a déclaré que I’obésité est une épidémie non infectieuse.
Cette déclaration démontre la gravité de cette maladie. En Europe, la prévalence a 1’obésité a
triplé entre 1980 et 2005 (Copenhague et Bucarest, 2005). Vingt pourcent des hommes et
30% des femmes des pays européens seraient atteints de cette maladie (Copenhague et
Bucarest, 2005). Au Canada en 2004, 23,1% des adultes souffraient d’obésité (Statistique
Canada, 2004). La situation est encore plus alarmante aux Etats-Unis puisque 33,3% de la
population souffre d’obésité selon une étude de Centers for Disease Control and Prevention,
Department of Health and Human Services publiée en 2002. La situation est encore plus
critique chez les enfants et les adolescents. A titre d’exemple, la France a vu I’obésité chez
les enfants 4gés de 7 a 11 ans grimper de 3% a 16% entre 1960 et 2000 (Lobstein et Frelut,

2003). Au Canada, le taux d’obésité chez les enfants agés de 2-17 ans est passé de 12% a 18




% entre 1978 et 2004 (Shields, 2004). Au Etats-Unis, la prévalence a ’obésité chez les
enfants agés de 6 a 11 ans est passée de 4% a 16% entre 1970 et 2000 (Lobstein, 2004).

L’augmentation des personnes atteintes de I’obésite et ses nombreuses maladies subséquentes
font en sorte que I’obésité est trés dispendieuse a soigner. En 2001, le fardeau économique au
Canada associ€ a 1’obésité était de 5.3 milliards de dollars ce qui correspond a 2.6% des cofits
associés au budget de santé (Katzmarzyk et Janssen, 2004). Ce chiffre risque fortement

d’augmenter étant donné I’augmentation du taux d’obésité actuellement observé.

1.2 Les effets physiologiques et les maladies reliées a I’excés de poids

1.2.1 Le syndrome métabolique

Dans un premier temps, ’exces de poids entraine un changement du métabolisme général qui
se nomme le syndrome métabolique. Il se refléte par une augmentation du taux sanguin des
triglycérides, des lipoprotéines de faible densité (LDL) et de la glycémie. Il y a aussi une
diminution du taux sanguin des lipoprotéines de haute densité. La personne peut souffrir
aussi d’hypertension. Ces changements sont les signes précurseurs de maladies graves.
L’augmentation du taux de glycémie et I’hypertension sont associées au diabete du type 11
tandis que [’augmentation des triglycérides et des lipoprotéines de faible densité sont associée

aux maladies du cceur (Kahn et a/, 2005).

1.2.2 Le diabéte type 11

Le diabéte du type Il est une maladie souvent associée au surpoids. Avant de décrire cette

maladie, il est important de comprendre le mécanisme de I’insuline.

Le passage du glucose du sang vers les cellules s’effectue a l’aide, entre autres, des
transporteurs GLUT-4. Les GLUT-4 sont endocytés a I’intérieur des cellules. Sous ’action

de I’insuline, les GLUT-4 sont exocytés a la membrane de la cellule. L’insuline est une



hormone pancréatique qui se lie a son récepteur insulinique qui posséde 4 peptides glycosylés
reliés par des ponts disulfures. Ces peptides se divisent en 2 catégories : les sous unités a. et
les sous unités B. Les sous unités o situées & la surface de la membrane permettent la fixation
de I'insuline. Les sous unités B sont des peptides transmembranaires ayant une activité
kinase. La fixation de I’insuline aux sous unités o Iéve 1’inhibition de ’activité kinase. Les
kinases peuvent ainsi phosphoryler des molécules Insulin Receptor Substrate (IRS). Les IRS
sont subdivisés en 3 catégories : IRS-1, 2 et 3. L’IRS-3 permet ’exocytose des GLUT-4.
IRS-2 permet aussi la translocation des GLUT-4 mais son action a été seulement observée
chez les adipocytes. IRS-1 n’agit pas au niveau des GLUT-4, il active les mécanismes de

survie de la cellule, bref les voies anti apoptotiques (Capeau, 2003).

Les personnes ayant une incapacité a assimiler le glucose souffrent de diabéte. Il y a deux
types de diabéte; le diabéte du type [ et le diabete du type 1I. (The Expert Committee on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 1997) Le diabéte du type I est considéré
comme le diabéte juvénile puisque les patients sont atteints en bas dge. Leur pancréas produit

une quantité insuffisante d’insuline pour assimiler le glucose (Eiselein et al., 2004).

Le diabéte du type II était souvent associé au vieillissement. Les patients développent une
résistance a I’insuline. La résistance empéche la translocation des GLUT-4 vers la surface de
la membrane. Conséquemment, les cellules ne peuvent assimiler correctement le glucose
sanguin (Erikssson et al., 1992). Cette désensibilisation est progressive. Les premiers
symptémes apparaissent dix quinze ans apres le début de la maladie. Cependant, a long
terme, 1’augmentation du glucose sanguin entraine une augmentation de la production
d’insuline. Ce cercle vicieux entraine un épuisement des cellules pancréatiques et une
diminution de la production d’insuline (Kulkarni et a/., 1999). Les mécanismes qui
conduisent & cette désensibilisation sont encore méconnus. Par contre, ce mémoire présente

quelques mécanismes potentiels qui induiraient la résistance a I’insuline.

Malgré la lente évolution de cette maladie, le diabéte du type Il est en nette progression a

travers le monde puisque cette maladie est fortement présente chez les personnes obéses



(King et al., 1998; Zimmet et al., 2001). Méme les enfants ayant des problémes de surpoids
sont atteints de cette maladie (Matyka, 2008). Une des problématiques avec le diabéte du

type 1l ¢’est qu’il entraine plusieurs maladies cardiovasculaires (Grundy et a/., 1999).

1.2.3 Maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont nombreuses, une des plus courantes est I’artériosclérose.
Le diabéte et ’obésité sont associés entre autres a 1’artériosclérose (Grundy et al., 1999;

Haslam et James, 2005).

Cette maladie entraine un durcissement des artéres. Le durcissement des artéres est induit par
ces trois phénomenes : la formation de plaques lipidiques riches en cholestérol au niveau de
I’intima, la prolifération des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et I’infiltration des
monocytes dans ’intima des vaisseaux (Cottart et a/., 2008). Le processus qui mene a la

formation des plaques est complexe et pas encore totalement élucidé (Cottart et a/., 2008).

Le diabete du type 11 et l'artériosclérose sont tous les deux associés a 1’obésité. Plusieurs
études ont essayé de déterminer les mécanismes qui expliquent le lien entre I’obésité, le
diabéte et les maladies cardiovasculaires. Il est maintenant reconnu que les protéines pro-
inflammatoires peuvent influencer le diabéte et les maladies cardiovasculaires. Chez les
personnes obeses, il y a une augmentation des marqueurs et de protéines pro-inflammatoires.
La prochaine section de ce mémoire présente, les études qui ont trouvé une corrélation entre
les 2 maladies mentionnées préalablement et I1’augmentation des protéines pro-

inflammatoires.

1.2.4. L’inflammation

Les changements métaboliques qui se déclenchent chez les personnes obeses provoquent une

inflammation chronique de faible intensité. Chez les personnes obeses, les marqueurs et les



cytokines pro-inflammatoires augmentent dans le systéme circulatoire. Chez les personnes
obéses on observe une augmentation sanguine de la protéine C-réactive, de I’'[L-6, du TNF-a
et de I’haptoglobine comparativement aux personnes ayant un poids normal (Yudkin et a/,,

1999; Das, 2001; Festa et al., 2001; Engstrém et al. 2003).

L’augmentation des protéines pro-inflammatoires chez les personnes obeses est associée a de
nombreux problémes de santé. Chez les patients obéses souffrant de diabéte du type II, on
retrouve un haut niveau d’IL-6, de TNF-a et de la protéine C-réactive (Pradhan et a/, 2001,
Hotamisligil, 1993). Chez les sujets obeses et ayant des problémes cardiaques on retrouve un

taux anormalement ¢élevé d’IL-6 et de la protéine C-réactive (Rifai et al., 1999).

Chez les personnes obeses, on constate aussi une diminution d’une hormone anti-
inflammatoire soit I’adiponectine (Arita, 1999; Manigrasso et al., 2005). Cette diminution est
associée a la résistance insulinique et au syndrome métabolique (Hotta et al., 2000; Choi et
al., 2007). De plus, une diminution sanguine de I’'IL-10 chez les patients obéses est associée

au syndrome métabolique (Manigrasso et al., 2005; Choi et al., 2007).

A ce jour deux tissus ont été découverts comme étant responsables de cette inflammation.
Dans un premier temps, le foie produit la protéine C-réactive, une protéine hautement
inflammatoire associée a I’inflammation aigué. Dans un deuxiémement temps, il y a le tissu

adipeux.

Le tissu adipeux a longtemps été considéré, a juste titre, comme une réserve énergétique mais
depuis que I’équipe de recherche de Zhang a découvert en 1994 que la leptine est secrétée
majoritairement par le tissu adipeux, ce dernier est maintenant considéré comme un tissu
ayant également des propriétés endocriniennes. Depuis cette découverte, les chercheurs ont
observé que le tissu adipeux était capable de synthétiser une multitude de protéines ayant des
fonctions précises dans I’organisme (figure 1.1). Parmi ces protéines, il y a des protéines pro-
inflammatoires et des protéines anti-inflammatoires. Chez les personnes obeses, le tissu

adipeux contribuerait de deux maniéres a I’augmentation de I’inflammation. Dans un premier



temps, la production de certaines cytokines stimulerait |’expression de molécules pro-
inflammatoires dans certains organes. Par exemple, le tissu adipeux produit de I’IL-6. Cette
interleukine stimule la production de la protéine C-réactive qui est d’origine hépatique
(Fontana et al., 2007). Ce mécanisme augmenterait le niveau d’inflammation. Dans un
deuxieme temps, les cellules qui composent le tissu adipeux subissent des changements
métaboliques. Ces changements entrainent une augmentation de la production des protéines

pro-inflammatoires (Fantuzzi, 2005).
leptin

PAI-1, haptoglobin

TNF
: v\ , . / serum amyloid A
IL-1B, IL-6

w10, T6rp € o oo T NGF

\ VEGF

MCP-1
MIF, IL-8

adiponectin

Figure 1.1 : Les principales adipokines synthétisées par le tissu adipeux (Arner, 2005).



1.3 Le tissu adipeux et les cellules qui le composent

Comme €noncé auparavant le tissu adipeux est capable de synthétiser des protéines ayant des
fonctions autocrines, paracrines et endocrines. Ces substances bioactives peuvent provenir de
différentes cellules : les macrophages, les adipocytes, les préadipocytes entre autres. Les
protéines sécrétées par ces cellules se nomment adipokines. En ce moment, il existe un débat
autour du terme adipokine. Certains articles stipulent que les adipokines sont secrétées
uniquement par les adipocytes et d’autres affirment que les adipokines sont secrétées par le
tissu adipeux. Dans ce mémoire, le terme adipokine désigne 1’ensemble des protéines

synthétisées par le tissu adipeux.

Ce mémoire décrit les cellules du tissu adipeux qui joueraient des réles prédominants dans un
contexte d’obésité soit les macrophages, les adipocytes et les préadipocytes. Le tissu adipeux
est composé aussi de monocytes, de lymphocytes et de fibroblastes toutefois, il y a tres peu

d’étude a leurs sujets (Juge-Aubrey et al., 2005).

1.3.1 Macrophages

Les macrophages font partie de la premiére ligne de défense du systéme immunitaire. Dans le
tissu adipeux les macrophages auraient pour réle d’éliminer les cellules adipeuses mortes par
phagocytose, processus par lequel une cellule internalise un corps étranger (Strissel, 2007).
Les macrophages (originaires des monocytes) peuvent €tre activés par deux voies : la voie

classique et la voie alternative (Mantovani et al, 2004).

La voie classique est une voie inflammatoire qui permet d’éradiquer les agents pathogenes. In
vivo, I’activation de la voie classique débute lorsqu’un lymphocyte T auxiliaire du type Tyl
reconnait un macrophage infecté¢ par un micro-organisme. Le macrophage infecté présente
’antigéne aux lymphocytes Tyl & l'aide des récepteurs like Toll (TLR). Les lymphocytes
vont se lier aux récepteurs et cette liaison active la production d’INF-y par les lymphocytes.

Ensuite, INF-y va activer les macrophages ce qui va engendrer la production des cytokines



pro-inflammatoires (TNF-a, [L-6, INF-y, IL-12, IL-1) (Nathan, 1991). Cette voie permet
aussi la synthese de chemiokines comme le monocyte chemoattrant protein 1 (MCP-1). Cette
voie active la phagocytose ainsi que [’activit¢ microbicide (Duffield, 2004). L’activité
microbicide peut se définir par la dégradation des agents pathogénes par 1’intermédiaire
d’oxydants comme le monoxyde d’azote (NO) et le peroxyde d’hydrogéne. Une des fagons
de mesurer le pouvoir microbicide est de mesurer ’activité de la nitric oxide synthase
inductible (iNOS), enzyme qui permet la synthése du NO (Hibbs., 2002). In vitro, la voie
classique peut étre activée par 1’ajout des LPS ou de ’INF-y (Duffield, 2004).

La voie alternative est une voie anti-inflammatoire. Elle permet d’inhiber 1’inflammation de
la voie classique et de réparer les tissus endommagés par I’inflammation. La voie alternative
est activée par les lymphocytes de type Ty2 qui donnent la capacité aux macrophages de
synthétiser des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, et TGF-[3 et [’antagoniste du récepteur
IL-1) (Duffield, 2004). Il y a aussi une diminution de la voie de NO (Rutschman et a/., 2001).
Il est & noter que les cellules Ty2 sont capables d’inhiber la voie Tyl et vice-versa

(Romagnani, 1994). In vitro, cette voie peut étre stimulée par I'IL-10 (Duffield, 2004).

1.3.2 L’adipocyte

Il est depuis longtemps connu que [’adipocyte a comme fonction d’emmagasiner les
triglycérides. Lors d’un besoin énergétique, I’adipocyte scinde les triglycérides en acides gras
et en glycérol. Pour déterminer 1’activité d’accumulation des triglycérides, la LPL (une
enzyme essentielle a I’incorporation des acides gras a la cellule) est souvent dosée, (Goldbert,
1996) tandis que I’activité de la lipolyse est dépendante de I’activité de I’hormone sensitive
lipase (HSL) puisque le catabolisme des lipides débute par I’action de cette enzyme. Cette
enzyme permet de transformer les triglycérides en diglycérides. Ces deriers sont transformés
successivement en monoglycérides et en acides gras par I’intermédiaire de différentes lipases
intracellulaires. La derniere réaction permet la libération de glycérol et des acides gras. Les

acides gras libérés peuvent étre, entre autre, métabolisés par la voie de la B-oxydation
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intramitochondriale musculaire pour fournir de I’adénosine triphosphate aux cellules (Langin,

2006).

Chez I’humain, Pactivité de I’"HSL est principalement régulée par les catécholamines. Les
catécholamines stimulent la HSL via les récepteurs f-adrénergiques ou l'inhibent en se liant
aux récepteurs a2-adrénergiques (Langin, 2006). Les récepteurs B-adrénergiques sont couplés
a des protéines G stimulatrices. Les protéines G stimulatrices activent I’adényl cyclase qui a
son tour permet la production de ’adénosine monophosphate cyclique (AMP.). L’AMP,
active la protéine kinase A qui active la HSL directement par une phosphorylation. La
protéine kinase A permet a la HSL d’avoir accés a la gouttelette lipidiques. Normalement, la
HSL est complexé aux protéines périlipine. Les périlipine empéchent la protéine HSL d’avoir
acces a la gouttelette lipidique. L’activation de la protéine kinase A  permet la
phosphorylation de la périlipine ce qui entraine la dissociation du complexe. Une fois libérée,
la HSL pénétre dans la goutellettes lipidique ou sont séquestrés les lipides (Carmen, 2006).
Les récepteurs a2 sont couplés a des protéines G inhibitrices. Les Gi permettent d’inhiber
I’adenyl cyclase ce qui entraine la diminution de 1’adénosine monophosphate cyclique

(Carmen et Victor, 2006).

Lors d’une activité physique ou d’un stress, il y a une augmentation de la production des
catécholamines comme I’adrénaline et la noradrénaline qui a pour effet de stimuler la lipolyse
via les récepteurs adrénergique B, et 3, (Langin, 2006). Chez les rongeurs, le récepteur B3 se
retrouve principalement dans les tissus adipeux blanc et brun. La stimulation du récepteur 33
par les catécholamines engendre une forte réponse lipolytique (Arch et Wilson, 1996). Chez
I’humain, I’activité lipolytique par les récepteurs B3 est faible (Tavernier, 1996). L activité de
PHSL est affectée chez les personnes obéses. Ces concepts ont été expliqués briévement
puisque ce mémoire ne traite pas des voies de signalisation adipocytaire mais plutét de son

réle immunitaire.

L’effet inhibiteur a2-adrénergique augmente avec I'IMC et le niveau de sédentarité. Cela
serait d0 a une sensibilit¢ plus importante des récepteurs a2 et une diminution de la

sensibilité des récepteurs B a la réponse des catécholamines. Par conséquent, lors d’une



11

activité physique, la lipolyse des personnes obeses est plus faible que les personnes ayant un
poids santé (Stich et al., 2000). Paradoxalement, a 1’état basal, les personnes obéses ont une
lipolyse plus élevée que les personnes de poids normaux. (Stich et al, 2000) D’apres la
littérature, ce phénomene peut s’expliquer en autres par 1’augmentation du TNF-a (Arner,
2005). Le TNF-a est un agent lipolytique qui permet d’activer la HSL en levant I’inhibition
exercée par les périlipines (Arner, 2005). L’augmentation de la production de cette derniere
dans le tissu adipeux des personnes ob€ses pourrait contribuer a augmenter I’activité de la

lipolyse basale (Arner, 1995).

Tel que mentionné plus haut, I’équipe de recherche de Zhang a découvert que la leptine est
synthétisée par le tissu adipeux. En fait, ce sont les adipocytes qui synthétisent la leptine. La
leptine est une hormone qui joue plusieurs réles dans 1’organisme dont [’inhibition de
I’appétit. Par exemple, les souris déficientes en leptine (souris ob/ob) souffrent d’hyperphagie
(Zhang et al., 1994). Depuis la découverte de Zhang, la liste des adipokines secrétées par le
tissu s’est allongée. Les cellules adipeuses sont capables de secréter des hormones comme
’adiponectine et la résistine (Maeda et a/., 1996; Janke et al., 2002). Toutefots, il existe une
discorde dans la classification de ces trois protéines. Certains les classifient comme des
cytokines et d’autres comme des protéines. Cette différence de nomenclature provient des
champs d’expertise des auteurs puisque ces trois hormones jouent autant des rdles
physiologiques qu’inflammatoires. Les adipocytes synthétisent aussi les facteurs de
croissance suivants : VEGF et le NGF (Fain et al., 2004; Peeraully, 2004). Elles sécrétent
aussi des cytokines pro-inflammatoires : IL-6 et TNF-o (Fain et al., 2004). Elles synthétisent
aussi le PAI-1 qui participe a la coagulation des vaisseaux sanguins. Les adipocytes
produisent des chemoattractants : MCP-1 et MIF (Skurt et a/., 2005, Gerhardt et al., 2001).
Finalement, les adipocytes secretent aussi plusieurs prostaglandines dont la prostaglandine
E2 (PGE2) et la prostanglandine 12 (PGI2) (Axelrod et levine, 1981; Fain et a/, 2002). Les
adipocytes produisent d’autres adipokines toutefois, ce mémoire a présentée les principales

adipokines de cette étude.

En plus de secréter des adipokines les adipocytes possedent des marqueurs de surface

identiques aux macrophages. Parmi ces marqueurs, il y le Cd36. Chez les macrophages, le
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Cd36 est impliqué dans le processus de phagocytose. Chez I’adipocyte, il est impliqué dans le
transport des acides gras (Aiman, 1996). L’adipocyte posseéde aussi des récepteurs de la
famille des toll like recpetor (TLR) (Lin, 2000). Cette famille de récepteurs se retrouve
habituellement chez les macrophages. Ils se fixent aux corps étrangers comme les
lipopolysaccharides (LPS). Cette fixation permet d’activer le récepteur et de reconnaitre les
corps étrangers (Kirschning CJ et Bauer S., 2001). L’étude de Lin a démontré que les
adipocytes expriment les récepteurs TLR 2 et 4. L’étude de Lin a démontré que les
adipocytes peuvent étre stimulés avec les LPS et que cette stimulation entraine une hausse
des adipokines pro-inflammatoires ainsi qu’une hausse de I’expression du récepteur TLR2.
(Lin, 2000) Une autre étude récente a démontré que les adipoyctes 3T3-L1 cultivés avec des
ligands des TLR (LPS, Poly (U), Poly (I :C), macrophage-activating lipopeptide, Pam3Cys et
CpG) entraine une hausse de la production de I’IL-6, de la resistine et de MCP-1. Cette étude
conclue que les TLR des adipocytes jouent un rdle essentiel dans 1’immunité. Toutefois

aucune étude a notre connaissance n’a établie le role des TLR (Kopp et /., 2009).

En résumé, les adipocytes sécrétent des protéines du systeme immunitaire et possedent des

caractéristiques similaires aux macrophages.

1.3.3 Les préadipocytes

Les préadipocytes sont les cellules précurseures des adipocytes. A ce jour aucun marqueur
antigénique spécifique a cette cellule n’a été trouvé a notre connaissance. D’apres la revue
littéraire de Cousin publiée en 2006, ces cellules sont seulement caractérisées par leurs
capacités d’adhésion et de différenciation en adipocyte (Cousin et al., 2006). Ces cellules

posse€dent aussi de nombreuses similitudes avec les macrophages.

D’abord, elles sont capables de synthétiser des adipokines de la famille des cytokines pro-
inflammatoires tel qu’lL-6, TNF-a et interleukine-18 (IL-18) et des chemoattractant tel que

MCP-1 (Chung, 2006).
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De plus, les préadipocytes possedent des récepteurs TLR 2 et 4 et ils sont sensibles aux LPS.
Une étude in vitro a démontré que les préadipocytes 3T3-L1 stimulés aux LPS produisaient

beaucoup plus d’IL-6 que les adipocytes 3T3-L1.

Par contre sans la stimulation des LPS, la production d’IL-6 chez les préadipocytes et les
adipocyte 3T3-L1 est pratiquement nulle. Cela démontre qu’il faut une stimulation des

préadipocytes et des adipocytes pour qu’il ait production d’IL-6 (Harkins et al., 2004 ).

Les préadipocytes murins en culture primaire ou en lignées présentent une activité
phagocytaire et microbicide. Toutefois, leur pouvoir phagocytaire est beaucoup moins
important que celul des macrophages activés (Cousin et al., 1999). De plus, I’étude de
Charriere a démontré que les préadipocytes sont capables de se différencier en macrophages.
Dans ce contexte, des préadipcoytes marqués par un fluorescent (4',6'-diamidino-2-
phénylindole) ont été injectés dans la cavité périton€ale de souris Nude, et leur devenir ont
été suivis. Six heures apres leur injection, la grande majorité des préadipocytes exprimaient
les marqueurs spécifiques des macrophages soit : Mac-1 et F4/80. Cette différenciation a
perduré au cours du temps puisque les cellules exprimaient encore MAC-1 et F4/80 une
semaine apres I’injection (Charriere et a/., 2003). Cette propriété intéressante suggere que les
préadipocytes participent a la défense immunitaire. Elles suggérent un lien de parenté entre

les deux lignées (Charriere et al., 2003).

Une étude a comparé ’ADN des macrophages et des préadipocytes par la technique de
micro-arrays afin de déterminer si ces lignées ont une origine commune. Cette technique
permet de comparer I'expression de quelques milliers de génes dans deux populations de
cellules distinctes. L’analyse informatique de ces données a permis de définir une parenté
commune entre les populations macrophagiques et pré adipocytaire (Charriere et al., 2003).
Cette donnée renforcit I’hypothese que les préadipocytes pourraient participer a la défense

immunitaire.
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En résumé les macrophages, les adipocytes et le préadipocytes sont capables de synthétiser
des adipokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. Leurs actions sont nombreuses
(physiologique, immunologique, biochimique...) toutefois ce mémoire va se concentrer sur la

description de leurs fonctions immunologiques au niveau du tissu adipeux.

1.4 Les principales adipokines

Cette section résume le rdle connu des adipokines. Toutes les protéines présentées a moins
d’avis contraire sont produites par le tissu adipeux. La section précédente a présenté les

cellules productrices de ces adipokines.

1.4.1 Le Tumor Nécrosis Factor alpha

Le TNF-o est une cytokine pro-inflammatoire secrétée lors d’une infection ou lors de

maladies chroniques.

Le TNF-o humain posséde 79% d’analogie avec celui de la souris. Le TNF-o humain est
constitué de 157 acides aminés et celui de la souris est formé de 156 acides aminés. Le poids
moléculaire du TNF-a humain est de 17.3 kDa tandis que celui de la souris est de 18.5 kDa

(Jones et al., 1989).

Au niveau des macrophages en général, [e TNF-a est un co-facteur de I’activateur de la voie
classique. Il active les lymphocytes Tyl et favorise I’interaction entre I’INF-y et son récepteur
(Hackett, 1988). Il augmente I’expression des lysozymes, de I’lL-1, de I’'IL-6 et de I’IL-18
des macrophages. Il agit comme un co-facteur pour accroitre [|’activité microbicide,
cytostatique et cytotoxique (Cavaillon, 1996). Le TNF-a régule de nombreux genes dans les

adipocytes 3T3-L1.
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Chez les adipocytes 3T3-L1, le TNF-o inhibe de nombreux genes normalement exprimés
comme celui de ’HSL et de la leptine. Le TNF-o stimule I’expression des genes
normalement activés chez les préadipocytes (Ruan, 2002; Zhang, 2000). Cette
dédifférenciation conduirait 4 une augmentation de la production des marqueurs pro-
inflammatoires (Ruan, 2002). Chez les adipocytes humains ou dans la lignée cellulaire 3T3-
L1 cultivés en présence de TNF-a, le TNF-a stimule I’expression de I’ARN,, de MCP-1, IL-
6 et NGF. (Wang, 2005; Zhu et a/., 2008, Lagathu et a/, 2003, Rotter et al, 2003, Peeraully et
al., 2004). De plus, il inhibe ’expression de I’ARN,, de I’adiponectine et de la résistine chez
les adipocytes humains et 3T3-L1 (Wang et al., 2005, Fasshauer et a/., 2002; Shojima, 2002).
Malgré une diminution de ’ARN,, de la leptine et de 1’adiponectine, les niveaux de sécrétion
de ces hormones ne sont pas affectés (Wang et a/., 2005 ; Zhang et a/., 2000). La leptine est
méme secrétée de fagon plus abondante lorsque les adipocytes humains sont mis en contact
avec le TNF-a. (Zhang et al., 2000) Pour expliquer cette contradiction, I’étude de Zhang a
proposé que le TNF-a hausse la libération de la leptine déja synthétisée mais inhibe ’ARN,,
de la leptine. Cependant, les mécanismes qui permettent d’augmenter la sécrétion de la
leptine sont encore méconnus. Quant a 1’étude de Wang, cette contradiction est expliquée par
le temps de I’expérience. Les adipocytes humains ont été incubés pendant 24h. L’hypothese
de Wang propose que la synthese de I’adiponectine prend plus de 24h. Donc, 1’équipe de
Wang ne peut observer un effet lorsque les adipocytes sont cultivés 24h (Wang et al., 2005).

Au niveau physiologique, le TNF-o inhibe la LPL (Fried et a/., 1989). Malgré le fait que le
TNF-c diminue I’expression de ’ARNm de I’HSL, le TNF-a stimule la lipolyse dans les
cellules adipeuses en levant I’inhibition de 'HSL (Sumida et al. 1997, Ryden et al, 2002;
Souza et al., 1998 ). In vivo, le TNF-a induit I’apoptose dans les adipocytes humains (Prins

etal., 1997).

Au niveau des préadipocytes, le TNF-a inhibe la différenciation des adipocytes (Torti et a/.,
1989). La présence du TNF-o déclenche des changements morphologiques chez le
préadipocyte. Les préadipocytes présentent les phénotypes des macrophages et augmentent

leur production d’interleukines pro-inflammatoires ([sakson et al., 2009).
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Dans les cas d’obésité, il y a une surexpression de 1’ARN,, du TNF-o dans le tissu adipeux
chez les modéles de rongeurs dits génétiquement obéses ou chez les rongeurs dont I’obésité a
ét¢ induite (Hotamisligil, 1993). Chez I’humain, il y a aussi une augmentation de la
production de TNF-a dans le tissu adipeux (Kern, 1995). 1l est un acteur important dans la
résistance a I’insuline. 1l est capable d’induire une résistance a I’insuline dans les adipocytes
3T3-L1 (Stephens, 1997). A ce jour, plusieurs mécanismes expliquent cette désensibilisation.
Le TNF-a phosphoryle les sérines du récepteurs IRS-1 et il deviendrait un inhibiteur de la
réponse insulinique (Hostamisligil, 1996). Le TNF-o. diminue aussi I’expression d’IRS-1 et

des GLUT-4 (Stephens, 1997).

1.4.2 L’Interleukine 6

L’interleukine 6 est une cytokine pro-inflammatoire et anti-inflammatoire. Ses propriétés
varient selon le type d’infection rapportée. Elle est aussi impliquée dans les maladies

chroniques.

Entre I’IL-6 humaine et celle de la souris, il existe 42% d’homologie. L’IL-6 humaine est
constituée de 184 acides aminés et son poids moléculaire peut varier entre 25 et 30 kDa. Chez
la souris, I’'IL-6 est constituée de 187 acides aminés et son poids moléculaire se situe entre 22
et 29 KDa. La variation des poids moléculaires est due aux nombreux sites de glycolisation

de la protéine (Cavaillon, 1996).

L’IL-6 a aussi bien des propriétés pro-inflammatoires qu’anti-inflammatoires (Cavaillon,
1996). Chez les personnes obéses, le tissu adipeux augmente sa production d’IL-6. Cette
hausse conduirait a une inflammation systémique et une résistance a I’insuline. Pour ces
raisons, la communauté scientifique consideére I’IL-6 provenant du tissu adipeux comme une
adipokine pro-inflamamtoire (Coppack, 2001, Fontana, 2007 et Mohamed-Ali, 1997).
Toutefois, il y a trés peu de littérature a propos du réle d’11-6 sur le tissu adipeux. Néanmoins,

’action de I’IL-6 sur les macrophages en général a été fortement étudiée.
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L’1L-6 peut accroitre I’activité bactéricide des macrophages. Elle module ’expression des
marqueurs membranaires de ces derniers. Elle induit I’expression des récepteurs de
’interleukine-4 (IL-4) a la surface des macrophages matures. L'[L-4 empéche la synthése des
cytokines pro-inflammatoires. L'IL-6 peut aussi réprimer la synthése de TNF-a et de I’lL-1,
il s’agirait alors d’une rétro inhibition afin de contréler I’inflammation. Toutefois, il s’agit
des roles généraux de I’IL-6. L’action d’IL-6 sur les macrophages du tissu adipeux n’est pas
encore connue. Cependant, quelques €tudes rapportent une action au niveau des adipocytes

(Aderka et al., 1989).

L’IL-6 inhibe I’activité de la LPL chez les cellules 3T3-L1. Elle induit la lipolyse dans les
adipocytes du tissu mammaire humain (Greenberg et a/, 1992; Path et al, 2001). Une étude in
vivo chez ’humain a montré que ’infusion d’IL-6 induit une augmentation des acides gras
au niveau sanguin. Ces données suggerent que 1’lL-6 stimule I’oxydation des acides gras et
de la lipolyse (Van et al.,, 2003). De plus, les souris déficientes en IL-6 développent un
surplus de poids dii & des anomalies dans 1’oxydation des hydrates de carbones. Ces
anomalies ne seront pas abordées dans ce mémoire puisque cela s’éloigne de I’immunologie
(Wallenius et al., 2002). Elle inhiberait aussi I’expression de I’ARNm de ’adiponectine chez
les adipocytes 3T3-L1 (Fasshauer et a/, 2003).

Dans les cas d’obésité, la production d’IL-6 augmente dans le tissu adipeux (Mohamed Ali et
al, 1997; Bastard et al, 2000; Vozarova et al, 200]). Cette augmentation aggraverait le
diabete du type II. Tout comme le TNF-a, I’ll-6 induit une résistance partielle a I’insuline
chez les cellules 3T3-L1. Toutefois les mécanismes proposés qui induisent cette résistance
divergent. Contrairement au TNF-a, I'IL-6 est incapable de phosphoryler I’IRS-1.
Néanmoins, ’IL-6 diminue, tout comme le TNF-a, I’expression d’IRS-1 et des GLUT-4
(Rotter et al., 2003; Lagathu et al, 2003). En conséquence, I’IL-6 est classée comme une

cytokine pro-inflammatoire.
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1.4.3 La leptine

La leptine humaine est une hormone secrétée principalement par les adipocytes. Puisque la
leptine est secrétée par les adipocytes matures, elle est utilisée comme marqueur afin de
déterminer si les préadipocytes se sont différenciés en adipocytes. Elle est régulée en autre

par le cycle circadien et I’alimentation (Pu et a/., 2000).

Cette hormone est constituée de 146 acides aminés et son poids moléculaire est de 16 kDa
(Zhang et al., 1997). En plus de jouer un role dans I’inhibition de 1’appétit, la leptine s’est

révélée comme un joueur important au niveau immunologique.

Elle stimule I’activation des macrophages en activant la réponse Tyl des lymphocytes et
promeut leur prolifération. Cependant la leptine est incapable de les activer seule, elle
requiert un co-stimulant comme la Concavaline A (Martin-Romero et al., 2000). Néanmoins,
in vivo la leptine est essentielle a [’activation des lymphocytes Tyl puisque les souris ou les
humains déficients en leptine ont un niveau de lymphocytes T plus bas que la normale et une
réponse Tyl est diminuée (Lord et al., 1998 et Farooqui et al., 2002). Chez I’humain, cette
immunosuppression a des conséquences sur la santé. Les sujets deviennent plus susceptibles
aux infections répétées et le taux de mortalité juvénile est élevé (Ozata et al., 1999). De plus,
les patients développent une obésité en bas dge (Ozata et al., 1999). Néanmoins, il a €té
démontré que I'injection de leptine recombinante peut rétablir les niveaux de lymphocytes T
et un poids santé (Farooqui et a/, 2002; Farooqui et /., 1998). De plus, la leptine a un impact
direct sur les macrophages. La leptine stimule la phagocytose des macrophages provenant des
alvéoles de reins (Mancuso et al., 2002). Elle induit €également la production de cytokines
pro-inflammatoires tel que TNF-a et [L-6 des macrophages provenant du péritoine (Loffreda
et al., 1998). Elle stimule aussi la chimiotaxie et favorise 1’adhésion des monocytes sanguins
(Curat et al., 2004). Toutefois, la leptine diminue la production d’IL-8 et de la
cyclooxygénase-2 des macrophages provenant du tissu adipeux (Bourlier et al., 2008).

Finalement, la leptine joue de nombreux roles dans les processus inflammatoires.
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A notre connaissance, aucune littérature ne rapporte les effets immunologiques de la leptine
au niveau de 1’adipocyte et du préadipocyte. Par contre au niveau physiologique, la leptine

stimule la lipolyse (Friihbeck et al., 1997).

Dans les cas d’obésité, il y a une augmentation de la production de leptine. Cette
augmentation est corrélée avec I’'IMC. L’augmentation du taux de leptine sanguin est
associée a des maladies telles que le diabéte du type II, et I’arthrose (Terlain, 2005; Widjaja,
1997). De plus, les patients obéses développent une résistance a la leptine ce qui entraine une
augmentation de I’appétit. En résumé, la leptine est un facteur important dans ’activation des
lymphocytes Tyl cependant I’effet immunologique au niveau du tissu adipeux n’a pas été

étudié.

1.4.4. L’ Adiponectine

Chez I’humain I’adiponectine est une hormone secrétée principalement par les adipocytes et
elle est connue pour ses propriétés anti-inflammatoires. Tout comme la leptine,

’adiponectine est utilisée comme un marqueur de différenciation cellulaire.

Cette hormone composée de 244 acides aminés a un poids moléculaire de 28 kDa.
L’adiponectine existe sous la forme d’un monomére, d’un dimere et d’un trimére. (Shapiro,

L., Scherer, P.E., 1998)

Les effets immunologiques de I’adiponectine au niveau du tissu adipeux n’ont pas €t¢ étudiés
mais ses propriétés anti-inflammatoires ont ét€¢ démontrées. In vitro, elle inhibe les effets du
TNF-a dans les cellules endothéliales vasculaires. Elle inhibe la prolifération des monocytes
sanguins ainsi que la phagocytose de ces derniers. (Ouchi, 1999) Chez les leucocytes,
I’adiponectine stimule la production d’IL-10 et d’IL-1R. (Wolf et al., 2004.) Chez les
macrophages de porc stimulés avec les LPS, elle inhibe la production de TNF-a, d’IL-6 et

induit la production d’IL-10 (Wulster-Radcliffe et al., 2004).
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Chez les personnes obeses, le niveau d’adiponectine diminue. Cette diminution est corrélée
avec la diminution de la sensibilité de I’insuline. Une étude a démontré que I’adiponectine
augmente ’entrée du glucose sanguin dans les cellules musculaires en augmentant la
translocation des GLUT-4 (Ceddia, 2004). Cependant, ce mémoire ne s’attardera pas sur les
mécanismes de la translocation des GLUT-4 puisque ce mémoire s’attarde plus sur les réles
immunologiques de I’adiponectine. Néanmoins, il faut garder a I’esprit qu’une diminution
d’adiponectine chez les personnes obeses provoquerait une diminution de la translocation des
GLUT-4 qui se traduirait par une augmentation du glucose sanguin. Le réle de I’adiponectine
ne se limiterait pas seulement & la translocation des GLUT-4. Les souris déficientes en
adiponectine développent une résistance a I’insuline dans les cellules musculaires lorsqu’elles
sont nourries avec un régime riche en lipides. Elles produisent aussi un taux anormalement
élevé de TNF-o (Maeda, 2002). Il ne faut pas oublier que le TNF-a serait un des facteurs
responsables de la résistance a I’insuline (Stepens, 1997). L’¢étude propose une régulation
entre ces deux adipokines. L’adiponectine inhiberait le TNF-a. L’inhibition du TNF-a par
’adiponectine empécherait le TNF-o d’agir sur les récepteurs insuliniques (Hostamisligil,
1996, Maeda, 2002). Chez les personnes obeses, 1’inhibition de I’adiponectine par le TNF-o

pourrait conlribuer a la résistance a I’insuline.

1.4.5 L’Interleukine 10

[’IL-10 est une puissante cytokine anti-inflammatoire puisqu’elle proteége d’un choc
endotoxinique engendré par les LPS. Une injection de 1000 unités d’[L-10 permet la survie
des souris injectées avec 500 pg de LPS, une dose qui tue normalement 50% des animaux

(Kuh et al., 1993).

Chez la souris comme chez I’humain, I'[L-10 est constituée de 160 acides aminés toutefois
’homologie entre les deux protéines n’est de que 73%. Chez I’humain, le poids moléculaire
de I’IL-10 est de 18 kDa tandis que chez la souris, son poids moléculaire peut-étre de 17, 19
ou 21 kDa. La différence entre les poids moléculaire hétérogeénes chez la souris s’explique

par les 2 sites de glycosylation. Des embranchements de sucres peuvent se lier a la séquence
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d’acides aminés. Ces embranchements peuvent faire varier le poids moléculaire (Cavaillon,

1996).

Le role de I’'IL-10 au niveau du tissu adipeux n’est pas treés bien défini. En revanche les
actions de celle-ci au niveau des macrophages sont connues depuis une vingtaine d’années.
L’IL-10 inhibe le fonctionnement des macrophages a divers degrés. Dans un premier temps,
I’[L-10 agit directement sur le macrophage en inhibant sa capacité d’adhérence (Bodan et al.,
1991), en diminuant sa capacité de syntheése de cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-a, I'IL-1 et I'IL-6 (Fiorentino et al., 1991; Waal Melefyt et a/, 1991) et en inhibant la
production de NO et de peroxyde d’hydrogéne (Bogdan et a/., 1991; Gazzinelli et al., 1991).
Dans un deuxiéme temps, 1L-10 inhibe ’activation classique des macrophages induits par les
lympocytes Ty1. L’IL-10 inhibe la capacité des macrophages a présenter I’anti-géne aux Tyl
conséquemment la synthése de I'INF n’a pas lieu (Fiorentino et a/, 1991). D’apres la
littérature actuellement disponible, les effets de 1’IL-10 sur les autres cellules du tissu

adipeux n’ont pas ét¢ déterminés.

Dans les cas d’obésité, I’inflammation observée du tissu adipeux suggére une diminution de
la production de I'IL-10. Toutefois, plusieurs études démontrent le contraire c'est-a-dire que
le tissu adipeux produit de fagon excessive '[L-10 (Stissel et al., 2007 ; Bourlier et a/., 2008;
Zeyda et al., 2007; Juge-Aubrey et al., 2005 ).

Le tissu adipeux sous cutané des personnes souffrant d’obésité produit deux fois plus d’IL-10
que les personnes ayant un poids normal. Le méme phénomene est observé chez les souris
maéles C57BL/6 nourries avec un régime riche en lipides. Le tissu adipeux épydidymaire des
souris engraissées produit 4 fois plus d’IL-10 que les souris non engraissées (Juge-Aubrey et
al., 2005). L’hypothése formulée pour expliquer cette hausse est la suivante : I'IL-10 est
produite pour contrebalancer 1’inflammation observée dans le tissu adipeux des personnes
obeses (Stissel et al., 2007 ; Bourlier et al., 2008; Zeyda et /., 2007). 1l est intéressant de
souligner que le TNF-o stimule la production d’IL-10 dans les explants de tissu adipeux sous

cutanés humains (Juge-Aubrey et a/., 2005). On peut donc supposer que la hausse de TNF-a
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dans le tissu adipeux observée chez les personnes obéses pourrait stimuler la production de
’IL-10. Aucune littérature a notre connaissance n’a vérifié cette hypothese. Toutefois, un

autre mécanisme qui explique la production d’IL-10 sera abordé un peu plus loin.

1.4.6 Le Transforming growth factor 1

Le TGF- 1 est un facteur de croissance. Chez I’humain le poids moléculaire du TGF-31
mature est de 25 kDa. La séquence d’acides aminés entre |’humain et la souris diverge

seulement d’un acide aminé.

Au niveau du tissu adipeux, le TGF-B1 inhibe la différenciation des préadipocytes (Torti et
al, 1989). L effet immunologique de TGF-B1 n’a pas ¢té étudié au niveau du tissu adipeux.
Par contre le TGE-B1 est connu pour ses propriétés anti-inflammatoires. Les souris BALB/C
déficientes en TGF-B1 développent de nombreuses maladies auto-immunes et elles
succombent toutes & leurs maladies environ 20 jours aprés leur naissance (Shull, 1992). Une
de ces maladies est la “necroinflammatory liver disease” qui est causée par une suractivation
des lymphocytes Tyl. Une étude a permis de découvrir que le TGF-B1 inhibe la prolifération
cellulaire des Tyl en inhibant la production de I’INF-y des lymphocytes CD4"T (Rudner,
2003). Les cellules CD4"T sont essentielles a la réponse du type Tyl (Lin, 2005). Malgré son
pouvoir anti-inflammatoire, ’expression de TGF-1 dans le tissu adipeux est corrélée
positivement avec I’IMC (Alessi, 2000). Cette augmentation serait induite par ’augmentation
de I’expression de TNF-a dans le tissu adipeux puisque chez la souris C57BL/6, le TNF-
o augmente la production de TGF-B1 dans le tissu paramétrial (Samad et a/., 1997). 1l serait
donc intéressant d’investiguer le pouvoir immunologique de TGF-B1 au niveau du tissu

adipeux, ce qui n’est pas rapporté dans la littérature actuelle.
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1.4.7 Prostaglandine E,, Ciliary neurotrophic factor et VEGF

La PGE2, le Ciliary nerotrophic factor et le VEGF ne sont pas reconnus pour leurs effets
immunologiques au niveau du tissu adipeux. Par contre, ces protéines ont des propri€tés

intéressantes.

La PGE?2 est un dérivé de I’acide arachidonique. Son poids moléculaire est de 352 kDa. La

PGE2 est connue pour ces réles physiologiques au niveau du tissu adipeux.

Au niveau du tissu adipeux, la PGE2 (couplée principalement a une protéine Gi) inhibe la
lipolyse, la différenciation des adipocytes et stimule la production de leptine (Madsen et al.,
2005; Fain et al, 2000). Toutefois, PGE2 ne semble pas un élément essentiel dans
’homéostasie d’un poids santé. Chez les souris déficientes en COX2, la production de PGE2
est inhibée entre 80% et 95% au niveau du tissu adipeux. Cette inhibition n’induit pas de
surpoids chez la souris (Fain et a/., 2001). Méme si PGE2 ne semble pas jouer un rdle
essentiel dans le maintient du poids, on constate une augmentation de PGE2 au niveau
sanguin chez les personnes obéses (Fain et al., 2002). Aucune étude n’a identifié les tissus
responsables de cette augmentation ni les conséquences de cette augmentation. Toutefois,
I’étude de Fain rapporte une augmentation de la production de PGE2 dans le tissu adipeux.
Néanmoins aucune corrélation n’a €té établie entre son augmentation sanguine et sa
production par le tissu adipeux (Fain et a/., 2004). 1l est intéressant de savoir que PGE2 est
un inhibiteur des lymphocytes Tyl par I’inhibition de I’interleukine 12 (Chouaib, 1984).
L’augmentation observée pourrait contribuer a diminuer 1’inflammation mais aucune étude

n’a vérifié ce lien.

Le Ciliary neurotrophic factor (CNTF) est une protéine constitué¢e de 187 acides aminés dont
le poids moléculaire est de 86 kDa (McDonald, 1995). Cette protéine est essentielle au
maintien des cellules neuronales. Elle possede des fonctions et des propriétés similaires a
PIL-6. Aucune étude ne rapporte une production de cette protéine par le tissu adipeux.
Toutefois, I’administration du CNTF a des souris ob/ob, a db/db (souris dont les récepteurs

de la leptine sont non fonctionnels) et AKR/J nourries avec une diete riche en lipides réduit
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["adiposité et la prise alimentaire. Les 3 conclusions qui suivent ont été faites a partir de ces 3
modeles. Premiérement, ’inhibition de la faim dans le modéle ob/ob permet de conclure que
’inhibition n’a pas lieu par une surexpression de la leptine. Deuxi¢mement, la souris db/db
posséde un récepteur transmembranaire non fonctionnel (Chen, 1996; Lee, 1997). Donc, le
CNTF ne peut activer la section transmembranaire du récepteur de la leptine. Finalement, la
souris ARK développe une résistance a la leptine lorsqu’elle est nourrie avec un régime riche
en lipides. L’injection de CNTF parvient & contrer I’effet de résistance de la leptine. Par
conséquent, le CNTF est un agent anorexigéne dont le mécanisme d’action différe de la
leptine (Gloaguen et al., 1997). Des études sont en cours pour €lucider les mécanismes de
I’inhibition de appétit par le CNTF toutefois ce mémoire n’abordera pas cet aspect. Ce
mémoire ce consacre sur I’aspect immunologique du tissu adipeux. De plus, le CNTF inhibe
la production de leptine (Ott et a/., 2004). Par ailleurs, le CNTF améliore la tolérance au
glucose chez les souris diabétiques (Liu, 2007; Watt, 2006 et Sleeman, 2003). Plusieurs
mécanismes sont proposés pour expliquer l'augmentation de la sensibilité. Un des
meécanismes propos€ est que l'augmentation de ['expression de IRS-1 induit par CNTF
(Zvonic et al., 2003). Il serait intéressant d’investiguer si le CNTF inhibe les adipokines pro-

inflammatoires responsables du diabéte de type [1.

Le VEGF permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins lorsque les tissus ne sont plus
irrigués suffisamment (Loureiro et D’Amore, 2005). Chez les personnes obéses, le tissu
adipeux exprime de fagon plus importante des marqueurs de I’hypoxie comme I’hypoxia
inductible factor-1a (HIF-a). L’augmentation de ces marqueurs indique que le tissu adipeux
est en hypoxie (Hosogai et al., 2007). Afin de rétablir I’apport d’oxygeéne, normalement le
VEGEF est surexprimé mais chez les personnes obeses, il y a une diminution du facteur VEGF
(Pasarica et al., 2009). Le VEGF doit étre inhibé par des mécanismes inconnus et ’absence
de formation de nouveaux vaisseaux sanguins maintiendrait le tissu adipeux en hypoxie chez

les personnes obeses.

Les mécanismes qui meénent a ces changements au niveau du tissu adipeux sont nombreux.



25

1.5 Les mécanismes de I’'inflammation du tissu adipeux

1.5.1 Infiltration des macrophages

Chez les personnes obeses, il y a une augmentation de la population de macrophages et cela
contribue 4 ’inflammation (Weisberg et al, 2003; Curat et al, 2004). A ce jour, trois
mécanismes expliquent I’augmentation des macrophages au niveau tissulaire : la mortalité

cellulaire, I’hypoxie et ’augmentation des chemoattractants.

Comme €noncé préalablement les macrophages auraient pour fonction d’éliminer les cellules
adipeuses mourantes. Cette théorie vient du fait qu’il y a un grand nombre de macrophages a
la périphérie des adipocytes morts. L’étude du Dr. Strissel en 2007 a démontré qu’il y a une
augmentation de la mortalité¢ des adipocytes dans le tissu €pididymaire chez les souris males
C57BL/6 nourries avec un régime riche en lipides. [.’augmentation de la mortalité cellulaire
s’expliquerait de deux facons. Dans un premier temps, les adipocytes ayant un diametre élevé
sont plus fragiles aux forces physiques (Monteiro et al, 2006). Deuxiémement,
’augmentation de la production du TNF-a conduirait les cellules en apoptose (Prins et al.,
1997). L’augmentation des cellules mortes aurait pour effet d’attirer les macrophages afin
d’éliminer les cellules mortes. Au cours de ce processus, il y a une augmentation de ’ARN,,
des adipokines pro-inflammatoires (TNF-a, 1L-6) dans le tissu épididymaire. Ce phénomene
ne semble toutefois pas perdurer. Au bout de 20 semaines d’un régime riche en lipides, la
mortalité cellulaire diminue, de nouveaux adipocytes apparaissent et les ARN, des
adipokines pro-inflammatoires diminuent dans le tissu épididymaire. Toutefois, la population
de macrophages ne semble pas étre affectée par ces changements mais d’autres mécanismes

peuvent expliquer le maintient du nombre de macrophages (Strissel, 2007).

Deuxiémement, I’hypoxie retrouvée dans le tissu adipeux des personnes obeses expliquerait
en partie I’augmentation de la population de macrophages (Hosogai et a/., 2007). L’hypoxie

est connue pour induire I’attraction des macrophages dans les tumeurs solides et dans les
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plaques d’athérome. Ces données suggérent que I’hypoxie retrouvée au niveau du tissu

adipeux stimule I’infiltration des macrophages (Poitou et Clément, 2007).

Troisiemement, chez les personnes obéses morbides, le tissu adipeux produit de facon plus
importante les chemoattrants comme MCP-1 et de IL-18 et des facteurs de stimulation
comme Colony Stimulating Factor (CSF-3). L’augmentation de chemoattractants favoriserait

la migration des macrophages ou des monocytes vers le tissu adipeux (Cancello et a/., 2005).

L’accroissement de la population des macrophages augmenterait la sécrétion d’adipokines
pro-inflammatoires. De plus, les macrophages du tissu adipeux des sujets obéses (souris ou
humain) produisent de fagon plus importante des adipokines pro-inflammatoires. (Lumeng et
al., 2007; Bourlier et al., 2008; Zeyda et al., 2007). Toutefois, les mécanismes qui engendrent
cette hausse fait I’objet d’un débat (Lumeng et al., 2007; Bourlier et al., 2008; Zeyda et al.,
2007).

L’équipe de Lumeng a étudié les macrophages (provenant du tissu épididymaire) de souris
(méles C57BL/6) engraissées a un régime riche en lipides de 45% pendant 20 semaines. Les
macrophages provenant des souris engraissées expriment de fagon plus importante des
marqueurs de la voie classique comme le TNF-a et I’iINOS et moins de marqueurs de la voie
alternative tel que I’IL-10. Ces données suggérent que I’obésité entraine 1’activation des
macrophages du tissu adipeux par la voie classique (Lumeng et a/., 2007). Toutefois, des
études chez I’humain ont démontré que les macrophages du tissu adipeux provenant de sujets
ayant un surpoids synthétisaient des marqueurs de la voie classique et de la voie alternative.
Les études démontrent que la production de TNF-a, d’1L-6 et de MCP-1, d’IL-10, de TGF-
B et de I’antagoniste du récepteur IL-1 des macrophages du tissu adipeux humain augmentent
(Bourlier et al, 2008; Zeyda et al, 2007). Ces résultats permettent d’expliquer
’augmentation d’IL-10 observée dans le tissu adipeux humain (Juge-Aubry et a/, 2005). En
résumé les macrophages du tissu adipeux expriment des marqueurs de la voie alternative et
conservent leurs capacités a produire des cytokines pro-inflammatoires. Les résultats

contradictoires entre la souris et I’humain pourraient s’expliquer par un métabolisme différent



27

des deux modéles (Bourlier et al., 2008). Malgré cette différence, les deux types de

macrophages ont une capacité supérieure a sécréter des adipokines pro-inflammatoires.

1.5.2 Les Adipocytes

Comme énoncé précédemment, les cellules adipeuses sont capables de synthétiser des
adipokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires. La synthese des adipokines est souvent

en lien avec le diametre cellulaire.

L’étude de Skurk publiée en 2007 a démontré que le métabolisme des adipocytes variait
selon le diametre cellulaire. Les adipocytes isolés du tissu adipeux sous cutané des patients
obeses ont ¢té divisées en 4 catégories : petites (diamétre moyen de 50 um), moyennes
(diamétre moyen de 80 pm), larges (diameétre moyen 90 um) et treés larges (diamétre moyen
de 100 pm). Ils ont évalué la sécrétion et la synthese des adipokines apres 24h d’incubation.
La production et la synthése d’IL-6, de leptine et d’IL-8 augmentent proportionnellement
avec le diamétre cellulaire. La production d’IL-6 et d’IL-18 est respectivement 12 fois et 3
fois plus importante chez les adipocytes ayant un trés large diamétre comparativement a ceux
qui ont un petit diametre. Cependant, la production de TNF-a n’est pas proportionnelle au
diamétre cellulaire. Toutefois, la production de TNF-o est 3 fois plus importante chez les
adipocytes ayant un trés large diamétre comparativement aux petits diamétres. Etrangement,
la synthese de 1’adiponectine augmente proportionnellement au diametre cellulaire méme si
la littérature rapporte une diminution d’adiponectine au niveau sanguin (Skurk, 2007). Les
auteurs de 1’étude expliquent la diminution de I’adiponectine in vivo par d’autres facteurs que
le diamétre cellulaire. Chez les patients obeses, la production élevée de TNF-oo pourrait
inhiber I’adiponectine (Kern et a/., 2003). De plus, le tissu adipeux des personnes obéses est
en état d’hypoxie. L’hypoxie inhibe la production de I’adiponectine (Hosogai et al., 2007).
Bref, d’autres mécanismes que le diametre cellulaire peuvent expliquer la diminution
d’adiponectine. Une autre adipokine qui serait régulée par le diametre cellulaire est la leptine.
L’étude de Guo a permis de découvrir que la production de leptine augmente elle aussi

proportionnellement au diameétre cellulaire (Guo, 2004).
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Dans le tissu adipeux des personnes obéses, les marqueurs de I’hypoxie augmentent comme
HIF-1 (Hosogai et al., 2007). Des études ont donc mis en culture des adipocytes en condition
d’hypoxie afin de vérifier si cette variable régule la synthése des adipokines. Il s’est révélé
que I’hypoxie a un effet sur les adipocytes. La production de I’ARN,, de I’adiponectine
diminue lorsque les adipocytes 3T3-L1 sont cultivés en hypoxie tandis que la quantité de
I’ARNm de la leptine et de VEGF augmente chez les adipocyte 3T3-F442A (Hosogai et al.,
2007; Lolmede, 2003). Cependant chez les sujets obéses, la production de VEGF dans le tissu
adipeux diminue par rapport aux sujets ayant des poids normaux (Pasarica et al., 2009).
Donc, il doit y avoir des mécanismes dans les tissus adipeux humains qui diminuent la
production du VEGF et qui ne peut €tre reproduit en culture. Néanmoins, ’hypoxie régule les
adipocytes et I’hypoxie retrouvée chez I’humain pourrait avoir des conséquences sur le

métabolisme adipeux.

1.5.3 Les préadipocytes

Puisque les préadipocytes peuvent étre stimulés par les LPS et possedent de nombreuses
caractéristiques identiques aux macrophages, certaines études suggerent que les
préadipocytes pourraient participer a 1’inflammation. Toutefois, aucune étude ne démontre
leurs implications dans un contexte d’obésité puisqu’a ce jour aucune technique n’a été¢ mise
au point pour isoler les préadipocytes de la fraction stroma vasculaire. Il est & noter qu’il ne
faut pas mélanger la fraction stroma vasculaire et la fraction préadipocytes. La fraction
stroma vasculaire contient les préadipocytes, les macrophages et les monocytes (Bouloumié
et al., 2006). La fraction stroma vasculaire peut étre isolée du tissu adipeux (Rodbell, 1964).
Les macrophages peuvent étre isolés de la fraction stroma vasculaire par cytométrie de flux
(Bouloumié, 2008). Toutefois, aucune technique n’a été mise au point pour isoler les
préadipocytes de la fraction stroma vasculaire. Malgré cette problématique des études in vitro
ont démontré que les préadipocytes de la lignée cellulaire 3T3-L1 stimulés par les LPS
produisent de fagon plus importante de I'IL-6 que les adipocytes 3T3-L1 (Harkins et a/.,
2004). Toujours chez les préadipocytes 3T3-L1, les LPS inhibent la différenciation des
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préadipocytes en adipocytes. Les LPS stimulent la production de protéines pro-inflammatoire
telles qu’IL-6 (Poulain-Godefroy et Froguel, 2007). Pour ces raisons, les chercheurs croient

que les préadipocytes seraient eux aussi impliqués dans I’inflammation.

Finalement, les trois cellules: macrophages, adipocytes et préadipocytes, contribueraient a
I'inflammation chez les personnes obeses. De plus, ces mécanismes agissent de fagon
synergique. In vitro, une culture mixte de macrophages (RAW-CM) et d’adipocytes (3T3-L1)
a pour effet d’activer le facteur de transcription Nuclear Factor kB (NF-kB) chez les
adipocytes (Permana et Reaven, 2005). NF-kB est un facteur important dans |’activation des
meécanismes de I’inflammation (Kayal et Berche, 2000). L’infiltration des macrophages dans
le tissu adipeux aurait des conséquences sur le métabolisme des cellules adipeuses. De plus,
les préadipocytes traités avec un milieu conditionné par des macrophages a pour effet de
réduire 1’adipogenése, d’augmenter leur production de cytokines pro-inflammatoires et
d’induire le facteur de transcription NF-xB (Lacasa al. et 2007). En conclusion, les
adipokines secrétées par les trois types de cellules ont des effets autocrines et paracrines qui
résultent en une augmentation de la production d’adipokines pro-inflammatoires. En plus de

ces mécanismes, la contribution des tissus adipeux varierait selon leur localisation.

1.6 Localisation des tissus adipeux

Chez I’humain, les tissus adipeux sous cutané et viscéral sont fortement étudiés (Lafontan,
2003). Comme son nom I’indique, le tissu adipeux sous cutané se retrouve sous la peau et
s’accumule tout particulierement au niveau de la région glutéo-téromale (Lafontan, 2003).
Quant a lui, le tissu viscéral se subdivise en deux catégories, il y a le tissu adipeux omental et
le rétropéritonéal. Le tissu adipeux omental enrobe les viscéres tandis que le tissu
rétropéritonéal se retrouve dans les cavités délimitées par le péritoine (Marin et al., 1992).
Ces deux types de dépots sont fortement étudiés puisqu’ils sont facilement accessibles. Le
tissu adipeux viscéral est souvent récupéré chez les patients obeses lors d’une chirurgie
gastrique. Quant au tissu adipeux sous cutané, il peut &tre récupéré suite a une biopsie. Les

autres catégories de tissus adipeux comme ceux qui entourent les organes génitaux et les
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reins sont difficilement accessibles. Conséquemment, il n’existe pas a notre connaissance
d’études qui ont porté sur ces catégories de tissus dans des contextes d’obésité. Par contre,
chez les rongeurs les tissus qui entourent les organes génitaux sont fortement étudiés. Chez la
femelle le tissu adipeux qui entoure les organes génitaux se nomme paramétrial et chez le
male épididymaire (Lemonner, 1971). Il est a noter que le tissu adipeux qui entoure les

organes les visceres chez les rongeurs se nomme le tissu adipeux mésentérique.

Chez I’humain, le tissu adipeux sous cutané et omental présente des caractéristiques
distinctes. D’abord, les adipocytes du tissu sous cutané sont environ 24 % plus gros que les
adipocytes du tissu omental (Reynisdottir et a/., 1997). Deuxiemement, le pouvoir lipolytique
du tissu omental est plus accru comparativement au tissu sous cutané puisque que le tissu
omental est plus sensible a la stimulation par des catécholamines. Le tissu omental possede
un nombre supérieur de récepteurs aux catécholamines (Ostman, 1979, Arner, 1995). Par
contre a |’état basal, le tissu sous cutané est plus lipolytique que le tissu omental
(Reynisdottir et al., 1997). Par ailleurs, les adipocytes sous cutanés ont beaucoup plus de

récepteurs insuliniques et I’insuline est un inhibiteur de la lipolyse (Arner, 1995).

De plus, le tissu adipeux s’accumule différemment selon le sexe des individus. Chez
’homme, le tissu omental constitue environ 20% de la masse adipeuse tandis que chez la
femme ce tissu ne constitue qu’environ 5 a 8 % de la masse adipeuse (Montague, 1998).
Chez la femme, le tissu adipeux sous cutané est plus abondant. Cette différence entre la
répartition des graisses se répercute sur le type d’engraissement. Les hommes souffrent
d’avantage d’obésité androide qui se caractérise par une accumulation de graisse au niveau
du tissu omental et d’un tour de taille €levé, tandis que la femme souffre d’avantage
d’obésité dite gynoide qui se caractérise par une accumulation du tissu adipeux glutéo-
fémorale. L'obésité de type androide joue un rdle important dans le développement des
maladies associées au symptoéme métabolique contrairement a 1’obésité gynoide (Després et
al., 2001; Vague, 1947). Fait intéressant, le tour de taille s’est révélé un indicateur treés
efficace pour déterminer les patients a risque de développer des maladies associées a
’obésité. 1l serait méme plus précis que I’'IMC parce que ce dernier ne tient pas compte de la

localisation des masses adipeuses. La différence entre les deux types s’explique en partie par
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leurs pouvoirs endocriniens respectifs. Le tissu adipeux omental secréte plus fortement des

adipokines pro-inflammatoires dans un contexte d’obésité.

Chez les personnes ayant un poids santé, il y a trés peu de différence entre le profil des
adipokines des tissus sous cutané et omental a I’exception de la leptine et de I'IL-6. La
leptine est exprimée plus fortement dans le tissu sous cutané et I’IL-6 est secrétée plus
fortement dans le tissu omental (Montague et al., 1998; Fried et al., 1998). Par contre le
pouvoir endocrinien du tissu omental augmente chez les personnes obeses. Il produit de
fagon plus importante le VEGF, I’'IL-6 et le PGE2 comparativement au tissu sous cutané.
(Fain et a/, 2004) De plus, L’IL-6 produite par le tissu omental est relarguée dans le foie. Une
fois dans le foie, I’IL-6 stimule la production de la protéine C réactive. La protéine C réactive
contribue & 1’augmentation de I’inflammation systémique (Fontana et a/., 2007). De plus, la
diminution de la production d’adiponectine est plus marquée au niveau du tissu omental
comparativement au sous cutané. Cette diminution au niveau du tissu omental est corrélée
avec I’IMC. Pour la leptine, le TNF-a et I'IL-10, la contribution des tissus serait équivalente
(Fain et al., 2004, Van Harmelen et al., 1998). Par contre chez les rats Wistar fatty méiles
engraissés, la leptine est beaucoup plus exprimée dans le tissu mésentérique que le sous
cutané. Chez la souris C57BL/6 male engraissée, le tissu mésentérique produit beaucoup plus
de MCP-1 que le tissu adipeux sous cutané, rénal et épididymaire. De plus, la quantité de

macrophages est plus importante au niveau du mésentérique (Yu et al., 2006).

Finalement, le tissu adipeux omental ou mésentérique contribuerait plus fortement a
I’inflammation que le tissu sous cutané. Toutefois, il y a une problématique importante, la
majorité¢ des études fondamentales ont été faites chez des souris males. 1l s’est révélé que
chez I’humain, les femmes et les hommes ne développaient pas la méme forme d’obésité. 11
serait donc intéressant de vérifier si les souris femelles développent un engraissement

similaire a celle des males.
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1.7 La génétique et I’obésité

Les causes de I’obésité sont multifactorielles. Une de ces causes est génétique. Par contre, les
mutations monogéniques qui conduisent a 1’obésité sont plutdt rares chez I’humain. Une des
problématiques actuelles est que la majorité des recherches qui étudient le tissu adipeux,
I’obésité ou les maladies associées a 1’obésité se font sur des animaux ayant une mutation
monogénique. Malheureusement, ces mutations ne représenteraient qu’une mince couche de
la population (Arner, 2000). Par exemple, la souris ob/ob est couramment employée dans les
études portant sur ’obésit€ en dépit du fait qu’une déficience de leptine est rarement
rencontrée chez les patients souffrant d’obésité. De plus, la leptine joue un réle pro-
inflammatoire et elle augmente chez les patients obeses. Pour toutes ces raisons, cette souris
n’est pas représentative de la situation humaine. Néanmoins la génétique est un facteur

important dans I’obésité puisque des mutations génétiques favorisent I’engraissement.

De nombreuses études ont €ét¢ menées chez I’humain afin de démontrer que certains
polymorphismes prédisposent a I’obésité. Certaines mutations entrainent une diminution de la
sensibilit¢ de la HSL aux catécholamines. D’autres causent une suractivation des PPARy-2
(facteur de la différenciation des adipocytes) ce qui induit une différenciation accélérée des
adipocytes (Magré et al., 1998; Arner, 1998; Schoonjans et al., 1997). Des mutations au
niveau du géne promoteur du TNF-o sont associées a I’obésité (Fénandez-Real et al., 1997,
Herrmann et al., 1998). Chez la souris, I’étude de West a démontré que les souches de souris
répondaient différemment a4 une nourriture riche en lipides. Sur les 9 souches (AKR/J,
CS57L/), A/J, C3H/Hel, DBA/2], C57BL/6J, SJL/J, I/STN, et SWR/J) testées, 6 développaient
un surpoids dii & I’expansion du tissu adipeux (AKR/J, CS7L/J, A/J, C3H/HelJ, DBA/2J, and
C57BL/6J). Les autres souches sont considérées résistantes a I’engraissement (SJL/J, [/STN

et SWR/J) par une nourriture riche en lipides (West et al., 1993).

Malgré cette étude, aucune étude n’a vérifié & notre connaissance si la sécrétion d’adipokines

est affectée par les variations génétiques.
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1.8 Souris

En résumé, le sexe et le bagage génétique sont deux facteurs importants dans le
développement du surpoids et des maladies qui lui sont associées. L hypothése suivante a été
émise : le bagage génétique influence la sécrétion d’adipokines selon la localisation des tissus
adipeux. En se basant sur I’étude de West les souches C57BL/6 (B6) et Swiss Jim Lambert

(SJL) ont été choisies.

Ces deux souris proviennent de lignées différentes. La souris B6 provient de la lignée de
Miss Aby Lathrop, tandis que la souris SJL provient de 3 lignées de Swiss-Webster. Ces
souris répondent différemment a la nourriture riche en lipides. Les souris C57BL/6 méles
engraissent lorsqu’elles sont nourries avec un régime riche en lipides et elles sont souvent
utilisées dans les recherches sur I’obésité. La souris SJL est dite résistance a une alimentation
a haute teneur en lipides (HTL) (West et a/., 1993). La recherche ne permet pas de déterminer
les facteurs génétiques qui sont a I’origine de différentes réponses. Toutefois, les souches B6
et SIL répondent différemment aux infections. La souris SJL est sujette a des maladies auto-
immunes dues & des anomalies des suppresseurs qui participent a la tolérance (Amagai et
Cinader, 1981; Vladutiu et Rose, 1971; Brown et McFarlin, 1981). De plus, la réponse de
type Tyl est plus importante chez la souris SIL que la souris B6 lors d’une infection. Cette
réponse Tyl excessive serait due & une production élevée d’IL-12 lorsque les macrophages

sont stimulés par les LPS (Alleva, 2001).
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1.9 Hypothéses

La variation génétique entre les souris a permis de formuler 3 hypothéses.

Premiérement, la localisation des tissus adipeux n’influence pas la production d’adipokines

chez les animaux sains en se basant sur I’étude de Montague (Montague, 1998)

Deuxi¢mement, puisque les macrophages de la souris SJL produisent de fagon excessive la
cytokine pro-inflammatoire IL-12 lorsque ces derniers sont activés par les LPS, la souris SJL
devrait avoir un profil d’adipokines davantage pro-inflammatoires que la souris B6 (Alleva,

2001).

Troisiémement, toutes les études présentées ont démontré que I’engraissement engendrait une
variation dans le profil d’adipokines. Puisque la souris SJL n’engraisse pas lorsqu’elle est
nourrie avec un régime HTL, il ne devrait pas y avoir de changements dans le métabolisme
du tissu adipeux. Cependant, le profil d’adipokines de la nourriture B6 doit étre affecté par la
nourriture HTL puisque cette derniére n’est pas résistante a la nourriture (West, 1993). Par
contre chez B6, le tissu mésentérique devrait réagir a la nourriture HTL. Le tissu adipeux

devrait produit des adipokines pro inflammatoire (Fain et a/, 2004).



CHAPITRE 2

METHODOLOGIE

2.1 Souris

Tous les protocoles ont été approuvés par le Comité institutionnel de protection des animaux
de 'UQAM (CIPA) et les soins portés aux animaux ont &t faits selon les directives émises
par Conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Le cycle jour/nuit était de 14h/10h

et la température de la piéce était de 22-25°C.

2.1.1 Souris utilisées pour comparer les profils d’adipokines du PARA

La premicre étude de ce mémoire est une étude comparative du profil d’adipokines du tissu
PARA entre les souris C57BL/6 (B6) et Swiss Jim Lambert (SJL). Les adipokines ont été
dosées par LUMINEX.

Les souris B6 (Charles River, Saint-Constant, Québec, Canada) et SJL. (Jackson Laboratory,
Bar Harbor, Maine, Etas-Unis) dgées de 6 semaines ont été placées 4 par cages. Les souris
ont ét¢ nourries avec un régime contenant 5% de lipides (5079, Charles River, Saint-
Constant, Québec, Canada). Elles avaient accés en tout temps a la nourriture et ’eau. Elles
ont été sacrifiées a 1’age de 12 semaines dans une cloche de verre saturée en monoxyde de

carbone.
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2.2.2 Souris témoins

La deuxiéme étude de ce mémoire est une étude comparative du profil d’adipokines des
tissus ING, MES et PARA chez les souches B6 et SIL. Elle permet de comparer les différents

tissus entre les 2 souches.

Les souris B6 et les souris SJL femelles dgées de 6 semaines ont été placées respectivement 2
et 3 par cage. Dix souris B6 et 13 souris SJL ont regu une nourriture témoin dont 10% de
I'apport calorifique provenait des lipides (D1250B, Research diets inc., New Brunswick, New
Jersey, USA) pendant 12 semaines. Les souris avaient acces a la nourriture et a I’eau en tout

temps.

2.2.3 Souris nourries avec un régime riche en lipides

La troisieéme €tude comparait le profil d’adipokines des tissus ING, MES et PARA lorsque
les souris sont nourries avec un régime riche en lipides. Les souris ayant regu un régime dont

10% de l'apport calorifique provenait des lipides ont été utilisées comme groupe témoin.

Dix B6 et 13 SJL ont été nourries avec un régime enrichi de 45% de lipides (D12451,
Research diets inc., New Brunswick, New Jersey, USA) pendant 12 semaines. Elles avaient

accés a la nourriture et a [’eau en tout temps.

Pour les groupes témoin et HTL, le poids des souris, la nourriture consommeée et la glycémie
ont été¢ mesurés a chaque semaine. La glycémie a ét¢ mesurée avec |’indicateur de glycémie
Contour® chez les souris & jeun pendant 3h. Une ponction au niveau de la queue a permis de

récupérer une gouttelette de sang.

Les souris témoin et les souris HTL ont été anesthésiées avec un mélange 50/50 de xylamine

(50 mg/mL) et de kétamine (100 mg/mL) (Ayerst) et sacrifiées par ponction cardiaque. La



37

ponction a été nécessaire afin de récupérer le sang et afin de doser les adipokines contenues

dans le sérum.

2. 2 Homogénéisation des tissus adipeux

Immédiatement apres le sacrifice des animaux, les tissus adipeux (ING, MES et PARA) ont
été prélevés et homogénéisés avec 1’aide d’un potter broyeur verre/verre dans un tampon
d’homogénéisation (ImM EDTA, 0.25 M de sucrose, tampon phosphate salin (0.17 M NaCl,
3.3 mM KCI, 10 mM de Na,HPO, et 1.8 mM de KH,PO,), pH=7.2-7.4). Les tissus ont été
centrifugés 10 minutes a 13 000 RPM. L’interphase a été prélevée et conservée a -20°C et

ensuite a -80 °C permettant de congeler progressivement les échantillons.

2.3 Dosages des adipokines par LUMINEX

Le TNF-a, I'IL-6, la leptine, le MCP-1, I'IL-10, 1’adiponectine, le TGF-f, le CNTF, et le
VEGF contenus dans le tissu PARA homogénéisé des souris B6 et SJL ont été dosées par
LUMINEX. La firme Pierce Biotechnologie (Woburn, Massachusetts, Etats-Unis) a dosé les

échantillons.

La technologie du LUMINEX permet de doser plusieurs protéines dans un méme échantillon.
L’échantillon est incubé avec plusieurs sondes protéiniques (oligonucléotides, peptides ou
anti-corps). Chaque sonde est couplée a une microsphére fluorescente qui émet a des
longueurs d’ondes spécifiques lorsque les microsphéres sont excitées au laser. La

fluorescence émise est analysée par cytométrie de flux.
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2.4 Dosages des Adipokines par ELISA et dosages des protéines

L’IL-6, le TNF-o et 'IL-10 ont été dosés par dosage d'immunoabsorption liée a une enzyme
(ELISA) OptEIA (Pharmingen, Toronto, Ontario, Canada). La leptine et toutes I’adiponectine
ont été dosées par des trousses ELISA M-kit (R& D, Hornby, Ontario, Canada) alors que le
TGF-p a ét¢ dosé par des trousses ELISA EBiosciences. Les protéines ont été dosées par le
kit DC protein Assay (BioRad). La trousse ELISA de 1’adiponectine mesurait toutes les

formes d’adiponectine. Tous les dosages ont €té faits selon les protocoles du manufacturier.

2.5 Extraction des lipides du foie

Les lipides du foie ont été isolés par la technique de Folch publiée en 1957. Suite a
I’euthanasie, une partie du foie a ét¢ récupérée et pesée. Le foie a été€ transféré dans une
solution contenant 10 mL de chloroforme et 5 mL de méthanol. Aprés 72h, 5 mL d'eau
distillée ont été¢ ajoutés a la solution chloroforme méthanol. Aprés 15 min., la fraction
méthanol et eau a €t¢ enlever par aspiration. Le foie a été récupéré et transférer dans une
viale. Quatre mL de la fraction chloroforme ont été transférés dans un flacon préalablement
pesé et cela a ¢té fait en duplicata. Les flacons ont ét€ asséchés & 1’air libre sous une hotte.

Les flacons ont été repesés afin de déterminer la quantité de lipides de I'échantillon.

2.6 Isolation des adipocytes et de la fraction stroma vasculaire

Les tissus adipeux (ING, MES et PARA) ont ¢té digérés dans une solution de 5 mL de
tampon Krebs (pH=7,4) saturé en O, contenant 2mg/mL de collagénase (Sigma-Aldrich). Le
tampon Krebs est un tampon physiologique contenant 4.5% de chlorure de sodium, 5.75%, de
chlorure de potassium, 6.10% de chlorure de calcium, 10.55% de phosphate mono-
potassique, 19.10% de sulfate de magnésium, 0.05% de glucose, 1.30% de bicarbonate de
sodium et 4% d’albumine sérique de type Il délipidié. La collagénase est une enzyme qui

détruit les fibres de collagene responsables du maintient du tissu. Elle n’affecte pas I’intégrité
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des cellules jusqu’a la concurrence d’un certain temps. Les digestions ont été faites dans un
bain marie a 37°C sous agitation & 100 RPM pendant 20 min. pour le MES, 30 min. le PARA
et 30 min. I'ING.

Les tissus ont été filtrés avec une membrane de nylon de 200 um. Le sous nageant a été
prélevé (fraction stroma vasculaire) et le surnageant (fraction adipocyte) a été lavé 3 fois avec
5 mL de tampon Krebs. A chaque lavage, le sous nageant a été prélevé et transféré avec la
fraction stroma vasculaire. La fraction d’adipocyte a été resuspendue dans 14 mL de Krebs.
Pour la fraction stroma vasculaire, 10 mL de Krebs ont été ajoutés pour inhiber I’effet de la
collagénase. La fraction stroma vasculaire a été centrifugée 10 min. a 400 g et le culot a &té

resuspendu dans 14 mL de Krebs.

2.7 Cytométrie de flux

2.7.1 Marquage au Rouge de Nil

Les adipocytes ont été marqués par le rouge de Nil. La fraction stroma vasculaire et les
adipocytes ont été recombinés dans du Krebs pour obtenir un volume final de 5 mL. Des
volumes de 100 pl. de tampon phosphate salin ont été ajoutés a 100 puL du mélange
adipocytes-fraction stroma vasculaire. Le marqueur Rouge de Nil a été ajouté pour obtenir
une concentration finale de 0.25 ug/mL. Les échantillons ont été incubés a la température de

la piece pendant 20 min. et les cellules ont été analysées par cytométrie de flux.

2.7.2 Marque de F4/80

Les macrophages ont été marqués avec le F4/80. Le mélange adipocyte/stroma vasculaire a
été centrifugé 10 min. a 400 g. Le culot a été resuspendu (fraction stroma vasculaire) dans le

tampon Krebs pour obtenir un volume final de 5 mL. Des volumes de 200 uL ont été
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prélevés de la fraction stroma vasculaire et 500 pl de tampon phosphate saline a été ajouté.
Le marqueur F4/80 (Sigma) a été ajouté pour obtenir une concentration finale de 2 pg/mL.
Les cellules ont été incubées a la température de 37°C pendant 20 min et recentrifugées 1 min.
a 13000 RPM. Le culot a été resuspendu dans 300 pL de tampon phosphate salin. Les

cellules ont €té analysées par cytométrie de flux.

2.8 Diamétres cellulaires

Un volume de 200 pL de bleu de trypan (Sigma-Aldrich) dissous dans une solution saline a
été ajouté a 200 pL a la suspension d’adipocytes afin de colorer les membranes cellulaires.
Le diamétre cellulaire a ét¢ mesuré avec 1’aide d’un microscope optique (Leitz Wetzlar
Germany) doté d’un oculaire gradué. Pour chaque tissu, une centaine de cellules ont été

mesurées.

2.9 Statistiques

Des tests « F » d’« ANOVA a mesures répétés ou tests » « ANOVA a deux facteurs » ont été
utilisés pour analyser les variances selon le modéle expérimental. Ensuite, les tests de
« Student » ou de comparaisons multiples de moyennes ont été effectués pour comparer les
moyennes toujours selon le modele expérimental. Dans les l1égendes des graphiques ou des

tableaux, les tests utilisés sont indiqués. Voici briévement la description des situations.

L’utilisation du test «F» et du test de «student» ont servi & comparer deux moyennes. Des
tests de «students pairés» ont ét€ utilisés pour comparer deux moyennes provenant du méme
groupe de souris, sinon des tests de «students non pairés» ont €té choisis. Des c<ANOVA pour
mesures répétées» suivies d’un «Bonferonni» ont été utilisées pour comparer des moyennes
des échantillons provenant d’une méme groupe de souris. Des «ANOVA a deux facteurs»
suivies d’un «Bonferonni» ont été utilisés pour comparer les moyennes entre deux groupes de

souris.
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Les analyses ont été faites avec le logiciel Excel ou Prism. Les données moyennes sont

présentées avec erreur type de variation (SEM) ou 1’écart type (SD).



CHAPITRE 3

RESULTATS

Le chapitre des résultats se divise en 4 sections. La premiere étude permet de caractériser le
profil d’adipokines du tissu PARA des souches B6 et SJL. La deuxiéme étude caractérise le
profil d’adipokines des tissus ING, MES et PARA pour chacune des souches. La troisi¢éme
partie compare les profils d’adipokines des souches B6 et SJL. La quatrieme étude compare

I’effet d’une alimentation riche en lipides des souches B6 et SJL.

3.1 Caractérisation des profils d’adipokines du tissu PARA de B6 et SJL

3.1.1 Les profils d’adipokines du tissu paramétrial

La premiere étude de ce mémoire permet de caractériser le profil d’adipokines du tissu
PARA des souches B6 et SJL. Neuf adipokines ont été dosées par LUMINEX soit le TNF-
o, I'[L-6, la leptine, MCP-1, TGF-B1, IL-10, I’adiponectine, VEGF et CNTF. Ces
adipokines ont ét¢ choisies puisque leur régulation est affectée dans un contexte d’obésité.
Cette étude a permis de déterminer quels sont les adipokines les plus retrouvées dans le tissu

adipeux PARA de chacune des souches de souris.

Les profils d’adipokines du tissu PARA des souches B6 et SJL sont présentés a la figure 3.1.
La seule adipokine qui se distingue significativement des autres est I’adiponectine aussi bien
chez B6 que chez SJL. Chez B6, la quantité d’adiponectine dans le tissu adipeux est
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respectivement 5000X, 1000X, 500X, 12 500X, 2 500X, 2 000X, 4000X et 8 000X plus
¢levée par rapport a TNF-a, IL-6, leptine, MCP-1, IL-10, TGF-B1, VEGF et CNTF (p <
0.001). Chez SJL, la quantité d’adiponectine dans le tissu adipeux est respectivement 1 500X,
1 000X, 50X, 12 500X, 1 400X, 1 000X, 9 000X et 5 000X plus €levée par rapport & TNF-q,
IL-6, leptine, MCP-1, IL-10, TGF-1, VEGF et CNTF (p < 0.001).

SJL

1.4x107 -
1.2x107
1.0x107 L
300000
200000
1000001

200009

10000-

Quantité (pg/g)
Quantité (pg/g)

Adipokines Adipokines

Figure 3.1 : Profil d’Adipokines du tissu adipeux PARA des souches B6 et SJL. Le tissu
adipeux PARA des souris B6 et SJL a été homogénéisé. Les adipokines ont été dosées par
LUMINEX. Les données sont rapportées par gramme de tissu. A) B6 n=5 B) SIL n=5 Les
moyennes sont présentées avec |’erreur type. Un « ANOVA a mesures répétées » suivie d’un
« Bonferonni » ont servi a analyser les données. *** p <0,001
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3.1.2 Comparaison des quantités relatives des adipokines entre B6 et SJL dans le tissu
PARA

Tel que rapporté & la figure 3.2, les diametres des adipocytes du PARA de la souris B6 sont
1.7 fois plus élevés que ceux de SJL. Ainsi, pour un méme gramme de tissu, la souris SJL
contient théoriquement plus de cellules que B6. Les adipokines rapportées par gramme de
tissu nuisent donc dans la comparaison des quantités d'adipokines entre les souches B6 et
SJL. Pour éliminer ce biais, chaque adipokine a été rapportée par rapport aux autres
adipokines tel que présenté au tableau 3.1. Les rapports de chaque souris ont été comparés.
Parmi les 9 adipokines, seulement 2 adipokines ont des rapports significativement différents

entre les souches B6 et SIL soit le TNF-a et le VEGF.

Chez la souns SJL, les ratios TNF-o/IL-6, TNF- o/MCP-1, TNF-o/IL-10, TNF-o/TGF-B1 et
TNF-a/CNTF sont respectivement 2.5 X (p <0.001),3 X (p<0.001),2 X (p<0.01),2 X (p
<0.05)et 1.5 X (p <0.05) plus élevés que ceux de B6.

Chez SIL les rapports VEGF/IL-6, VEGF/MCP-1, VEGF/IL-10, VEGF/TGF-Bl et
VEGF/CNTF sont respectivement 2.5 X (p <0.01),3 X (p<0.05),2 X (p<£0.05),2 X (p =
0.0l)et2 (p<0.05) fois plus élevés que ceux de B6. Les données suggerent que la quantité

de TNF-a et de VEGF est de fagon relative plus élevée chez la souche SJL que chez B6.

De plus, le rapport IL-6/IL-10 est 1.5 X (p < 0.05) plus élevé chez B6 que chez SJL.

A partir de la premiére étude, S adipokines ont été sélectionnées afin de caractériser le profil
d’adipokines du tissu ING, MES et PARA. L’adiponectine a été choisie pour son importance
physiologique et aussi parce qu'elle est fortement présente par rapport aux autres adipokines.
Le TNF-a a €té choisi puisque sa quantité relative est plus importante par rapport aux autres
adipokines chez la souche SJL. Cette adipokine est associée a de nombreux problémes de
santé. L’IL-6, la leptine, I’IL-10, et le TGF-B1 ont été sélectionnées puisque leurs régulations
sont affectées par l'obésité. Dans cette seconde partie de nos recherches, I'effet de

’expression par gramme de tissu, présenté précédemment a ¢té évité en rapportant les
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données par quantités de protéines et pour ainsi contrer I’effet des diametres cellulaires et

éviter de travailler avec des ratios.

Il est a noter que les souris de cette deuxiéme partie ont €té nourries avec une nourriture
standard contenant 10% de lipides comparativement aux souris de [’expérience précédente ou

les souris étaient nourries avec un régime contenant 5% de lipides.
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Tableau 3.1 : Ratios des adipokines contenu dans le tissu PARA. Le tissu PARA des souris SJL et B6 a été¢ homogénéisé. Les adipokines ont
été dosées par LUMINEX. Les ratios ont été faits pour comparer les niveaux de production des adipokines des souris B6 (n=5) et SIL (n=5). Les
moyennes sont présentées avec les SD. Un test « F » suivi d’un test de « student » ont servi & analyser les données. * p< 0.05, ** p< 0,0l et ***p

<0.0l
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3. 2 Caractérisation des tissus ING, MES et PARA des souches B6 et SJL

3.2.1 Population cellulaire des tissus ING, MES et PARA

Chez B6, le pourcentage de macrophages de la fraction stroma vasculaire est semblable entre les

tissus ING, MES et PARA. (Figure 3.3 A)

Chez SJL, le pourcentage de macrophages ne varie pas entre les tissus ING, MES et PARA
(Figure 3.3 B). Toutefois, I’écart type de la moyenne des pourcentages des macrophages contenus
dans le tissu PARA est élevé (10% + 9 %). Cet écart type élevé s’explique par une population
inégale de macrophages entre les souris. Pour 6 souris, la population de macrophages est
inférieure a 5% dans le tissu PARA. Pour 4 autres souris, la population de macrophages varie
entre 11 et 26 %. Ces résultats suggérent la présence de sous populations. Une étude de plus

grande envergure serait nécessaire afin de clarifier ces résultats.

Chez B6, le pourcentage d’adipocytes est le méme pour les tissus ING, MES et PARA. (Figure
3.3 C) Par contre, les différences de diamétres cellulaires entre les trois tissus sont significatives.
(PARA : 90 um > ING : 74 um > MES : 59 um). Se référer a la figure 3.2 A pour les degrés de
significations (p). Ces données suggerent que les tissus adipeux ont des potentiels
d’emmagasinage de lipides similaires puisque le nombre d’adipocyte ne varie pas entre les tissus.
Toutefois, le tissu adipeux PARA semble emmagasiner plus les lipides par cellules que les autres

tissus.

Chez SIL, [e pourcentage d’adipocytes est le méme entre les tissus ING, MES et PARA (Figure
3.3 D) Pour la souris SJL, les diametres des adipocytes entre le PARA et le MES sont
significativement différent avec un p< 0.05 (PARA : 55 um > MES: 33 um) (Figure 3.2 B).
Donc, le tissu PARA et MES ont le méme potentiel pour emmagasiner les lipides mais il semble

que les cellules du tissu PARA aient une plus forte capacité a emmagasiner des lipides.
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Figure 3.2 : Diamétres des adipocytes des tissus ING, MES et PARA. Les adipocytes des
tissus ING, MES et PARA ont été isolés. Le diamétre cellulaire a été mesuré avec. A) B6 (n=10)
B) SJL (n=3-10) Les moyennes sont présentées avec les erreurs SEM. Un « ANOVA pour
mesures répétées » suivi d’un « Bonferonni » ont servi a analyser les données. * p < 0,05, ** p <
0,01 *** p <0,001
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Figure 3.3 : Populations cellulaires des tissus ING, MES et PARA. Les macrophages et les
adipocytes du tissu ING, MES et PARA ont été marqués respectivement au F480 et au rouge de
Nil. Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux. A,B) Population de macrophages
contenue dans la fraction stroma vasculaire A) B6 (n=6) B) SIL (n=3-9) C,D) Population
d’adipocytes contenue dans le tissu adipeux. C) B6 (n=10) D) SJL (n=3-9) Les moyennes sont
présentées avec la SEM. Une « ANOVA pour mesures répétées » suivi d’un « Bonferonni » ont
servi a analyser les données. * p < 0,05, ** p < 0,01 *** p<0,001* p<0,5**p<0,01, ***p <
0,001
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3.2.2 Profils d’adipokines des différents tissus

Comme dans les résultats de I'étude | portant sur la caractérisation du profil d’adipokines du
tissu PARA, la quantité d’adiponectine est significativement (p < 0.001) plus élevée pour les trois

tissus autant pour la souche B6 que SJL. (Résultats non présentés)

3.2.3 Comparaison de la production de chacune des adipokines entre les tissus ING, MES et
PARA

Chez B6, la production de chacune des adipokines (TNF-a, IL-6, Leptine, Adiponectine et TGF-
B1) est identique entre les tissus ING, MES et PARA a I’exception de I’IL-10. La quantité de
I’IL-10 est significativement plus élevée (p< 0.05) dans le tissu PARA (11483 pg/ng) que dans le
tissu MES (3826 pg/ng) et ING (2429 pg/ng) (Figure 3.4D).

Chez SJL, la quantité de chacune des adipokines (TNF-a, IL-6, Leptine, Adiponectine et TGF-
B1) est identique entre les tissus ING, MES et PARA sauf pour I’IL-6 et la leptine. La quantité de
I’TL-6 est significativement plus élevée (p< 0.05) dans le tissu ING (4504 pg/ng) que le tissu MES
(2128 pg/ng). La quantité de leptine est significativement plus élevée (p< 0.05) dans le tissu
PARA (3791 pg/ng) comparativement au MES (1879 pg/ng) (Figure 3.5 B et C).
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Figure 3.4 : Les niveaux d’adipokines des tissus ING, MES et PARA chez B6. Les tissus
ING, MES et PARA des souris B6 (n=10) ont été homogénéisés. Les adipokines ont été dosées
par ELISA. A) TNF-a B) IL-6 C) Leptine D) IL-10 E) TGF-f§ F) Adiponectine Les moyennes
sont présentées avec les SEM. Un test « ANOVA pour mesures répétées » suivi d’un test de
« Bonferonni » ont servi a analyser les données.* p< 0.05, ** p <0,01 et *** p < 0,001
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Figure 3.5 : Les niveaux des adipokines des tissus ING, MES et PARA chez SJL. Les tissus
ING, MES et PARA des souris SJL (n=12) ont ét¢ homogénéisés. Les adipokines ont été dosées
par ELISA. Les moyennes sont présentées avec les SEM. A) TNF-a B) IL-6 C) Leptine D) IL-10
E) TGF-B1 F) Adiponectine Un test « ANOVA pour mesures répétées » suivi d’un test de
« Bonferonni » ont servi a analyser les données.* p< 0.05, ** p < 0,01 et *** p < 0,001
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3.3 Comparaison des paramétres physiologiques entre les souches B6 et SJL

3.3.1 Prise alimentaire

La prise alimentaire entre les deux souches est équivalente sauf a la premiére et 11°™ semaine.
La prise alimentaire est plus importante chez SJL pour ces deux semaines. En général la prise
alimentaire entre les deux souches est identique, (Figure 3.6 A) sauf que, la prise alimentaire est
une donnée qui comporte plusieurs sources de variation. L’une d’elles est comportementale. En
effet, les souris cachent la nourriture dans leur paillasse et peuvent ainsi 1’égrainer. |l est donc
difficile de mesurer la quantité de nourriture perdue de cette fagon. Lors des changements de
cages des souris, une perte de nourriture peut se produire. L'utilisation des cages métaboliques

pourrait remédier & ces problémes

3.3.2 Gain de poids

Le suivi de I’évolution des poids des souris dgées de 6 semaines a été fait jusqu’a I’age de 18
semaines. 1l est important de mentionner que les souris ont €té préalablement pairées pour
obtenir des poids approximativement égaux pour chaque groupe. Malgré cela, il y a une

différence de poids entre les deux souches. Le poids moyen des souris B6 dgées de 6 semaines est

ieme

1.1 fois plus élevé (p < 0.05) que son homologue SJL. Cependant, 1’écart se minimise a la 1™ et

2™ semaine, I’écart devenant non significatif. A partir de la 3" semaine, I’écart entre les deux

souches redevient significatif (p< 0.001). L’écart reste significatif jusqu’a la fin du suivi (p<

0.001) (Figure 3.6 B).
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Figure 3.6 : Comparaison des paramétres physiologiques entre les souches B6 et SJL. Suivi
des poids et de la prise alimentaire des souris B6 (n=10) et SIL (n=12) 4gées de 6 semaines
pendant 12 semaines. A) Poids B) Prise alimentaire Les moyennes sont présentées avec la SEM.

Des « ANOVA a deux facteurs » suivies d’un test « Bonferonni » ont servi a analyser les
données. * p< 0.05, ** p <0,01, *** p < 0,001
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3.3.3 Populations cellulaires

La population de macrophages dans la fraction stroma vasculaire n’est pas significativement
différente entre les 2 souches. Toutefois, les écarts types élevés chez la souris SIL nuisent a
I’analyse (Figure 3.7 A). La population d’adipocytes contenue dans le tissu adipeux est 2 fois plus
nombreuse chez SJL que B6. Se référer a la figure 3.7 B pour la valeur des degrés de
significations (p). Toutefois, les diamétres des adipocytes de B6 sont deux fois plus élevés que
ceux de SJL (Figure 3.7 C). Ces données suggerent que les mécanismes d’emmagasinage des

lipides sont différents entre les souris B6 et SIL.
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Figure 3.7 : Comparaison des populations cellulaires entre les souches B6 et SJL. Les
macrophages et les adipocytes des tissus ING, MES et PARA de B6 (n=6) et SJL. (n=3-9) ont €té
marqués respectivement au F480 et au rouge Nil. Les cellules ont ét¢ analysées par cytométrie de
flux. Les diamétres des adipocytes ont été mesurés par miscrocopie. A) Population de
macrophages contenus dans la fraction stroma vasculaire B) Population des adipocytes contenus
dans le tissu adipeux C) Diamétre cellulaire. Les moyennes sont présentées avec la SEM. Les
tests « F » suivi d’un test de « student » ont servi a analyser les données.* p < 0,05 ** p < 0,01,
**% p <0,001
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3.4 Comparaison des profils d’adipokines entre les souches B6 et SJL

3.4.1 Production des adipokines

Pour le tissu ING, la quantité de I’IL-6 et de leptine est plus forte chez B6 (14 932 pg/ng et 9393
pg/ng) que chez SJL (4504 pg/ng et 2897 pg/ng) (p < 0.001). (Figure 3.8 B et C) Quantaelle, la
quantité de I’'IL-10 et d’adiponectine est plus forte chez SIL (8094 pg/ng et 2119 ng/ng) que chez
B6 (2429 pg/ng et 22 ng/ng) (p <0.001) (Figure 3.8 DetF).

Au niveau du MES,; la quantité d’IL-6, de leptine et de TGF-B1 est significativement plus élevée
(p<0.01; p<0.001; p<0.05) chez B6 (10 958 pg/ng, 8 086 pg/ng et 2 380 pg/pg) que chez SIL
(2 128 pg/ng, 1 879 pg/ng et 781 pg/ng) (Figure 3.8 B, C et D). La quantité d’adiponectine est
significativement (p < 0.001) plus élevée chez SJL (2 047 ng/pg) que chez B6 (18 ng/ng) (Figure
3.8F).

Pour le PARA, la quantité de I’IL-6 et de leptine est significativement plus élevée (p < 0.001)
chez B6 (13 635 pg/pg et 8 732 pg/ng) que chez SIL (4 451 pg/ng et 3791 pg/ng). (Figure 3.8 B et
C) La quantité d’adiponectine est significativement plus élevée (p < 0.001) chez SJL (2047 ng/ng)
que chez B6 (19 ng/ng) (Figure 3.8 F).
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Figure 3.8 : Comparaison des niveaux de production des adipokines entre B6 et SJL dans
différents tissus adipeux. Le tissu inguinal (ING), mésentérique (MES) et PARA des souris B6
(n=6-10) et SJL (n=12) ont ét¢ homogénéisés. A) TNF-a B) IL-6 C) Leptine D) IL-10 E) TGF-B1
F) Adiponectine Les adipokines ont ét¢ dosées par ELISA. Les moyennes sont présentées avec les
SEM. Un test « F » suivi d’un test de « student » ont servi & analyser les données. * p< 0.05, ** p
<0,01 et ***p<0,001
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3.4.2 Comparaison des ratios

3.4.2.1 Tissu ING

Chez SJL, les ratios IL-10/TNF-c, IL-10/IL-6, IL-10/leptine et IL-10/TGF-B1 sont
respectivement plus élevés de 10, 22, 14 et 24 fois comparativement a B6. Se référer au tableau

3.2 pour la valeur des degrés de signification (p) (Tableau 3.2).

Toujours, chez SJL les ratios adiponectine/TNF-a, adiponectine/IL-6, adiponectine/leptine,
adiponectine/IL-10 sont respectivement de 114, 350, 300 et 22 fois plus élevés comparativement

a B6. Se référer au tableau 3.2 pour la valeur des degrés de signification (Tableau 3.2).

11 est & noter aussi que le ratio TNF-c/IL-6 est 2 fois plus élevé chez SJL que chez B6 (p < 0.01).
Le ratio TNF-a/leptine est 4 fois plus €levé (p < 0.1) chez SIL que chez B6. Le ratio TNE-
o/TGF-B1 est 6 fois plus élevé (p < 0.05) chez SIL que chez B6 (Tableau 3.2).

Ces données suggerent que I'IL-10 et ’adiponectine du tissu ING sont plus fortement produites

que les autres adipokines chez SJL que chez B6.
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Tableau 3.2: Ratios des adipokines contenu dans le tissu ING. Le tissu ING des souris SJL et B6 a été¢ homogénéisé. Les adipokines ont été
dosées par ELISA. Les ratios ont été faits pour comparer le niveau de production des adipokines des souris B6 (n=10) et SJL (n=12). Chaque
adipokine de chaque souche a été rapportée par rapport a une autre adipokine de la méme souche. Les moyennes sont présentées avec les SEM. Un
test « F » suivi d’un test de « student » ont servi a analyser les données. * p< 0.05, ** p < 0,01 et *** p <0,00!
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3.4.2.2 Tissu MES

Chez B6, les ratios leptine/TNF-a, leptine/IL-6, leptine/IL-10 sont respectivement 6, 2 et 13 fois

plus élevés que chez SJL. Se référer au tableau 3.3 pour la valeur des degrés de signification.

Chez SJL, les ratios adiponectine/TNF-o, adiponectine/IL-6, adiponectine/IL-10,
adiponectine/TGF-B1 sont respectivement 140, 333 500, 60 et 470 fois plus élevés que chez BO.

Se référer au tableau 3.3 pour la valeur des degrés de signification (Tableau 3.3).

De plus, le ratio IL-6/IL-10 est 10 fois plus élevé (p <0.01) chez B6 que chez SJL (Tableau 3).

Ces résultats suggerent que la quantité d’adiponectine est, relativement aux autres adipokines,

plus importante dans le tissu MES chez SJL. que chez B6.
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servi a analyser les données. * p< 0.05, ** p < 0,01 et *** p <0,00]

Tableau 3.3: Ratios des adipokines contenu dans le tissu MES. Le tissu MES des souris SJL et B6 a été homogénéisé. Les adipokines ont été
dosées par ELISA. Chaque adipokine de chaque souche a été rapportée sur une autre adipokine de la méme souche. Les ratios ont été faits pour
comparer le niveau de production des adipokines des souris B6 (n=10) et SJL (n=12). Chaque adipokine de chaque souche a été rapportée par
rapport & une autre adipokine de la méme souche. Les moyennes sont présentées avec les SEM. Un test « F » suivi d’un test de « student » ont
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3.4.2.3 Tissu PARA

Chez B6, les ratios leptine/TNF-a, leptine/IL-10 et leptine/TGF-B1 sont 5 fois plus élevés que

chez SJL. Se référer au tableau 3.4 pour les valeurs et les valeurs des degrés de signification.

Chez SJL, les ratios adiponectine/TNF-c,, adiponectine/IL-6, adiponectine/leptine,
adiponectine/IL-10, adiponectine/TGF-B1 sont respectivement 70, 170, 300, 100 et 75 fois plus
élevés (p <0.001) que chez B6 (Tableau 3.4).

Le ratio IL-6/TGF-B1 est significativement plus élevé (p < 0.05) de 3 fois chez B6 que chez SIL
(Tableau 4).

Ces données suggérent que la quantité d’adiponectine est plus élevée chez SJL que chez B6 dans
le tissu PARA. De plus, la quantité de leptine semble plus importante dans le tissu PARA chez
B6 que chez SJL.
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Tableau 3.4: Ratios des adipokines contenu dans le tissu PARA. Le tissu PARA des souris SJL et B6 a ét¢ homogénéisé. Les adipokines ont

été dosées par ELISA. Les ratios ont été faits pour comparer le niveau de production d'adipokines des souris B6 (n=10) et SJL (n=12). Chaque
adipokines de chaque souche a été rapportée par rapport a une autre adipokine de la méme souche. Les moyennes sont présentées avec les SEM.
Un test « F » suivi d’un test de « student » ont servi a analyser les données. * p<0.05, ** p < 0,01 et *** p<0,001
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3.5. Effets de 1a nourriture HTL sur les souches B6 et SJL

3.5.1 Prise alimentaire

Chez B6, la quantité d’aliments ingérés est 2.5 fois plus importante (p < 0.05) a la premicre
semaine. Tandis que chez SJL, elle est environ 3 fois plus grande (p < 0.01) dans les deux
premiéres semaines. (Figure 3.9 A et B) Ensuite, il n’y a pas de variation significative de la prise

alimentaire entre les groupes témoins et HTL.

3.5.1 Gain de poids

Pour la souris B6 et SJL, il n’y a pas de gain de poids significatif entre les groupes témoins et
HTL. Elles se comportent comme des souris résistantes a la nourriture riche en lipides (Figure 3.9
AetD).
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Figure 3.9 : Poids, prise alimentaire et glycémie des souris soumises a un régime HTL.
Les souris B6 (n=10) et SJL (n=12-13) ont été nourries avec un régime HTL pendant 12
semaines. A) Moyennes des poids mesurés une fois par semaine. A et B) Prise alimentaire
moyenne pour chaque souris mesurée une fois par semaine pour B6 (A) et SIL (B) C)
Moyennes des poids mesurés une fois par semaine D) Glycémie des souris B6 et SJIL 4 jeun.
Les souris ont été mises & jeun pendant 3 heures. Le glucose sanguin a ét¢ mesuré. Les
mesures ont été récoltées a toutes les deux semaines. Les moyennes sont présentées avec les
SEM. Une « ANOVA pour deux facteurs avec mesures répétées » suivie d’un test
« Bonferonni » ont servi a analyser les données. *** p< 0.001.

3.5.2 Les adipocytes

Les résultats démontrent que la population d’adipocytes n’a pas augmenté lorsque les souris

sont nourries avec un régime HTL aussi bien que chez B6 que chez SJL (Figure 3.10 C et D).

Chez B6, la nourriture HTL n’induit pas de changements des diametres cellulaires (Figure
3.12 A). Dongc, la nourriture HTL n’induit pas d’augmentation de la quantité de lipides dans
les adipocytes chez B6. Cette hypothése est renforcie lorsque les adipocytes sont marqués

avec le rouge de Nil, ce dernier se liant aux lipides contenus dans les adipocytes. La
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fluorescence du rouge de Nil est identique entre le groupe témoin et HTL pour la souche B6

(Figure 3.11 C).

Chez SJIL, il n’y a pas d’augmentation de diametre cellulaire dans le tissu ING et PARA
lorsque les souris consomment la nourriture HTL comparativement au groupe témoin.
Toutefois, il y a une augmentation du diamétre cellulaire dans le tissu MES (p < 0.001) des
souris qui consomme la nourriture HTL comparativement au groupe témoin (Figure 3.12 A).
Toutefois, il n’y a pas d’augmentation de la fluorescence du rouge de Nil (Figure 3.11 D).
Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par le critére de sélection des adipocytes
lorsque les diametres ont ét¢ mesurés. Par convention une cellule est considérée comme une
adipocyte lorsque son diametre cellulaire est de 20pm ou plus. En bas de ce diametre, les
cellules ne sont pas considérées comme des adipocytes (Gerrard et Grant, 2002). Cette
convention varie selon les especes animales. Chez le dromadaire le diametre des adipocytes
peut varier entre 12.5 pum et 175 pm (Faye et a/., 2002). I est possible que des adipocytes de
souris aient un diameétre plus petit que 20pum et cela expliquerait la différence observée entre

le diametre cellulaire et la fluorescence pour le rouge de Nil.
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Figure 3.10: Populations des cellules dans le tissu adipeux des souris soumises 2 un
régime HTL. Les souris ont ét¢ nourries avec un régime HTL pendant 12 semaines. Les
cellules du tissu ING, MES et PARA des souris B6 et SJIL ont été marquées avec le F480 et
le rouge de Nil. Les cellules ont été analysées par cytométrie de flux A et B) Population de
macrophages contenue dans la fraction stroma vasculaire A) B6 n=6-10 B) SJL n=3-9 C-D)
Population d’adipocytes contenus dans les tissus adipeux C) B6 n=6-12 D) SJL n=3-9. Les

données moyennes sont présentées avec I’erreur type. Les tests « F » suivis d’un test de
« Student » ont servi a analyser des données. ** p < 0,01
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Figure 3.11: Fluorescence des marqueurs Rouge de Nil et F480 des souris soumises a un
régime HTL. Les souris ont été nourries avec un régime HTL pendant 12 semaines. Les
cellules du tissu ING, MES et PARA ont été marquées avec le F480 et le rouge de Nil. Les
cellules ont été analysées par cytométrie de flux A-B) Fluorescence moyenne de F480 par
macrophage A) B6 n = 6-10 B) SIL n = 3-9 C-D) Fluorescence moyenne de rouge de Nil par
adipocyte C) B6 n = 6-10 D) SJL n = 3-9 Les moyennes sont présentées avec le SEM. Les
tests « F » suivis d’un test « Student » ont servi a analyser les données. **p<0,01
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3.5.3 Pourcentage de lipides dans le foie et la glycémie

Une des conséquences de I’obésité est la stéatose qui consiste en une accumulation excessive
de lipides dans le foie (Blanc, 1997). Chez B6 autant que chez SJL, la nourriture HTL
n’induit pas d’accumulation significative de lipides dans le foie. (Figure 3.11 B) La
nourriture HTL n’a pas eu d’impact au niveau de la glycémie des souris a jeun pour les deux

souches. (Figure 3.12 B)

Finalement, la nourriture HTL n’a pas eu d’effet sur la majorité des paramétres

physiologiques évalués pour les deux souches a ’exception du tissu MES des souris SJL.
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Figure 3.12 : Paramétres physiologiques des souris soumises a un régime HTL. Les
souris B6 et SJL ont ét€ nourries avec un régime HTL pendant 12 semaines. Les adipocytes
des tissus ING, MES et PARA ont été isolés a la collagénase. Le diameétre des adipocytes a
été mesuré avec un microscope optique doté d'un oculaire gradué. Les lipides du foie ont été
extraits avec une solution chloroforme : methanol (2 :1) A) Diametre des adipocytes B)
Lipides contenus dans le foie. Les moyennes sont présentées avec les SEM. Un test « F »
suivi d’un test de « student » ont servi a analyser les données. *** p < 0,001
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3.5.4 Effets de la nourriture HTL sur les adipokines pro-inflammatoires

Les niveaux de production des adipokines (TNF-a, 1L-6, leptine, IL-10, adiponectine et TGF-
B1) contenues dans les différents tissus (ING, MES et PARA) des groupes témoins et des

groupes HTL ont été comparés.

Chez B6, les adipokines dosées dans le tissu ING n’ont pas été influencées par la nourriture
HTL. Pour le tissu MES, il y a une augmentation significative (respectivement de p <0.05, p
<0.01 et p £0.001) du TNF-a (2X), de I'lL-6 (2X) et de la leptine (3X). Pour le PARA, il y
a une diminution significative (p < 0.05) de TNF-a. (1.2X) et une augmentation significative

(p £0.05) de leptine (1.5 X) (Figure 3.13).

Chez [a souris SJL, la nourriture HTL n’influence pas la production d’adipokines pro-

inflammatoires pour aucun des trois tissus (Figure 3.13).
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Figure 3.13: Les adipokines pro inflammatoires contenu dans le tissu adipeux des
souris soumises 2 un régime HTL. Les souris B6 et SJIL ont été nourries avec un régime
HTL pendant 12 semaines. Les tissus : inguinal (ING), mésentérique (MES) et paramétrial
(PARA) ont été homogénéisés. Les adipokines ont €té dosées par ELISA chez la souris B6
(n=10) et SJL (n=12-13). A) TNF-a chez B6 B) IL-6 chez B6 C) Leptine chez B6 D) TNF-a
chez SJL E) IL-6 chez SJL F) Leptine chez SJL. Les moyennes sont présentées avec le SEM.
Un test « F » suivi d’un test de « students » ont servi a comparer le groupe témoin et le
groupe HTL. * p< 0.05, ** p < 0,01 et *** p<0,001
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3.5.5 Les adipokines anti-inflammatoires

Chez B6, les quantités d’adipokines des tissus ING et PARA ne sont pas influencées par
I’alimentation HTL. Pour le tissu MES, il y a augmentation significative (respectivement p <

0.01 etp<0.001) de I'IL-10 (3X) et de I’adiponectine (2X) (Figure 3.14).

Chez SJL, la nourriture HTL n’a pas influencé la production d’adipokines anti-
inflammatoires et cela pour les trois tissus sauf pour I’adiponectine. Il y a une diminution
d’environ 1.7X de I’adiponectine dans le tissu ING (p < 0.01) et MES (p < 0.05) (Figure
3.14).
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Figure 3.14 : Adipokines anti-inflamamtoires contenues dans le tissu adipeux des souris
soumises a régime HTL. Les souris ont été nourries avec un régime HTL pendant 12
semaines. Les tissus ING, MES et PARA ont été homogénéisés. Les adipokines ont été
dosées par ELISA chez la souris B6 (n=10) et SIL (n=12-13). A) IL-10 chez B6 B)
Adiponectine chez B6 C) TGF-B1 chez B6 D) IL-10 chez SIL E) Adiponectine chez SJL F)
TGF-B1 chez SJL. Les moyennes sont présentées avec le SEM. Un test « F » suivi d’un test
de « students » ont servi a comparer le groupe témoin et le groupe HTL. * p< 0.05, ** p <
0,00 et *** p<0,001
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3.5.6 Macrophages

Chez B6 et chez SJL, la nourriture HTL n’a pas influencé la population de macrophages
(Figure 3.10 A et B). Toutefois, chez B6, il y une augmentation du marqueur F4/80 a la
surface des cellules dans les tissus ING, MES et PARA ce qui indique un changement de

morphologie chez les macrophages (Figure 3.11 A).



CHAPITRE 4

DISCUSSION

4.1 Caractérisation des profils d’adipokines chez B6 et SJL du tissu PARA

La premiére étude de ce mémoire permet de caractériser le profil d’adipokines du tissu
paramétrial des souris B6 et SJL. L hypothese de base était la suivante : la souris SJL a un
profil inflammatoire plus élevé puisque la production de I'[L-12 par les macrophages
stimulés avec les LPS est plus élevée comparativement a B6. Les adipokines suivantes ont été
choisies : TNF-a, IL-6, leptine, MCP-1, IL-10, adiponectine, TGF-B1, VEGF et CNTF afin
de caractériser le profil du tissu PARA. La régulation de ces adipokines est affectée chez les

sujets obeses. Se référer a I’introduction.

Le graphique 3.1 permettent de constater que la quantité d’adiponectine dans le tissu PARA
est significativement plus élevée par rapport aux autres adipokines du tissu aussi bien chez
B6 que chez SJL. Chez B6, la quantité d’adiponectine est environ 500 X a 8 000 X plus
élevée comparativement aux autres adipokines. Chez SJL, la quantité¢ d’adiponectine est
environ 50X a 9 000X plus élevée comparativement aux autres adipokines. Les adipocytes du
tissu adipeux sont les principales sources de l’adiponectine (Maeda et al., 1996). 1l est
surprenant que les niveaux de leptine ne soient pas équivalents aux niveaux d’adiponectine.
Chez la B6 et chez SJL, les niveaux de leptine sont respectivement 500X et 50X moins élevés
que ceux de D’adiponectine. Tout comme I’adiponectine, la leptine est essentiellement
produite par les adipocytes du tissu adipeux (Zhang et al., 1994). Une déficience de cette
dernicre entraine des conséquences métaboliques majeures telles que 1’obésité, un niveau de

lymphocyte Tyl plus bas et un appétit accru. Les sujets sont susceptibles de contracter des
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infections (Lord et al., 1998 et Farooqui et a/., 2002). Nos résultats pourraient suggérer que
des concentrations beaucoup plus faibles de leptine suffisent pour jouer des roles
physiologiques importants comme [’inhibition de 1’appétit, le maintient du niveau de
lymphocyte Tul. Le contraire doit étre valable pour 1’adiponectine. Des concentrations plus
importantes d’adiponectine doivent étre nécessaires pour que cette hormone accomplisse ses
fonctions. L’adiponectine permet entre autres d’augmenter la translocation des GLUT-4 du
cytoplasme vers la surface des cellules musculaires (Ceddia et al., 2004). Les souris
déficientes en adiponectine ont un taux anormalement élevé d’acides gras sanguin. L’étude
de Ma publiée en 2002 suggére que I’adiponectine joue un rdle dans I’assimilation des
triglycérides sanguins (Ma et al., 2002). L’adiponectine permettrait aussi d’inhiber le TNF-a
(Maeden, 2002). Toutefois, notre étude ne permet pas d’évaluer si I’adiponectine produite par

le tissu adipeux se retrouve dans la circulation sanguine.

La quantité élevée d’adiponectine contenue dans le tissu PARA pourrait s’expliquer par le
dimorphisme sexuel. Chez ’humain, les concentrations plasmatiques d’adiponectine sont
plus élevées chez les femmes que chez les hommes (Nishizawa et al., 2002). De plus, chez
les souris CD1 agées de 9 semaines, la quantit¢ d’ARN,, d’adiponectine contenue dans les
tissus perigonadaux est plus élevée chez les femelles que chez les males (Gui et al., 2004).
Donc, la quantité¢ élevée d’adiponectine contenue dans le tissu PARA pourrait étre due au
dimorphisme sexuel. Il faudrait caractériser le tissu adipeux €pididymaire de la souris méle
afin de vérifier si la quantité élevée d’adiponectine comparativement aux autres adipokines
est due a un dimorphisme sexuel. [1 se peut aussi que les tissus périgonadaux produisent plus

d’adiponectine comparativement aux autres tissus.

Il est intéressant de mentionner que 1’adiponectine est une adipokine anti-inflammtoire. Elle
inhibe la prolifération des monocytes sanguins ainsi que la phagocytose de ces derniers
(Ouchi, 1999). Chez les macrophages de porc stimulés avec les LPS, elle inhibe la production
de TNF-q, IL-6 et induit la production d’IL-10 (Wulster-Radcliffe et a/., 2004). De plus, in
vitro, elle inhibe les effets du TNF-oo dans les cellules endothéliales vasculaires.

Conséquemment, la quantité élevée d’adiponectine dans le tissu PARA pourrait empécher
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|’apparition de 'inflammation causé€e par une diéte riche en lipides. Cette hypothése sera

vérifiée dans la section 4.3.

Nos résultats démontrent aussi que le tissu adipeux contient du TNF-a, IL-6, MCP-1, IL-10,
TGF-B1, VEGF et CNTF. Aucune de ces adipokines ne semble étre produite plus fortement
par rapport aux autres selon nos tests statistiques. Chacune de ces adipokines a des réles qui

ont €té définis dans I’introduction.

La deuxiéme partie de cette étude compare les niveaux relatifs d'adipokines entre les souches
B6 et SJL. L’usage de ratios a été nécessaire puisque les quantités d’adipokines ont été
rapportées par gramme de tissu. Chez la souris SJL, la population d’adipocytes est 2 fois plus
élevée que chez B6. Ce biais pourrait fausser les résultats si les quantités d’adipokines sont
rapportées par gramme de tissus. Théoriquement pour un méme gramme de tissu, il y aurait 2
fois plus de cellules. Cependant, visuellement le profil d’adipokine des souches B6 et SJL
semble similaire. Se référer a la figure 3.1 A pour le profil d’adipokines de B6 et la figure 3.1
B pour le profil de SIL. Pour vérifier si les profils sont identiques, chaque adipokine a été
rapportée par rapport aux autres adipokines d’une méme souche. Ainsi, on a obtenu les
quantités relatives pour chacune des adipokines. Les quantités relatives ont été comparées
entre les 2 souches.

Les ratios de TNF-a ou de VEGF sur IL-6, MCP-1, IL-10, TGF-f1 et CNTF sont plus
élevés chez SJL que chez B6. Se référer a la section 3.1.2 pour les résultats. Ces données
suggerent que le TNF-o et le VEGF sont produits de fagon plus abondante chez SIL que chez
B6. 11 est intéressant de mentionner que le TNF-a régule le VEGF (Bottomley et al, 1999 et
Wang et al., 2006). Le TNF-a est un inducteur du VEGF (Bottomley et al., 1999). In vitro, le
TNF-o augmente la production de VEGF chez les préadipocytes humains (Wang et a/.,
2006). 1l se pourrait que la forte production de TNF-a chez la souris SIL induise une hausse
de la production de VEGF. Pour vérifier cette hypothése, il faudrait injecter a la souris un
inhibiteur du TNF-a.. Si cette hypothése se révele exacte, la production de VEGF devrait

diminuer.
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La prédisposition de la souris SJL & développer des maladies auto-immunes du type Tyl
pourrait expliquer la quantité de TNF-a plus élevée. Ce dernier est un co-activateur de la voie
classique (Alleva, 2001 ; Hacket, 1988). Cependant, aucune étude n’a prouvé que la souris
SJL produisait de fagon plus importante du TNF-a que la souris B6. De plus, I’étude
d’Alleva a démontré que les macrophages des souris SJL stimulés aux LPS produisaient du
TNF-a, de I’IL-6 et de I’IL-10 dans les mémes proportions que la souris B6. Il y a seulement
’IL-12 qui est produite de fagon plus abondante comparativement a B6 lorsque les
macrophages de la souris SJL sont activés avec les LPS. Il ne faut pas perdre de vue aussi
que la réponse excessive a des agents pathogenes est due a des anomalies des suppresseurs
qui participent a la tolérance du soi (Amagai et Cinader, 1981). En résumé, aucune littérature
ne permet de supposer que la souris SJL ait des anomalies génétiques qui feraient en sorte
que la production de TNF-a soit plus forte que chez la souris B6. Il y a une autre théorie qui
permettrait d’expliquer a la fois la quantité de TNF-a et de VEGF plus élevée. La souris SJL
est susceptible de développer une maladie qui ressemble a la maladie de Hodgkin (Yumoto et
Dmochowski., 1967). Cette maladie entraine un cancer dans les organes lymphoides
secondaires. Chez les patients atteints de cette maladie, il y a augmentation de la production
du TNF-a et du VEGF (Passam, 2006). Si nos souris SJL avaient développé un cancer, la
production de TNF-a et de VEGF serait plus grande.

La production plus élevée de TNF-a pourrait avoir des conséquences sur la santé des souris si
ces dernieres sont engraissées. Le TNF-a est une adipokine pro-inflammatoire puisqu’elle
permet en autre ’activation de la réponse Tyl des macrophages (Hackett, 1988). Chez les
personnes obeses la production de TNF-q, par le tissu adipeux augmente. Cette augmentation
conduirait & une inflammation dans le tissu adipeux (Kern et al., 1995). De plus, le TNF-
o conduirait & une résistance a I’insuline (Stephens, 1997). Chez SJL, la quantité élevée de
TNF-a pourrait contribuer & augmenter ’inflammation lorsque ces souris deviennent obeses.
De plus, elles pourraient développer plus rapidement des maladies associées a I’obésité. Cette

hypothése sera vérifice dans la section 4.4.
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Quant a lui le VEGF permet la formation de nouveaux vaisseaux sanguins lorsque le tissu est
en hypoxie (Loureiro et D’Amoure, 2005). Chez les personnes obeses, la quantit¢ de VEGF
diminue malgré que le tissu soit en hypoxie (Pasarica et al., 2009). La quantité élevée de
VEGF chez SJL pourrait maintenir un niveau acceptable d’oxygénation des tissus. Cette

hypothése ne sera pas vérifiée dans le présent mémoire.

Curieusement, les rapports de TNF-a ou de VEGF sur la leptine et ’adiponectine sont
équivalents entre les deux souches. On remarque que les €carts types des moyennes des
ratios sont trés élevés. 11 y a environ 50% a 100% de variation entre les ratios d’une méme
souche. Se référer au tableau 3.1 pour les écarts types des ratios. Ces variations suggerent que
la production de leptine et d’adiponectine varie au cours d’une journée. La leptine est régulée
par le cycle circadien et la nourriture (Pu, 2000). Donc, la production de leptine n’est pas
stable au cours d’une journée contrairement au TNF-c.. Chez les humains sains, le niveau de
TNF-a est stable tout au long de la vie. Pour qu’il y ait une production de TNF-a chez
I’humain, il faut une stimulation d’un agent pathogéne ou le développement d'une maladie
(Fagiolo et al., 2005). Les deux régulations de la leptine pourraient expliquer les fortes
variations observées. Pour I’adiponectine, les mécanismes de régulation sont encore peu
connus. Par contre, I’adiponectine est régulée de fagcon négative avec I’insuline et le TNF-a
(Fasshauer et al., 2001). Bref, les différents mécanismes de régulation pourraient faire varier

la production d’adiponectine et de leptine au cours d’une journée.

En conclusion, la quantité relative de TNF-a et de VEGE est plus importante chez SJL par
rapport a la majorité des adipokines dos€es. La production de TNF-a plus élevée chez SJIL

pourrait entrainer des effets néfastes lorsque ces derniéres sont engraissées.
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4.2 Comparaison entre les tissus ING, MES et PARA entre les souches B6 et SJL

4.2.1 Population cellulaire

Selon les données obtenues par cytométrie de flux, pour la souche B6, les pourcentages
d’adipocytes et de macrophages sont équivalents entre les tissus ING, MES et PARA.

Toutefois, les diametres des adipocytes sont différents entre les tissus.

Chez B6, I'ordre de grosseur des diamétres est le suivant: PARA > ING > MES. La
différence entre les diameétres cellulaires pourrait s’expliquer par un pouvoir lipolytique
différent ou par I’activité de la LPL. Chez I’humain, le tissu MES a un pouvoir lipolytique
plus grand que les autres tissus (Reynisdottir et al., 1997, Ostmen, 1979, Amer, 1995).
Toujours chez ’humain, le tissu MES a plus de récepteurs aux catécholamines que les 2
autres tissus (Arner, 1995). Une lipolyse plus importante pourrait empécher 1’accumulation
de lipides dans le tissu MES. La différence des diametres cellulaires pourrait s’expliquer
aussi par ’activité de la LPL. La LPL permet I’incorporation des acides gras dans la cellule.
Chez la femme les adipocytes du tissu sous cutané sont 18% plus gros que ceux de 1’omental.
Toujours chez la femme, I’activité de la LPL est plus importante dans le tissu adipeux sous
cutané comparativement au tissu omental (Tchernof et a/., 2006). Une activité de la LPL plus
faible dans le tissu MES empécherait I’incorporation des triglycérides dans les cellules
adipeuses et conduirait a un diametre plus petit. Chez les souris aucune littérature & notre
connaissance ne compare la lipolyse ou ’activité¢ de la LPL des différents sites. Néanmoins,
nos résultats démontrent que les diameétres cellulaires sont différents selon les sites. Une
lipolyse basale plus élevée, une sensibilité aux catécholamines plus grande ou une activé de
la LPL moins €levée pourraient expliquer un diamétre cellulaire plus petit dans le tissu MES.
Le tissu ING aurait un pouvoir lipolytique se situant entre le tissu MES et PARA.

Finalement, le PARA aurait la lipolyse la plus faible.

Chez la souris SJL, il n’y pas de différence de population entre les tissus adipeux. Quant au
diametre cellulaire, le diamétre cellulaire moyen du tissu PARA est plus grand que celui du

MES. Cette différence pourrait s’expliquer aussi par leur pouvoir lypolytique. 11 peut
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s’expliquer aussi par I’activité de la LPL plus élevée (Reynisdottir et al., 1997, Ostmen,
1979, Arner, 1995; Tchernof et al., 2006).

4.2.2 Comparaison des adipokines entre les 3 tissus adipeux

Les 5 adipokines (TNF-c, [L-6, leptine, IL-10, adiponectine et TGF-B1) ont été dosées dans
les tissus ING, MES et PARA. La production d’adiponectine est plus abondante dans tous les
tissus aussi bien chez B6 que chez SJIL par rapport aux autres adipokines. Chez B6,
I’adiponectine est produite 2X a 20X plus par rapport aux autres adipokines. Chez SJL, la
production d’adiponectine est 200X a 2019X plus élevée par rapport aux autres adipokines.
Pour comparer les ratios se référer aux tableaux 3.2, 3.3 et 3.4 du chapitre 3. Ces résultats
confirment 1'étude précédente. L’étude précédente a permis de déterminer que la quantité
d’adiponectine était plus élevée dans le tissu PARA comparativement aux autres adipokines.

Ces résultats confirment la forte production d’adipokines par les trois tissus adipeux.

Nos résultats démontrent également que le tissu adipeux produit aussi du TNF-«, de I'IL-6 et
du TGF-B1. Les roles physiologiques de ces demiers sont tres nombreux surtout lors d’une
infection. Cependant, ces adipokines sont produites par une multitude de cellules dont les
sites sont situés ailleurs que le tissu adipeux. Par exemple, le TNF-a et [’lL-6 sont produits
en autre par les macrophages, les lymphocytes, neutrophiles, les astrocytes, les fibroblastes,
les cellules des muscles lisses (Cavaillon, 1996). Aucune littérature ne rapporte 1’impact de la
production de ces cytokines sur le systéme sanguin ou sur le métabolisme lorsque les sujets
sont en santé. Il ne faut pas perdre de vue que le but de cette étude est de comparer les
différents sites du tissu adipeux d’un point de vue immunologique et non de vérifier I’aspect

physiologique.

En résumé, ’adiponectine est |’adipokine la plus synthétisée dans le tissu adipeux
comparativement aux autres adipokines dosées pour les trois tissus adipeux. Comme
mentionné auparavant, cette adipokine a des propriétés anti-inflammatoires. Sa forte quantité

dans le tissu adipeux pourrait assurer une protection contre les agents inflammatoires. La
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prochaine section va permettre de déterminer si le profil d’adipokines varie d’un tissu a

["autre.

Les niveaux d’adipokines des différents tissus ont ét¢ comparés. Les niveaux de production
de chacune des adipokines sont équivalents d’un site a ’autre a quelques exceptions. Nos
résultats confirment les résultats de I’étude de Montague méme si les modeéles sont
différents. L’étude de Montague a porté¢ chez I’humain ayant des poids normaux. Elle a
démontré que la localisation des tissus (sous cutané et omental) n’influencait pas la
production des adipokines. Les niveaux de TNF-a et de leptine étaient identiques entre les

tissus sous cutané et omental (Montague et al., 1998).

Chez la souris B6, il n’y a pas de différence dans les niveaux de production des adipokines
entre les tissus a ’exception de I’IL-10. En effet, la quantité d’IL-10 est plus forte dans le
tissu PARA comparativement aux tissus MES (5X) et ING (3X). Dans le tissu adipeux, I’une
des cellules qui produit de I’IL-10 est le macrophage. La production plus abondante d’IL-10
ne peut cependant pas s’expliquer par le pourcentage de macrophages dans le tissu adipeux.
La source de I'IL-10 pourrait donc provenir de cellules qui n’ont pas été présentées dans
I'introduction du présent mémoire. Le tissu adipeux contient aussi des lymphocytes, des
fibroblastes et des monocytes (Juge-Aubrey et al., 2005 et Kintscher, 2008). Ces cellules sont
capables de produire de I'IL-10 (Del prete, 1993; Juge-Aubrey et al., 2005). L’IL-10 est une
puissante cytokine anti-inflammatoire. Une injection de 1 000 unités de I’IL-10 permet la
survie des souris injectées avec 500 ng de LPS, une dose qui tue normalement 50% des
animaux (Gérard et al., 1993). L’IL-10 inhibe la réponse Tyl en inhibant en autre la
production de TNF-a des macrophages (Fiorentiono et al., 1991). La production plus accrue
d’IL-10 dans le tissu PARA suggére un potentiel anti-inflammatoire plus grand que les deux
autres tissus. Toutefois, il faudrait démontrer que la quantit¢ de I'IL-10 a un effet
physiologique intéressant.

Chez les souris B6 méles engraissés, le tissu MES produit une quantité supérieure de MCP-1
que d’autres tissus adipeux comme le tissu sous cutané, rénal et épididymaire. De plus, la
quantit¢ de macrophages est plus importante au niveau du MES (Yu et al, 2006).

Finalement, selon nos résultats, I’inflammation observée dans MES chez les souris males
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engraissées dans 1’étude de Yu publiée en 2006 ne peut s’expliquer par un tissu davantage
pro-inflammatoire. Toutefois, la quantité de I’IL-10 plus élevée observée dans le tissu PARA

pourrait empécher I’inflammation de s’installer lorsque les souris sont engraissées.

Il est important de mentionner que des études ont rapporté¢ que le diamétre des adipocytes
influengait la production de la leptine et d’adiponectine (Skurk, 2007 et Guo, 2004). Dans la
présente ¢tude les différences entre les diameétres cellulaires des 3 tissus investigués
n’influencent pas la production de ces deux adipokines. Il existe d’ailleurs une différence
entre les résultats de notre étude et ceux de Skurk publiés en 2007 et de Guo publiés en 2004.
Les études de Skurt (2007) et de Guo (2004) ont isolé des adipocytes provenant de sujets
ob¢ses. Notre étude utilisait des animaux en santé. Il se peut que la production d’adipokines
ne soit pas affectée par la grosseur des diametres cellulaires lorsque les sujets ont un poids
santé. Il se peut aussi qu’il subsiste une différence entre I’humain et la souris, c’est-a-dire que

les mécanismes de régulation observés chez ’homme ne s’appliquent pas a la souris.

Chez SJL, la production d’adipokines est équivalente entre les tissus adipeux sauf dans le cas
de I’[L-6 et de la leptine. La production d’IL-6 est 1.4 X plus forte dans le tissu ING
comparativement au tissu MES. La production de leptine est 2X plus forte dans le tissu
PARA comparativement au tissu MES. L’IL-6 a des propriétés pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires. Cependant, dans un contexte d’obésité, I'IL-6 est considérée comme une
adipokine pro-inflammatoire puisqu’elle induirait une résistance a ’insuline (Rotter et al.,
2003). La leptine est elle aussi une adipokine pro-inflammatoire puisqu’elle est une
activatrice de la réponse Tyl (Martin-Romero et al., 2000). La production d’IL-6 et de leptine
plus élevée suggere que le tissu ING et PARA ont des propriétés pro-inflammatoires plus
¢levées comparativement au MES. Toutefois, la quantité¢ de I’IL-6 n’est pas vraiment plus
abondante (1.4 X). Il faudrait vérifier si la quantité plus élevée a un impact physiologique. Le

méme raisonnement est valable pour la leptine.

La production de I'[L-6 ne peut s’expliquer par les populations de macrophages ou
d’adipocytes contenus dans le tissu adipeux puisque les pourcentages de cellules sont

équivalents entre les tissus. La source d’IL-6 pourrait provenir d’un pouvoir accru des
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adipocytes, des préadipocytes ou des macrophages & produire de I’IL-6 (Harkins et al., 2004,
Fain et al., 2004). Pour vérifier cette hypothése, il faudrait isoler les cellules des tissus ING et
MES, incuber les adipocytes avec un nombre €gal de cellules et comparer la production entre
les cellules provenant des 2 tissus différents. Il ne faut pas oublier que le tissu adipeux
contient d’autres cellules comme les lymphocytes et les fibroblastes (Juge-Aubrey et al.,
2005 et Kintscher, 2008). Ces cellules sont capables de produire de I'IL-6. La source d’IL-6

pourrait provenir de ces cellules mais aucune étude ne permet d’appuyer cette possibilité.

La production de leptine 2X plus élevée dans le tissu PARA comparativement au MES
pourrait s’expliquer par les diametres cellulaires. En effet, la production de leptine est
proportionnelle & la grosseur des adipocytes (Guo et al., 2004). Le tissu PARA contient des
adipocytes dont le diametre est 1.6 X plus élevé comparativement au MES. Cette

caractéristique pourrait expliquer la quantité de leptine plus importante dans le tissu PARA.

En résumé, la majorité des adipokines sont produites de fagon équivalente dans les tissus
ING, MES et PARA que ce soit chez B6 et SJL. Chez B6, la production basale plus élevée
d’IL-10 dans le PARA conférerait un potentiel anti-inflammatoire comparativement au tissu
ING et MES. Chez SJL, la production d’IL-6 et de leptine donnerait un pouvoir pro-
inflammatoire pour les tissus ING et PARA. La section 5 permet de vérifier si les variations
de la quantité d’adipokines basale contenue dans les tissus adipeux a un impact lorsque les

souris sont nourries avec un régime HTL.

4.3 Comparaison entre les souches B6 et SJL

4.3.1 Poids et prise alimentaire

La prise alimentaire et le poids des souris dgées au départ de 6 semaines ont €té suivis

pendant 12 semaines. La prise alimentaire est équivalente entre les deux souches tout au long

de I’étude. Malgré une consommation identique, les poids moyens de la souris B6 sont 1.1 X

plus élevé significativement que celui de la souris SIL. Les expériences ne permettent pas
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d’établir si la différence est due a la masse adipeuse, a la masse musculaire ou a ’ossature.
Néanmoins, il subsiste une différence de poids entre les deux souches pour des souris dgées

entre 6 semaines et 18 semaines.

4.3.2 Population cellulaire

Les populations de macrophages et d’adipocytes ont été comparées entre les deux souches.
Le pourcentage de macrophages contenu dans la fraction stroma vasculaire est le méme dans
les deux souches. Le bagage génétique différent de ces 2 souches de souris ne semble donc

pas influencer ce paramétre.

Nos résultats démontrent cependant que le pourcentage d’adipocytes contenu dans le tissu
adipeux est 2 fois plus élevé chez SJL que chez B6. Par contre, chez SJL le diameétre
cellulaire est 0.6 fois plus petit. Ces données suggerent que le mécanisme d’emmagasinage
des lipides est différent entre les souris. La souris B6 semble emmagasiner plus de lipides par
adipocyte, tandis que SJL favoriserait une différenciation cellulaire plus élevée. Ces

parametres indiquent des différences entre les souches.

4.3.3 Comparaison des niveaux d’adipokines entre les souches B6 et SJL

Les niveaux de chacune des adipokines entre les souches ont ét€¢ comparés. 1l s’est révélé

qu’il existe des différences importantes entre les deux souches.

Dans un premier temps, la quantité d’[L-6 et de leptine est plus élevé de 3X a 5X chez B6
que chez SIL et cela pour les tissus ING, MES et PARA. Se référer a la section 3.3.4 pour la
description des résultats. Dans les cas d’obésité, la production d’1L-6 augmente dans le tissu
adipeux (Mohamed Ali et af, 1997; Bastard et a/, 2000; Vozarova et al/, 2001). Cette
augmentation aggraverait le diabéte du type II. L’ll-6 induit une résistance partielle a

I’insuline chez les cellules 3T3-L1 (Rotter et al.,, 2003). Chez les personnes obeéses,
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I’augmentation du taux de leptine sanguin est associée a des maladies telles que le diabéte du
type 11, et I’arthrose (Terlain, 2005; Widjaja, 1997). Pour ces raisons, I’IL-6 et la leptine sont
considérées comme des adipokines pro-inflammatoires. La production d’IL-6 et de leptine
plus élevée chez B6 comparativement a SJL suggere que la souche B6 a un potentiel

inflammatoire plus élevé que la souche SJL.

La comparaison des niveaux des adipokines anti inflammatoires renforcit davantage cette
hypothése. Le niveau d’adiponectine est environ 100 fois moins élevé chez B6 que chez SJL
et cela pour les tissus ING, MES et PARA. L’adiponectine aurait un réle protecteur contre la
résistance a I’insuline en inhibant entre autre la production de TNF-a (Maeda, 2002). Pour
cette raison, ’adiponectine est considérée comme une adipokine anti-inflammatoire. De plus,
la quantité¢ d’IL-10 est plus faible dans le tissu ING de B6 que chez SJL. L’IL-10 inhibe
’activité des macrophages (Fiorentino et a/., 1991; Waal Melefyt et a/, 1991; Boddan et a/.,
1991; Gazzinelli et al., 1991). Cependant la production de TGF-B1 est plus forte chez B6
que chez SJL dans le tissu PARA. Le TGF-B1 inhiberait la prolifération cellulaire des Tyl
ainsi que la production d’INF-y (Rudner, 2003). Malgré cela, ’ensemble des données
indique que le tissu adipeux de la souris B6 posséde un potentiel pro-inflammatoire plus
élevé que la souris SJL. Les différences entre les niveaux d’adipokines des deux souches

peuvent étre partiellement expliquées par les populations cellulaires.

Chez B6, la production plus élevée d’IL-6 ne peut s’expliquer par une population plus élevée
de macrophages ou d’adipocytes car le pourcentage de la population est le méme. La
production accrue d’I1L-6 doit donc provenir d’autres cellules telles que les lymphocytes ou
les monocytes (Harkins et a/., 2004; Fain et al., 2004). Elle peut étre reliée aussi a une
capacité¢ des cellules (macrophage, préadipocyte ou adipocyte) a produire une quantité
supérieure d’IL-6. L’isolation des cellules doit étre faite pour vérifier cette hypothese, ce qui

n’a pas été fait dans la présente étude.

Quant a la leptine, elle est produite par les adipocytes. Encore une fois, la population
d’adipocytes ne peut expliquer la production plus élevée de leptine. Le pourcentage

d’adipocytes dans les tissus est méme deux fois moins élevé chez B6 que chez SJL.
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Logiquement, la capacité des adipocytes a produire la leptine doit étre plus accrue chez B6, la
production de leptine étant corrélée avec la grosseur des adipocytes (Guo, 2002). Ainsi, les

diamétres plus élevés chez B6 pourraient expliquer la production de leptine plus élevée.

La production 100 fois plus élevée d’adiponectine chez SJL que B6 pourrait cependant
s’expliquer par les différences de population d’adipocytes. La population d’adipocytes est
effectivement 2 fois plus nombreuse chez SJL que chez B6. Vu I'écart élevé entre les
souches, il se pourrait de plus que les adipocytes chez SJL aient une capacité supérieure a
produire de I’adiponectine. L’isolation des adipocytes permettrait de vérifier cette hypothése.
Si les adipocytes des souches B6 et SIL sont isolées et incubées avec un nombre identique de
cellules, on va pouvoir déterminer si les adipocytes des souris SJL ont une capacité

supérieure a produire de I’adiponectine.

La comparaison des niveaux d’adipokines présente beaucoup de problématiques puisque les
quantités d’adipokines ont été rapportées par quantité totale de protéines et conséquemment,
deux aspects doivent €tre pris en considération lors de I’interprétation des résultats. La
premicre est que 1’on suppose que les macrophages, les préadipocytes ou les adipocytes
produisent la méme quantité¢ de protéines. Si les adipocytes ne produisent pas la méme
quantité de protéines que les autres cellules, la population d’adipocytes 2X plus élevée chez
SJL pourrait fausser les résultats. Deuxiémement, on suppose que les cellules des deux
souches produisent la méme quantité de protéines. Exemple, I’adipocyte de B6 produit autant
de protéines que celui de SJL. Dans le cas contraire, les données pourraient étre faussées.

Pour vérifier cette hypothése, il faudrait isoler les cellules.

Pour réduire les effets des variables précédentes, des ratios ont été calculés. Chacune des
adipokines a été rapportée par rapport aux autres adipokines. Ensuite, la moyenne les ratios a
¢té comparée entre les souches B6 et SIL. Se référer a la section 3.3.5 ou aux tableaux
suivants : 3.2, 3.3 et 3.4. Les ratios n’étaient pas vraiment nécessaires mais ils permettent de
contre vérifier les résultats obtenus par une comparaison directe. Les ratios confirment une
partie des résultats. L adiponectine est produite de fagon plus importante chez la souris SJL

pour les trois tissus. Le tissu ING de la souche SJL produit de fagon plus importante de I’'[L-
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10 alors que le tissu MES chez B6 produit de fagon plus importante de la leptine. Finalement,
la conclusion est similaire a celle émise plus tot c'est-a-dire que le tissu adipeux de la souris
SJL pourrait avoir un potentiel anti-inflammatoire plus élevé que la souris B6. Cependant, les
ratios ne permettent pas d’établir une différence des niveaux d’[L-6 et de leptine entre les
deux souches. Cette différence peut étre expliquée par les problémes énumérés au paragraphe
précédent lorsque les protéines sont rapportées par quantités de protéines totales. Il est
cependant surprenant de donner un caractére anti-inflammatoire a la souris SJL car elle est
connue pour sa réponse de types Tyl lors d’une infection (Alleva, 2001). Cependant, il y a

plusieurs explications a cette situation.

Premiérement, les souris ne sont atteintes d’aucune maladie. Conséquemment, les
macrophages ne sont pas activés. Deuxiémement, la plupart des études n’ont pas été faites sur
le tissu adipeux. Il s’agit donc d’une caractéristique attribuée au tissu adipeux et non d’une
caractéristique de la souris dans son entier. Il ne faut pas oublier aussi que la réponse Ty 1 est
due a des anomalies de la reconnaissance des suppresseurs qui participent a la tolérance du
soi et non & une anomalie qui favorise la production de protéines pro-inflammatoires excepté
pour I'JL-12. Par contre, les résultats de ce présent mémoire sont contradictoires. Notre
premiére analyse de ratios démontre que la souris SJL produit une quantité supérieure de
TNF-a et notre seconde analyse de ratios démontre que c’est 1’adiponectine qui est produite

de fagon supérieure. I] existe plusieurs explications a ce phénomeéne.

Le dosage des adipokines par le LUMINEX a démontré que la production de TNF-a est plus
importante chez SJL comparativement & B6. Les différences entre les résultats peuvent
s’expliquer par le type de nourriture. Les adipokines dosées par le LUMINEX étaient faites
pour des souris noutries avec un régime contenant 5% de lipides, tandis que celles utilisées
pour les expériences avec des ELISA ont été nourries avec un régime contenant 10% de

lipides. Le régime pourrait étre & I’origine de ces variations.

En conclusion, que la production d’adipokines soit comparée directement ou sous forme de
ratios, il y a des différences entre les 2 souches. Le bagage génétique des 2 souches de souris

a donc pu influencer le profil d’adipokines. De plus, la production élevée d’adiponectine
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chez la souris SJL pourrait avoir un effet protecteur contre I’inflammation. L’adiponectine a
de nombreux effets sur les macrophages. Elle inhibe la prolifération des monocytes sanguins
ainsi que la phagocytose de ces derniers (Ouchi, 1999). Chez les macrophages de porc
stimulés aux LPS, elle inhibe la production de TNF-a et d’IL-6 et elle induit la production
d’IL-10 (Wulster-Radcliffe et al., 2004). De plus, in vitro, elle inhibe les effets du TNF-a
dans les cellules endothéliales vasculaires. Par conséquent, la souris SJL est peut étre
protégée du processus inflammatoire lorsque les souris sont engraissées. La section 4.4

suivante permettra de vérifier cette hypothése.

4.4 Effet de la nourriture HTL sur les souches B6 et SJL

4.4.1 Prise alimentaire et le poids

Chez B6 et SIL, la prise alimentaire est identique entre le groupe témoin et HTL sauf dans les
premiéres semaines de 1’expérience. Elle est alors plus importante chez le groupe ayant regu
un régime HTL. Cette hausse peut s’expliquer par un goQt plus prononcé pour la nourriture
HTL. L’étude de Smith démontre que les souches B6 et SIL préferent la nourriture riche en
lipides comparativement & la nourriture riche en hydrates de carbone ou en protéines (Smith,
1998). Cependant, une fois que les souris sont habituées a la nourriture, elles diminuent leur

consommation de nourriture. Les diétes n’ont cependant pas influencé le poids des souris.

Pour B6 et SIL, il n’y a pas de gain de poids significativement différent entre le groupe
témoin et HTL. Pour la souche B6, nos résultats différent de ceux de West. L’étude West a
démontré que les souris B6 males engraissent de 32% lorsqu’elles sont nourries avec un
régime HTL pendant 7 semaines (West, 1993). Le dimorphisme sexuel pourrait éire a
I’origine de ces résultats contradictoires puisque des souris femelles sont utilisées dans notre
étude. Cependant, aucune étude ne peut appuyer cette affirmation. La majorité des études qui
traitent de I’engraissement des souris utilisent des souris males. Il y a quelques études qui
utilisent des femelles ob/ob mais ces souris sont destinées a engraisser facilement. Chez le

rat, il y a des études qui portent sur la différence entre I’engraissement des méles et des
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femelles mais ces études rapportent également un gain de poids significatif chez le rat
femelle. [l faudrait refaire ’expérience avec des souris femelles et des males pour vérifier

cette hypothése. Par contre, le graphique 3.9 C démontre une augmentation du poids non
significative entre la 9™ semaine et la 12°™ semaine. Cette augmentation suggere que
’expérience a €té arrétée au début d’un processus d’engraissement. Pour vérifier si cette
augmentation se maintient, il faudrait poursuivre I’expérience au-dela de 12 semaines. Pour
la souris SJL, les résultats confirment I’étude de West qui lui démontrait que la souris SJL

était résistante a un engraissement (West, 1993).

En résumé, les souris femelles C57BL/6 et SIL dgées de 6 semaines ne développent pas un
surpoids lorsqu’elles sont nourries avec un régime HTL pendant douze semaines. L’étude des

adipocytes permet de vérifier s’il y a eu un engraissement.

4.4.2 Effet de la nourriture HTL sur la taille de I’adipocyte

[’obésité entraine une augmentation des diametres cellulaires parce que les lipides
s’accumulent dans leurs vacuoles (Hirsch et Batchelor, 1976). Pour la souche B6, le diamétre
cellulaire ne varie pas entre les groupes témoins et HTL. De plus, le marquage par le rouge de
Nil démontre qu’il n’y pas d’augmentation de lipides dans les cellules adipeuses. Ces
résultats suggérent qu’il n’y ait pas d’engraissement pour le groupe HTL. Néanmoins chez
B6, les diameétres cellulaires sont plus élevés dans le groupe HTL que le groupe témoin.
Toutefois, 1’augmentation n’est pas significative. Ce résultat renforcit 1’hypothése €énoncée
précédemment c'est-a-dire que ’expérience a été arrété au début d’un possible processus

d’engraissement.

Chez SJL, il y a une augmentation du diamétre cellulaire dans le tissu MES uniquement. Le
tissu MES apparait ainsi plus sensible a la nourriture HTL que les autres tissus. Toutefois,
selon les résultats du rouge de Nil, la quantité de lipides contenus dans les adipocytes est
équivalente entre les deux groupes. En résumé, les données actuelles ne permettent pas

d’établir que la nourriture HTL induit une augmentation de la quantité¢ de lipides chez ]a
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souris SJL. Finalement, les diamétres cellulaires et la fluorescence de F480 ne permettent
pas d’affirmer s’il y a eu un engraissement chez B6 et chez SJL. L’étude du pourcentage
d’adipocytes permet de renforcir cette hypothése. Dans les cas d’obésité, une augmentation
de la différenciation cellulaire est généralement observée (Feve et al., 1998). Ce processus
permet d’emmagasiner le surplus de lipides (Féve et al., 1998). Dans la présente étude, le
pourcentage d’adipocytes ne varie pas entre les groupes témoins et les groupes HTL. Donc,

on n’est pas en mesurer d’affirmer s’il y a eu dédifférenciation.

En résumé, il n’y aucune donnée qui permette d’affirmer que les souris ont engraissé. Malgré
cela, la nourriture HTL a eu des effets sur le profil des adipokines essentiellement chez B6

comme on le rapporte dans la section suivante.

4.4.3 Effet de la nourriture HTL sur les adipokines pour la souche B6

4.4.3.1 Les tissus sensibles a la nourriture HTL

Chez B6, la nourriture HTL influence le profil d’adipokines. La réponse est différente d’un
tissu a ’autre. Le profil d’adipokines ne varie pas dans le tissu ING. Quant au tissu PARA,
seulement 2 adipokines sont sensibles a la nourriture HTL. La production de leptine

augmente de 1.5 X et la production de TNF-o diminue de 1.2 X.

Par contre, le profil d’adipokines du tissu MES est fortement affecté¢ par la nourriture HTL. Il
y a une augmentation de la production aussi bien des adipokines pro-inflammatoires (TNF-
o (2X), IL-6 (2X) et leptine (3X)) qu’anti-inflammatoires (IL-10 (3X) et adiponectine (2X)).
Seul le TGF-B1 qui n’est pas affecté. Ces résultats démontrent que I’obésité n’est pas le seul
facteur a entrainer ou initier les changements au niveau du métabolisme adipeux. Cette étude
démontre en effet que les changements métaboliques pour le tissu MES surviennent avant
’engraissement. Bref, une nourriture riche en lipides est capable d’induire des changements

dans le métabolisme du tissu adipeux et dans sa production d’adipokines. De plus, le fait que
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ce soit le tissu MES qui réagisse davantage a la nourriture renforce 1’idée que le métabolisme

du tissu MES a des conséquences sur la santé.

Des études ont démontré que le tissu MES ou omental des sujets ayant un surplus de poids est
associ¢ a des problémes de santé tel que le diabete du type II et les maladies du cceur (Deprés
et al, 2001; Vague, 1947). De plus, ce tissu contribue plus fortement a la production
d’adipokines pro-inflammatoires comparativement aux autres tissus (Fain et al/, 2004;
Fontana et al., 2007). Notre étude démontre que le tissu MES est un tissu sensible a
I’alimentation. La hausse de production des adipokines pourrait avoir des conséquences sur la
santé avant méme qu’il y ait un excés de poids significatif. [’augmentation plasmatique de
TNF-a et de I’IL-6 est associée a de nombreux problémes de santé tel que le diabete du type
II (Rotter et al., 2003; Lagathu et al, 2003 et Stephens et al, 1997). Cependant,
’augmentation de TNF-a et d’JL-6 observée chez nos souris n’affecte pas leur glycémie
prise a jeun. Le dosage des adipokines sanguines aurait été nécessaire pour évaluer s’il y a un
effet systémique. Une augmentation des adipokines pro-inflammatoires sanguines pourrait
entrainer une inflammation chronique. Toutefois, les méthodes utilisées ne permettaient pas
le dosage des adipokines sanguines. La sensibilité des ELISA n’était pas assez €levée pour
permettre une détection des valeurs sanguines. Bref, aucune donnée ne permet de vérifier si

les changements observés ont un impact au niveau du métabolisme.

En résumé chez B6, une alimentation riche en lipides a des conséquences sur le métabolisme
du tissu adipeux MES sans qu’il ait une accumulation de lipides. Le tissu PARA est affecté
par la nourriture HTL mais beaucoup moins que le tissu MES tandis que le tissu ING n’est

pas affecté par la nourriture HTL.

4.4.3.2 Mécanismes

Dans le tissu MES, I"augmentation de la production de TNF-a, d’IL-6, de leptine, d’1L-10 est
rapportée par plusieurs autres études chez les sujets obéses (Hotamisligil, 1993; Mohamed

Ali et al, 1997; Van Harmelen, 1998). Dans notre étude, il s’avére que la nourriture HTL
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augmente la production de ces adipokines sans qu’il y ait une augmentation de poids. Malgré
une production de TNF-a, d’IL-6 et de leptine plus élevée respectivement de 2X, 2X et de
3X, il est impossible de déterminer si I’augmentation a un impact physiologique sur le tissu
adipeux. Le TNF-a induit une dédifférenciation des cellules adipeuses (Ruan, 2002, Zhang,
2000). Pour évaluer si le TNF-a a un impact sur les adipocytes, il aurait fallu isoler les
adipocytes et doser I’ARN,, des marqueurs spécifiques de ’adipocyte tel que la HSL, la
leptine et I’adiponectine. La dédifférenciation induit une diminution de la production de ces
protéines (Ruan, 2002, Zhang, 2000). Le TNF-a et I’IL-6 stimulent la lypolyse. Il aurait été
intéressant de vérifier si la lipolyse basale des souris HTL est augmentée comparativement au
groupe témoin (Path, 2001; Sumida, 1997, Ryden, 2002 et Souza, 1998). La leptine est une
hormone qui inhibe I’appétit (Zhang et al., 1994). Les niveaux de leptine sont augmentés de
3X dans le MES et de 1.5X dans le PARA. Malgré cette augmentation, |’appétit des souris
HTL est identique a celui du groupe témoin. Ces données indiquent que I’augmentation de
leptine observée n’est pas assez élevée pour qu’il ait un effet sur [’inhibition de I’ appétit. A
moins qu’il y ait un phénomene de résistance qui se soit développé. Les patients atteints
d’obésité développent une résistance a leptine. Malheureusement les souris n’ont pas pris de
poids donc cette théorie n’est pas vraiment probable. Il aurait fallu un dosage sanguin de la

leptine pour vérifier [’augmentation au niveau systémique.

L’augmentation de la production d’adiponectine observée dans notre étude va dans le sens
contraire de I’étude d’Arita (Arita, 2002). L’étude d’Arita observe une diminution de la
production de [’adiponectine chez les femmes obéses. La différence entre les modeles
seraient peut étre a V'origine de ces variations. Deuxiémement, les souris HTL n’ont pas de
surplus de poids significatif contrairement aux sujets de 1’étude d’Arita. Il se peut qu’avant
un gain de poids significatif, il y ait une augmentation d’adiponecine et suivie d’une

diminution de cette derniére.

L’augmentation des adipokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dans le tissu MES
suggere un début d’inflammation. Comme le TNF-a est un inducteur pivot dans les processus
inflammatoires, il serait logique que la nourriture HTL induise la production de TNF-a en

premier. Ensuite, le TNF-o induirait une augmentation d’IL-6 (Pasparakis, 2001). Pour
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résorber I’inflammation, le TNF-a activerait la production de I’IL-10 (Duffield, 2003; Juge-
Aubrey et al, 2005). De son c6té, augmentation d’adiponectine pourrait contribuer a
diminuer I’inflammation. Chez les patients atteints de la maladie Chron’s, il y a une
augmentation d’adiponectine. Cette augmentation jouerait un rdle protecteur contre
’inflammation. Une corrélation négative est rapportée entre la production d’adiponectine et
de I’IL-6 dans le tissu chez les patients atteint de la maladie de Chron. Bref, I’adiponectine
pourrait inhiber la production d’IL-6 chez les patients atteint de la maladie de Chron
(Yamamoto, 2005). Alors, ["augmentation d’adiponectine observée dans le MES, pourrait
participer a ’inhibition des adipokines pro-inflammatoires. Finalement, le TNF-a est un
inducteur de la sécrétion de la leptine (Zhang et al., 2000). L’augmentation de TNF-a
pourrait réguler a la hausse la leptine dans le tissu MES. Par contre, il y a une augmentation
de la production de leptine dans le PARA sans qu’il y ait une augmentation du TNF-q. Il doit

donc y avoir d’autres mécanismes qui induisent la leptine.

Nous avons également observé une diminution de la quantité de TNF-a dans le tissu PARA.
Cette diminution peut étre attribuable au caractére anti-inflammatoire du tissu PARA. A la
section 4.3, on constate que la production de I'lL-10 est plus forte dans le tissu PARA
comparativement au tissu ING et MES. Chez les macrophages, I'IL-10 est un inhibiteur du
TNF-a (Fiorentino et al., 1991; Waal Melefyt et a/, 1991) Il se pourrait que la surproduction
de I'IL-10 dans le tissu PARA régulerait a la baisse la production de TNF-a chez les
macrophages. Le TNF-a est un activateur pivot dans les processus inflammatoires
(Pasparakis, 2001). En inhibant le TNF-q, il n’y aura pas d’activation du processus
inflammatoire. Toutefois, cette hypothése est émise sous toute réserve. Des études

comparatives entre les tissus devraient étre faites pour valider cette hypothese.

Finalement, chez B6, la nourriture HTL a des effets sur la production d’adipokines.
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4.4.3.4 Quelques hypothéses qui expliquent I’augmentation des adipokines

Les macrophages seraient responsables de la production des adipokines pro-inflammatoires

chez les patients ou les modeles obéses. Deux mécanismes expliquent cette hausse.

Premi¢rement, une migration des macrophages dans le tissu adipeux. La hausse des
macrophages entrainent une hausse de la production du tissu inflammatoire. Toutefois, ce
mécanisme ne peut expliquer la hausse des adipokines pro-inflammatoires dans le tissu
adipeux mésentérique chez B6 puis le pourcentage de macrophage entre le groupe HTL et

témoin est le méme.

Le deuxi¢éme mécanisme qui explique la production des adipokines pro-inflammatoires est
’activation des macrophages par la voie alternative ou classique. Toutefois, cette étude n’est
pas en mesure de vérifier si I'une des deux voie a été activée. Par contre, on constate que le
récepteur F480 est exprimé plus fortement chez les macrophages des groupes HTL et cela
pour les 3 tissus adipeux. Cette donnée suggere un changement morphologique des
macrophages cependant ce changement morphologique ne permet pas d’affirmer s’il y
activation d’une des deux voie. En fait, la fonction de F480 n’est pas encore trés bien établie.
Trés peu d’études ont été faites sur I’expression de ce récepteur. Voici les trés peu
d’information & son sujet. Il y a une diminution de F480 lorsque les macrophages sont
activés par le bacille Calmette-Guérin (Ezekowithz et al., 1981). L’ INF-y réduit I’expression
de ce marqueur (Ezekowitz et a/., 1982). Quant aux LPS, ils n’ont pas d’impact sur
Pexpression du F480 (Ezekowitz et al., 1982). Finalement, ’augmentation de F480 ne permet
pas d’établir si les macrophages sont activés par I’une des voies. Toutefois, ’augmentation de
’expression de F480 indique un changement morphologique dans tous les tissus et ce

changement pourrait contribuer a la production d’adipokines pro-inflammatoires.

L’augmentation de I'IL-10 dans le MES pourrait laisser penser que la voie alternative est
activée. L’étude de Bourlier démontre que les macrophages du tissu adipeux expriment
beaucoup de marqueurs de la voie alternative. Néanmoins, les macrophages conservent leur

capacité a surproduire des adipokines inflammatoires (Bourlier et al., 2008). Cette théorie
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permettrait d’expliquer la production de TNF-a, IL-6 et IL-10 observée dans le tissu MES.
Cependant, il faudrait analyser les marqueurs spécifiques de la voie alternative pour
confirmer cette hypotheése. Néanmoins, les macrophages subissent des changements

morphologiques mais ces changements n’affectent pas le tissu ING et PARA.

Un autre parametre qui régule la production d’adipokines est le diametre des adipocytes.
Cependant, il n’y a pas d’augmentation significative du diameétre. Toutefois, le métabolisme
des adipocytes peut étre affecté par des adipokines. Un exemple, la production de TNF-o
engendre la dédifférenciation adipocytaire. L’adipocyte augmente la production des
adipokines pro-inflammatoires (Ruan, 2002; Zhang, 2000). L’augmentation de TNF-a
pourrait jouer un rble sur le métabolisme des cellules adipeuses. Il faudrait vérifier cette

hypothése avec des co cultures.

4.4.4 Effet de 1a nourriture HTL sur la souris SJL

Chez SJL, la production d’adipokines n’a pas été affectée par une alimentation HTL sauf
dans le cas de I’adiponectine. Il y a une diminution de ’adiponectine dans le tissu ING et
MES. Chez les personnes obéses, il y a également une diminution d’adiponectine (Arita,
2002). Chez SJL, cette diminution survient avant la prise de poids. La diminution de
I’adiponectine est corrélée avec la diminution de la sensibilité de 1’insuline (Maeda, 2002).
Par contre, nos données indiquent que la diminution de I’adiponectine n’a pas d’impact sur la
glycémie des souris a jeun. De plus, la diminution d’adiponectine ne semble pas avoir

d’impact sur les autres adipokines.

De plus, la section 3 a permis d’observer que les quantités d’IL-6 et de leptine étaient plus
élevées respectivement dans le tissu ING et PARA comparativement au MES. Ces données
suggerent un potentiel inflammatoire plus élevé chez ces deux tissus. L’hypothese émise était
que ces tissus réagissent plus fortement a une nourriture HTL. Cependant, il semble que la
quantité¢ de leptine plus élevée dans le tissu PARA n’engendre pas d’inflammation. La

quantité d’IL-6 plus élevée pourrait avoir un impact sur la quantité d’adiponectine. Chez les
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patients atteint de la maladie de Chron’s, il existe une corrélation négative entre
I’adiponectine et I’'IL-6 (Yamamoto et al., 2005). L’IL-6 pourrait jouer un rdle inhibiteur de
I’adiponectine cependant cette hypohtese doit étre démontrée. De plus, il y a une diminution
de I’adiponectine dans le tissu MES et la production d’IL-6 est plus faible. La diminution de

1’adiponectine doit provenir d’autres mécanismes.

Il est intéressant de constater que I’effet de la nourriture riche en lipides sur ’adiponectine de
la souris SIL est I'inverse de la souche B6. Ces données démontrent que les 2 souches
réagissent différemment a la nourriture HTL. De plus, la souris B6 est affectée plus fortement
par la nourriture HTL comparativement a la souris SIL. La quantité élevée d’adiponectine
chez la souris SJL pourrait assurer un effet protecteur contre 1’augmentation des adipokines
pro-inflammatoires. Cette hormone inhibe le TNF-o des macrophages de porc stimulés par
les LPS (Wulster-Radcliffe et al., 2004). De plus, les souris déficientes en adiponectine ont
une production de TNF-a plus élevée comparativement a la souche sauvage. La restauration
du géne de I’adiponectine diminue I’expression du TNF-a (Maeda, 2002). Le taux €levé de
I’adiponectine chez SJIL pourrait empécher une surexpression de TNF-a lorsque les souris
sont alimentées avec une nourriture HTL. Comme le TNF-o joue un réle central dans
I’activation des processus inflammatoires, I’inflammation serait ainsi réduite (Pasparakis et
1996).

En résumé, ces résultats démontrent que les 2 souches répondent différemment a la nourriture

HTL, ce qui permet de conclure que le bagage génétique influence la réponse a la nourriture

HTL.



CONCLUSIONS GENERALES

Premiérement, la production des marqueurs de I’inflammation: TNF-a, IL-6, leptine,
adiponectine, IL-10 et TGF-B1 sont exprimés de fagon équivalente entre le tissu ING, MES et
PARA pour les deux souches sauf a quelques exceptions. Conséquemment, la sensibilité du
MES a une alimentation HTL ou a un engraissement ne peut s’expliquer par le profil

d’adipokines pro-inflammatoire.

Deuxiémement, les souris présentent des caractéristiques physiologiques et immunologiques
différentes qui sont influencées par leur bagage génétique respectif. De plus, la souris SJL
produit une quantité supérieure d’adiponectine qui pourrait assurer un pouvoir anti-
inflammatoire au niveau du tissu adipeux. Toutefois, les adipokines dosées par LUMINEX
ont démontré que la production de TNF-a et de VEGF était plus forte chez la souris SIL. Ces

variations peuvent étre dues a I’alimentation ou a |’4ge des souris.

Troisiément, la nourriture HTL n’induit pas de surplus de poids significatif chez les 2
souches. De plus, les données indiquent que la nourriture HTL n’induit pas d’engraissement.
La nourriture HTL n’induit pas, & court terme, de changements dans les paramétres
physiologiques testés. Toutefois, la nourriture HTL induit des changements au niveau de la

production des adipokines essentiellement chez B6.

Chez B6, il y a une augmentation de la production des adipokines essentiellement dans le
tissu MES. Ces résultats démontrent deux faits importants. La nourriture HTL induit des
changements dans le métabolisme du tissu adipeux avant que le processus d’engraissement
ne s’établisse. De plus, le premier tissu adipeux & répondre a un changement de nourriture est
le tissu MES. Par contre, chez SJL, la nourriture HTL a des effets mineurs sur le profil

d’adipokines. Elle semble plus résistante a4 une nourriture HTL.

En conclusion, le bagage génétique influence la réponse a une alimentation riche en lipides.
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