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Résumé

L’obésité est maintenant reconnue comme un état inflammatoire chronique de faible
ampleur caractérisé par une surproduction anormale de facteurs inflammatoires par le tissu
adipeux. La protéine stimulant I’acylation (ASP) stimule la synthese des triglycérides et le
transport du glucose via son récepteur, le C5L2. L’objectif de ce projet était d’examiner les
effets de I’ ASP dans un contexte inflammatoire reli€¢ a 1’obésité. Les résultats ont démontré
une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires apreés un traitement avec
I’ASP chez les adipocytes mais non chez les macrophages. Parallélement, le C5a (une
anaphylatoxine se liant également au C5L2) inhibe en général la sécrétion des adipokines
autant chez les adipocytes que chez les macrophages. Un effet synergique de I’ASP sur la
production de MCP-1 et de I’adiponectine est observe lorsque les macrophages sont mis en
contact direct avec les adipocytes. En contrepartie, 1’ajout de ’ASP dans du milieu
conditionné de macrophages n’a pas démontré d’effet additionnel sur la sécrétion des
adipokines chez les adipocytes. Nos données ont également permis de démontrer que la
réponse inflammatoire induite par I’ ASP est en partie régulée par les voies de signalisation
NF«B et PI3Kinase chez les adipocytes. Ces résultats suggérent que 1’ASP jouerait un réle
amplificateur dans la réponse inflammatoire des adipocytes, mais pas des macrophages; en
stimulant la sécrétion de certains médiateurs inflammatoires via NFxB et PI3Kinase. Une
compréhension détaillée des implications physiologiques de I’ASP permettrait

éventuellement de saisir son potentiel thérapeutique.



iii

Abstract

Obesity is now well recognized as a state of chronic low-grade inflammation
characterized by an abnormal overproduction of inflammatory factors by adipose tissue.
Acylation stimulating protein (ASP) acts through its receptor, C5L2, to stimulate
triglyceride synthesis and glucose transport. The aim of this study was to investigate the
effects of ASP under inflammatory conditions imitating those associated with obesity.
Results showed an increased secretion of pro-inflammatory cytokines after treatment with
ASP in adipocytes but not in macrophages. Meanwhile, treatment with C5a (an
anaphylatoxin that can also bind C5L2) resulted in an overall inhibition of adipokines
secretion in both adipocytes and macrophages. A synergistic effect of ASP on the
production of MCP-1 and adiponectin was observed when macrophages and adipocytes
were in direct contact. In contrast, addition of ASP in conditioned media from macrophages
did not show any significant difference on the secretion of adipokines by adipocytes. Our
data also indicate that the pro-inflammatory response induced by ASP is mediated partly by
the NFxB and PI3Kinase signaling pathways in adipocytes. These results suggest that ASP
may amplify the inflammatory response by stimulating the secretion of some inflammatory
mediators through NFkB and PI3Kinase. A better understanding of ASP physiological

involvements could further clarify its therapeutic potential.
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Ce mémoire, présenté sous forme d’un mémoire par article, inclut les résultats et les
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article a été soumis dans The Journal of Biological Chemistry. Ce projet a été supervisé
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Chapitre 1

Introduction

1. L’obésité

1.1 La pandémie du 21° siécle

Au cours des derniéres décennies, la prévalence du surpoids et de 1’obésité a
considérablement augmenté a travers le monde. Selon 1’Organisation mondiale de la santé
(OMS), il y a actuellement plus de 1 milliard d’adultes souffrant de surpoids (IMC =25
kg/mz) et au moins 300 millions qui sont cliniquement obéses (IMC =>30kg/m?®) [1].

Plus du deux tiers de la population américaine présentent un surpoids, une condition
également commune dans d’autres pays occidentaux [2]. Autrefois considérés comme des
problémes propres aux pays industrialisés, le surpoids et I’obésité augmentent désormais de
fagon spectaculaire dans les pays en voie de développement. La prévalence de I’obésité
s’est également accrue a un rythme alarmant chez la population infantile. On estime que
35% des enfants aux Etats-Unis sont en surpoids, 11% sont obéses et que prés de 70% des

adolescents obéses garderont cette condition rendus a 1’age adulte [3].



Ces statistiques impressionnantes démontrent que 1’obésité a rapidement atteint des
proportions épidémiques dans de nombreuses régions du monde et est devenue 1’un des

problémes majeurs de la santé publique.

1.2 Les causes

La cause fondamentale de 1’obésité et du surpoids est attribuable a un déséquilibre a
long terme entre I’apport alimentaire et la dépense énergétique, conduisant au stockage des
calories excédentaires sous forme anormale ou excessive de graisse corporelle [1]. Souvent
illustré sous forme de balance énergétique (FIGURE 1), la complexité du phénomeéne prend
toute son ampleur lorsqu’on observe de fagon plus attentive les facteurs jouant un réle sur

I’entrée et la sortie de cette énergie.

Du coté «gauche» de la balance, on retrouve ’apport énergétique. Dans les pays
occidentaux ou l’accés a la malbouffe est universel, une des causes principales de
I’augmentation de 1’obésité est une plus grande consommation d’aliments hautement
caloriques et riches en sucres et en gras. Les portions surdimensionnées et trés denses,
typiques de la diéte des pays industrialisés, contribuent a augmenter la prise alimentaire en

plus de faciliter son assimilation dans I’organisme [4].

Du cété «droit» de la balance, il y a la dépense énergétique. En raison de la nature de
plus en plus sédentaire de nombreuses formes de travail, de 1’évolution des modes de
transport et de I’urbanisation et de 1’accessibilité facilitée a la nourriture, on assiste a une
baisse considérable de la pratique d’exercice physique dans les pays industrialisés. Le mode
de vie de plus en plus sédentaire adopté par une forte proportion de la population dans ces

pays contribue a diminuer considérablement la dépense calorique.

L’évolution des habitudes en matiere d’alimentation et d’exercice physique sont

souvent le résultat de facteurs environnementaux et sociétaux liés au développement et d’un



manque de politiques de soutien dans des secteurs tels que la santé, 1’industrie

agroalimentaire, la distribution et le marketing alimentaires, I’environnement, etc.

Dépense
énergétique
(exercice physique)

Apport
énergétique
(alimentation)

FIGURE 1 - Concept de la balance énergétique entre ’apport alimentaire
et la dépense énergétique

1.3  Les conséquences

L’obésité est étroitement liée au développement de la résistance a 1’insuline, du
diabéte de type 2 et des maladies cardiovasculaires ainsi que les complications
métaboliques qui y sont associées tels que la stéatose hépatique, I’hyperlipidémie, I’arthrite
et certains cancers [5]. En effet, ce qui est couramment appelé le syndrome métabolique est
largement corrélé avec 1’obésité. Par conséquent, un surplus de poids engendre de
nombreuses maladies et complications pour la santé globale. Cependant, chaque organe et
tissu est affecté de fagon différente par cet exceés d’énergie. Parmi ceux-ci, les principaux

sont le tissu adipeux, le muscle squelettique et le foie.

Lors du développement de I’obésité, le tissu adipeux est sujet a d’importants
changements : augmentation de la taille (hypertrophie) et du nombre des cellules adipeuses

(hyperplasie), inflammation chronique liée a l’infiltration de macrophages et sécrétion



altérée de nombreux facteurs endocriniens [6]. Quant au muscle squelettique, une obésité
sévere contribue a la résistance a I'insuline et une réduction de 1’oxydation des acides gras
dans ce tissu [7]. Enfin, le foie est également incapable de réagir adéquatement a 1’excédent
de substrats, ce qui conduit au développement d’une stéatose hépatique et d’une perte de

sensibilité a I’insuline [8].



2.  Le tissu adipeux

L’obésité est donc la conséquence d’un déséquilibre énergétique et se définit comme
une expansion du tissu adipeux causée par une accumulation excessive du gras au niveau de
ce tissu. La compréhension du réle du tissu adipeux a changé derniérement, passant du réle
de simple organe d’entreposage d’énergie a un organe actif ayant des fonctions endocrines
et immunologiques. Ce chapitre visera a définir le role endocrine du tissu adipeux au
niveau du métabolisme ainsi que du systétme immunitaire. De plus, la relation entre le
métabolisme et I’immunité sera aussi décrite dans un contexte inflammatoire lors du

développement de 1’obésité.

2.1 Organe endocrinien

L’obésité se caractérise comme étant un état hétérogene par rapport a la répartition
régionale des tissus adipeux dans I’organisme. Deux types de tissu adipeux peuvent étre
distingués ayant des fonctions antagonistes : le tissu adipeux blanc permet le stockage de
I’énergie tandis que le tissu adipeux brun est spécialisé dans la dissipation de 1’énergie a
travers la production de chaleur (thermogenése adaptative) [9]. Pour la suite de ce mémoire,
il sera question uniquement du tissu adipeux blanc. Il existe deux types de dépdts de tissu
adipeux blanc : le tissu sous-cutané et le tissu viscéral. Le tissu sous-cutané est situé entre
la peau et les muscles tandis que le tissu viscéral se retrouve dans les cavités principales du

corps, principalement dans la cavité abdominale.

Le tissu adipeux a longtemps été défini comme un organe d’entreposage d’énergie et
de lipides sous forme de triglycérides, mais depuis une dizaine d’années, le tissu adipeux
est maintenant considéré comme un organe endocrinien complexe et trés actif. Depuis
1994, avec la découverte de la leptine [10], il est maintenant reconnu que les adipocytes (ou
cellules adipeuses) secrétent une grande variété d’hormones et de protéines qui régulent

I’homéostasie du corps entier impliquant presque tous les organes et les types de cellules



[11]. En effet, les facteurs sécrétés (hormones, protéines et cytokines) par le tissu adipeux,
communément appelées adipokines, agissent au niveau local (autocrine et/ou paracrine) en
ayant une action sur le tissu adipeux lui-méme et au niveau systémique (endocrine), en

ayant une action sur d’autres organes ou tissus.

Les adipokines varient considérablement, non seulement en termes de structure et de
fonction, mais également dans leur origine cellulaire. Le tissu adipeux n’est pas seulement
constitué¢ d’adipocytes entourés par une matrice de fibres de collagéne, il se compose
également de fibroblastes, de pré-adipocytes et de cellules endothéliales et immunitaires.
Bien que certaines hormones et cytokines sont principalement produites par les adipocytes,
d’autres protéines sécrétées sont dérivées de la fraction non-adipocytaire du tissu adipeux,
soit la fraction stroma-vasculaire [12]. Les adipokines sont impliquées dans différents
processus physiologiques tels que la prise alimentaire, le métabolisme du glucose et des
lipides, les processus vasculaires et les fonctions immunologiques et inflammatoires [13],

tel que démontré dans la FIGURE 2.



Facteurs vasoactifs Autres protéines Réponse immunitaire
Angiotensinogéne CAV-1 Adipsine
Adiponectine AQP-7 ASP

PAI-1 RBP-4 Facteurs B & C3
VEGF LCN-2 CSFs

Oxide nitrique IL-17D
| SAA3
Inflammation
Facteurs de croissance / IL-1Ra
TGF-B \ IL-1B
IGF-1 IL-6
HGF IL-8
NGF IL-10
LIF CRP
Fibronectine MCP-1
Visfatine
Métabolisme des lipides l Cytokines
ApoE Métabolisme du glucose Leptine
LPL FFA TNF-a
Glycérol Résistine Chemerine
CD36 Apeline
HSL/ATGL Omentine

FIGURE 2 - Actions du tissu adipeux sur différents processus biologiques

[ PAI-1= Inhibiteur d’activation de plasminogéne-1; VEGF= Facteur de croissance
vasculaire endothéliale; TGF-3= Facteur de croissance transformant-beta; IGF-1=
Facteur de croissance insulino-1; HGF= Facteur de croissance hépatique; NGF=
Facteur de croissance neuronal; LIF= Facteur inhibiteur de leucémie; ApoE=
Apolipoprotéine E; LPL= Lipoprotéine lipase; CD36= Antigeéne de différenciation
des leucocytes CD36; HSL/ATGL= Lipase hormono-sensible/triglycéride lipase du
tissu adipeux; CAV-1= Caveoline-1; AQP-7= Aquaporine-7; RBP-4= Protéine liant
le rétinol-4; LCN-2= Lipocaline-2; FFA= Acides gras libres; ASP= Protéine
stimulant I’acylation; CSFs= Facteurs de stimulation des colonies; IL-17D=
Interleukine-17D; SAA3= Sérum amyloide A-3; IL-1Ra= Antagoniste du récepteur
de I’interleukine-1; IL-18= Interleukine-1-beta; IL-6= Interleukine-6; IL-8=
Interleukine-8; IL-10= Interleukine-10; CRP= Protéine C-réactive; MCP-1= Protéine
chimiotactique des monocytes-1; OPN= Ostéopontine; TNF-a= Facteur de nécrose
tumorale-alpha ]

(Adapté de Catalan V et al. Expert Opin. Pharmacother 2009; 10 (2):239-254.)

2.2 Relation entre le métabolisme et PYimmunité

Durant la demiére décennie, de nombreuses évidences ont démontré un lien étroit

entre le métabolisme et I’immunité.



L'apparition de désordres métaboliques tel que la résistance a l'insuline,
I’hypertriglycéridémie et des niveaux élevés d'acides gras libres et des lipoprotéines de tres
faible densité (VLDL) sont quelques unes des manifestations cliniques diagnostiquées chez
un sujet obése. Cependant, les altérations immunologiques comme l'augmentation de la
protéine C-réactive (CRP), le facteur de nécrose tumorale-alpha (TNF-a) et I'interleukine-6
(IL-6) sont fréquemment observées dans les maladies métaboliques comme I'obésité, la
résistance a l'insuline et le diabéte de type 2. Par conséquent, il est possible que des
médiateurs moléculaires de ces désordres métaboliques puissent étre des molécules
identiques ayant une fonction dichotomique qui ont été développées a partir de facteurs
précurseurs communs durant I'évolution liant ainsi le métabolisme et le systéme

immunitaire [11].

L’obésité est maintenant caractérisée par un état inflammatoire chronique de faible
ampleur causé par différents médiateurs inflammatoires [14]. La relation entre les facteurs
pro-inflammatoires, 1’adiposité et la résistance a I’insuline a été proposée la premiére fois
en 1994 par Hotamisligil ef al. lorsqu’ils ont démontré que la cytokine TNF-« était
surexprimée dans le tissu adipeux dans un modéle de rongeurs obéses [15] et qu’elle
interférait également avec la signalisation de 1'insuline dans le tissu adipeux [16]. Par la
suite, de nombreuses études ont supporté cette hypothése impliquant d’autres molécules. La
protéine C3a, dérivée de la voie alternative du complément du systéme immunitaire, est une
anaphylatoxine produite par les adipocytes et son rdle est d’amplifier la réponse
inflammatoire. Toutefois, lorsque C3a est clivé pour générer le C3adesArg (aussi appelé
«protéine stimulant 1’acylation»), cette derniére devient un régulateur dans la synthése des
triglycérides en stimulant ’activité de la diacyglycérol-acyltransférase (DGAT) dans le
tissu adipeux. (Une description plus approfondie de la protéine stimulant 1’acylation sera
discutée dans la section 3.3.). Cet exemple de C3a-C3adesArg vient démontrer que des
changements minimaux au niveau des structures moléculaires sont suffisants pour
déterminer si une molécule agira principalement comme un immuno-modulateur ou un

effecteur métabolique [11].



2.3 Etat inflammatoire chronique

Durant le développement de 1’obésité, quelques adipokines telles que la leptine, TNF-
o, et IL-6 sont davantage sécrétées tandis que les niveaux plasmatiques de 1’adiponectine
sont diminués [17]. Chez ’homme, cette condition favorise un état inflammatoire
chronique de faible ampleur dans le tissu adipeux pouvant contribuer au développement du
syndrome métabolique, un ensemble d’anomalies métaboliques caractérisées par une
obésité centrale, une dyslipidémie, le diabéte de type 2 lié a I'insulino-résistance,
I’hypertension et des complications cardiovasculaires [17-19]. Cette inflammation est
caractérisée par une infiltration accrue des macrophages dans le tissu adipeux, qui est
probablement une réponse directe d’un métabolisme altéré du gras causé par une

augmentation de 1’adiposité.

L’expansion du tissu adipeux est associée a une hypertrophie des adipocytes. Chez
les rongeurs et les humains, la taille des adipocytes est un puissant prédicteur de
I’accumulation des macrophages dans le tissu adipeux [20]. Les conséquences possibles de
I’hypertrophie des adipocytes sont une production altérée des adipokines, une nécrose des
cellules adipeuses et une hypoxie locale qui sont tous des contributeurs potentiels pour
I’infiltration et I’accumulation des macrophages dans le tissu adipeux. Tel qu’illustré dans
la FIGURE 3, pendant le processus d’accumulation de graisse, ces divers changements
activent la circulation des monocytes qui transmigrent subséquemment jusqu’au tissu
adipeux. Les monocytes se différencient en macrophages et entrent en étroite interaction
avec les adipocytes et les cellules endothéliales, ce qui entraine une production accrue de
cytokines et d’adipokines pro-inflammatoires dans le tissu adipeux [21]. La majorité des
macrophages infiltrant le tissu adipeux obeése sont localisés autour des adipocytes
nécrotiques [22]. Chez I’homme, I’infiltration des macrophages est corrélée avec I'IMC et
la taille des adipocytes [20] tandis qu’elle est diminuée aprés une perte de poids suite a la

chirurgie bariatrique chez des patients obéses morbides [23].
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FIGURE 3 - Infiltration des macrophages dans le tissu adipeux au cours du
développement de I’obésité
(Adapte de Blither M. Exp Clin Endocrinol Diabetes 2009; 117: 241-250.)

Dans des conditions obésogénes, le tissu adipeux devient inflammé, un état déterminé
principalement par [’interaction entre les adipocytes et les macrophages. L’état
inflammatoire de faible ampleur associé a 1’obésité se traduit par une augmentation
modérée, mais chronique, d’une série de molécules qui possédent des propriétés pro-
inflammatoires. Une des hypothéses émises est qu’une expansion du tissu adipeux et par le
fait méme, une hypertrophie des adipocytes, durant la prise de poids entrainent le
recrutement des macrophages a travers une variété de signaux. Ces signaux incluent
I’hypoxie de méme que la sécrétion de facteurs chimioattractants ayant un pouvoir attractif
sur certaines cellules immunitaires. Des cellules adipeuses plus grosses sécrétent davantage
d’adipokines pro-inflammatoires ayant des propriétés chimioattractantes et immunitaires

telles que la leptine, TNF-q, 1L-6, IL-8 et MCP-1 [24;25].

Les effets des macrophages sur les fonctions des adipocytes ont ét¢ démontrés in
vitro. Une co-culture directe entre adipocytes et macrophages produit une altération de la

voie de signalisation de I’insuline dans la stimulation du captage du glucose en inhibant la
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translocation de GLUT4 (un transporteur du glucose) a la surface cellulaire [26], suggérant
que les facteurs solubles dérivés des macrophages diminuent la sensibilité a ’insuline chez
les adipocytes. Une fois que les macrophages sont présents et actifs dans le tissu adipeux,
ils agissent de concert avec les adipocytes et autres types de cellules présents dans le tissu
adipeux. Ces interactions pourraient perpétuer un cercle vicieux dans le processus de
recrutement des macrophages et la production de médiateurs pro-inflammatoires au niveau

du tissu adipeux obése.
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3. Les adipokines

Le tissu adipeux sécréte une centaine de molécules biologiquement actives, appelées
adipokines, incluant plus de 50 cytokines, chimiokines, facteurs hormonaux et autres
mediateurs [14;27;28]. Comme le tissu adipeux est composé de différents types cellulaires
autres que des adipocytes tels des cellules provenant de la fraction stroma-vasculaire (pré-
adipocytes, macrophages et cellules endothéliales), toutes celles-ci peuvent également
contribuer a la production d’adipokines. Parmi ces hormones, on retrouve 1’adiponectine, la
protéine chimiotactique des monocytes-1 (MCP-1), I’interleukine-8 (IL-8), I’interleukine-6
(IL-6), la protéine stimulant 1’acylation (ASP) et bien d’autres [29], tel que décrit dans la
FIGURE 2. Ces hormones travaillent en réseau afin de réguler I’inflammation, 1’action de
'insuline et le métabolisme du glucose et des lipides au niveau local et systémique. Ce
systeme de réseautage d’adipokines devient altéré lors du développement de 1’obésité. Ce
chapitre décrira en premier lieu les roles et effets généraux de deux adipokines aux
propriétés antagonistes reconnues pour leur implication majeure dans la réponse
inflammatoire associée a 1’obésité : ’adiponectine et MCP-1. Par la suite, les implications
métaboliques de I’ASP seront détaillées afin de bien comprendre son importance dans ce

mémoire.
3.1 L’adiponectine

L’adiponectine est une protéine presque exclusivement produite et sécrétée par les
adipocytes [30]. Sa découverte a été faite originalement par quatre groupes de recherche
indépendants [30-33], tandis que ses effets sur la sensibilité a ’insuline ont été identifiés
pour la premiére fois vers le début des années 2000 [34;35]. L’adiponectine appartient a la
famille des protéines contenant des séquences homologues au domaine globulaire du
complément Clq [30]. Dans la circulation, I’adiponectine existe sous trois formes

moléculaires diverses : trimére, hexamére et multimére de haut poids moléculaire [36].
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Trois récepteurs peuvent réguler les effets biologiques de 1’adiponectine : AdipoR1,
AdipoR2 et T-cadhérine. AdipoR1 est ubiquitaire mais davantage exprimé dans le muscle
tandis que AdipoR2 est principalement retrouvé dans le foie [37]. T-cadhérine est exprimé
dans les cellules endothéliales et le muscle lisse. L’activation des récepteurs AdipoR1 et R2
augmente 1’oxydation des acides gras du foie et du muscle, réduit la gluconéogenése
hépatique, augmente le captage du glucose et inhibe I'inflammation et le stress oxydatif
[38]. Quant au T-cadhérine, son activation est protectrice pour les cellules vasculaires
endothéliales contre le stress oxydatif et est fortement exprimé dans les régions de

I’athérosclérose [39].

L’adiponectine est retrouvée en fortes concentrations chez les adultes en santé (entre
2 et 30 pg/ml) [38]. A I'inverse, les niveaux plasmatiques de cette adipokine sont nettement
inférieurs chez les individus souffrant d’obésité viscérale et d’insulino-résistance. Les
niveaux d’adiponectine correlent inversement avec la résistance a I’insuline. D’autres
¢tudes ont également démontré les propriétés anti-inflammatoires de 1’adiponectine par ses
effets protecteurs contre les maladies cardiovasculaires [40] de méme qu’une amélioration
de la sensibilité a I’insuline dans des modéles génétiques de souris obéses ou induits par
une diete riche en gras [34;41]. De plus, les génes influencant les concentrations circulantes
d’adiponectine présentent des effets géniques pléiotropiques sur les niveaux sériques de
lipoprotéines de haute densité (HDL) et de triglycérides [42]. L’adiponectine exerce ses
fonctions anti-inflammatoires a travers I’'inhibition de 1’expression de TNF-a et de
I’activation de NFkB, une voie de signalisation cellulaire majeure impliquée dans la
réponse inflammatoire et immunitaire, et en interférant avec la fonction des macrophages.
Cette hormone induit également la production d’importantes cytokines anti-inflammatoires

telles que I’IL-10 et I’antagoniste du récepteur de 1’interleukine-1 (IL-1Ra) [43].

Le contr6le du métabolisme énergétique exercé par 1’adiponectine est important et de
hautes concentrations plasmatiques de cette adipokine sont particuliérement bénéfiques
pour la santé. Ces caractéristiques conférées a 1’adiponectine permettent de considérer cette
molécule comme une approche thérapeutique prometteuse dans la lutte contre 1’obésité et

les maladies associées.
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3.2 La protéine chimiotactique des monocytes-1

La protéine chimiotactique des monocytes-1 (MCP-1), également appelée CCL2,
appartient a la famille des chimiokines a motif CC. Produite principalement par les
macrophages et les cellules endothéliales, MCP-1 est un puissant facteur chimiotactique
pour les monocytes. Sa principale fonction est de guider les monocytes de la circulation
pour devenir des macrophages tissulaires, soit la premicre étape dans 1’initiation de
I’inflammation [44]. En recrutant les monocytes, MCP-1 permet ['infiltration des
macrophages dans le tissu adipeux et stimule les adipocytes & produire des cytokines

inflammatoires tel que TNF-cq IL-6 et IL-1/3 [45].

MCP-1 est parmi les plus puissantes cytokines chimioattractantes et exerce ses
fonctions pro-inflammatoires via son récepteur CCR2, un récepteur couplé a une protéine
G. CCR2 est exprimé dans divers types cellulaires incluant les adipocytes, les cellules
musculaires et les macrophages. L’expression basale de MCP-1 est généralement trés
faible, sauf en présence de stimuli tel que I’'IL-1, TNF-« et le lipopolysaccharide (LPS). Par
conséquent, dans des conditions normales, les niveaux plasmatiques de MCP-1 sont
souvent indétectables [46]. MCP-1 a été décrite initialement comme un produit sécrétoire
des monocytes et des cellules endothéliales ayant un réle dans le développement de
I’athérosclérose. L’expression de MCP-1 est augmentée dans les lésions de I’athérosclérose
[47] tandis que son inhibition ou celle de son récepteur (CCR2) réduit la formation
d’athéromes chez des souris hypercholestérolémiques [48;49], indiquant un rdle important

pour MCP-1 dans I’athérogénese.

L’implication de MCP-1 dans 1’obésité a ét¢ démontrée chez des rongeurs obeses.
MCP-1 atteint également des concentrations plasmatiques significativement plus élevées
chez les patients obeses et diabétiques [50]. Inversement, les niveaux circulants de MCP-1
sont fortement diminués aprés une perte de poids chez des sujets obéses [51]. De plus, la
voie MCP-1/CCR2 est un composant majeur dans la résistance a ’insuline. /n vitro, un

traitement de MCP-1 chez les adipocytes 3T3-L1 a démontré une altération du captage du



15

glucose [52]. Une autre étude a également observé qu’une surexpression de MCP-1 dans le
tissu adipeux obése pouvait réduire la sensibilité a I’insuline du muscle squelettique via une
action endocrine [53]. Ces observations indiquent que MCP-1 pourrait étre un lien

inflammatoire direct entre 1’obésité et 1’insulino-résistance.

En raison de leur role crucial dans le recrutement des monocytes et des macrophages
dans les maladies vasculaires, 1’obésité et la résistance a 1’insuline, MCP-1 et son récepteur,
le CCR2, sont devenus des cibles thérapeutiques importantes en recherches

cardiovasculaires et métaboliques.

3.3 La protéine stimulant I’acylation

3.3.1 La formation

La protéine stimulant 1’acylation (ASP) est une adipokine produite par les adipocytes,
composée de 76 acides aminés avec un poids moléculaire de 8.9 kDa. Elle a été découverte
a la fin des années 1980 par Cianflone ef al. alors qu’ils tentaient d’identifier un composant
du plasma qui favorisait la synthése des triglycérides a partir des acides gras (estérification)
[54]. Tel qu’illustré dans la FIGURE 4, I’ASP est le produit final de I’interaction entre le
complément 3 (C3), le facteur B et I’adipsine et est identique au C3adesArg. L’ ASP dérive
d’une protéine du systeme du complément, une voie majeure du systétme immunitaire de
I’organisme. Cette protéine précurseur est le C3 et sa modification initiale par le facteur B
résulte en un complexe de C3*B. L’adipsine effectue ensuite un clivage et méne a la
formation irréversible de C3*Bb. Ce complexe, stabilisé par la properdine, permet de
couper le facteur C3 en C3a et C3b. Alors que C3b permet a nouveau la formation du
complexe C3*Bb et de recommencer le processus, C3a est relaché dans la circulation. Le
C3a est une molécule pro-inflammatoire anaphylatoxique pouvant agir par ’entremise de
son récepteur, le C3aR. Cependant, la carboxypeptidase B modifie trés rapidement le

fragment C3a par le clivage de ’arginine 77 N-terminale, inactivant en méme temps la
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fonction anaphylatoxique de C3a, pour générer le C3adesArg ou ASP [55]. Cette
transformation finale empéche I’ASP d’interagir avec le récepteur du C3a (C3aR) et ne

peut donc pas remplir le réle immunitaire de C3a.

._, C3* > C3*B
) {

C3b C3bB
A
C3a
A_(}i_psine_
[Carbdkypeptidase BJ \
C3*Bb
. \ 1
AS C3 C3bBb

FIGURE 4 - Formation de la protéine stimulant 1’acylation (ASP)
(Adapté de Cianflone K et al. Biochim Biophys Acta 2003; 1609(2):127-43.)

3.3.2 Le récepteur C5L2

Vers le milieu des années 2000, le récepteur fonctionnel de 1’ASP, le C5L2 (aussi
appelé GPR77) a été identifié [56;57]. Ce récepteur, constitué de 337 acides aminés,
appartient a la famille des récepteurs couplés a une protéine G contenant 7 domaines
transmembranaires. Le C5L2 présente une homologie avec les récepteurs du C5a et du C3a,
soient C5aR (38%) et C3aR (33%) respectivement [58], tous les deux impliqués dans la
réponse inflammatoire innée. Le CS5L2 est exprimé de maniére ubiquitaire dans
I’organisme. En effet, I’expression de ’ARNm de ce récepteur est retrouvée dans tous les
types de dépdts du tissu adipeux, le muscle, le cceur, le foie, les poumons, le cerveau et les

reins [57;59]. Bien que le C5L2 ne semble pas étre impliqué dans la réponse chimiotactique
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[60], les macrophages et les neutrophiles 1’expriment également a leur surface cellulaire,

suggérant peut-étre un réle immunologique pour ce récepteur.

En plus de se lier 2 I’ASP, il a été démontré que le C5L2 peut également lier plusieurs
autres molécules dont le C3a, C5a et le C5adesArg avec des affinités variées [56;60;61].
Parmi ces ligands, seuls I’ASP et le C3a ont un effet anabolique lorsque liés au C5L2 [56].
Quant aux anaphylatoxines C5a et C5adesArg, bien qu’ils lient le C5L2 avec une grande
affinité [60], ceux-ci n’activent pas ce récepteur et ne compétitionnent pas pour le méme
site de liaison que I’ASP [56]. Cette derni¢re caractéristique suggére de nouveau que le
récepteur C5L2 pourrait avoir un réle immunitaire a jouer comme un potentiel agent

séquestrant les anaphylatoxines pro-inflammatoires du systéme du complément.

Il est aussi permis de suggérer que 1’expression ubiquitaire de C5L2 laisse présager

que le role de I’ASP ne se limiterait pas seulement au métabolisme du tissu adipeux.

3.3.3 Roles et effets métaboliques

L’ASP a été démontrée pouvant avoir des effets anaboliques importants dans le tissu
adipeux. Par I’interaction avec son récepteur C5L2, les réles principaux de I’ASP sont de
stimuler la synthése des triglycérides par une augmentation de I’activit¢ de la
diacyglycérol-acyltransférase (DGAT), I’enzyme finale de la lipogénése, et de diminuer la
lipolyse en inhibant ’activité de la lipase hormono-sensible dans les adipocytes [55;62].
L’ASP favorise également le transport du glucose par une translocation plus importante des
transporteurs du glucose (GLUT1, GLUT3 et GLUT4) a la surface de la membrane
plasmique des cellules adipeuses et musculaires. Ces effets d’ASP ont été démontrés
comme ¢étant indépendants et additifs a ceux de I’insuline [63]. Des évidences voulant que
I’ASP pourrait étre impliquée dans la régulation du métabolisme lipidique chez I’homme
ont été rapportées par des études démontrant que les niveaux d’ASP plasmatiques sont
influencés par des génes qui contrélent également les niveaux totaux de cholestérol, de

lipoprotéines de faible densité (VLDL) et de triglycérides [64].
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synthesis

FIGURE 5 - Proposition de la voie de signalisation intracellulaire de
I’ ASP dans la synthese des triglycérides (TG)
(Adapté de Maslowska M et al. J. Lipid Res. 2006; 47:643-652.)

La voie de signalisation de I’ASP implique plusieurs voies intracellulaires, tel qu’illustré
dans la FIGURE 5. L’ASP, aprés sa liaison avec son récepteur C5L2, active la voie de la
phosphatidyl-inositol-3 kinase (PI3Kinase)/AKT pour stimuler la synthése des triglycérides
[65]. La voie PI3Kinase/AKT est également reconnue dans son implication dans la réponse
a I’insuline dans les adipocytes. La voie de signalisation de I’ASP implique 1’activation
séquentielle de la PI3Kinase et de la phospholipase C (PLC) de méme que 1’activation en
aval de la protéine kinase C (PKC) et de la protéine kinase activée par les facteurs
mitogenes/kinase régulée par un signal extracellulaire (MAPK/ERK,;). Ces voies
conduisent a une stimulation efficace et prolongée de la synthése des triglycérides par

I’ASP.
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3.3.4 L’ASP chez ’homme

Dans la population non-obése, les concentrations plasmatiques normales d’ASP sont
d’environ 25 nM, sans différence majeure entre les hommes et les femmes [66]. Cependant,
les niveaux d’ASP et de son précurseur, la protéine C3, sont augmentés significativement
chez les sujets obéses. En effet, de nombreux désordres métaboliques peuvent moduler les
niveaux d’ASP: la présence d’obésité, de diabete, de dyslipidémie ou de maladies
cardiovasculaires entrainent une hausse d’ASP pouvant atteindre jusqu’a 400% par rapport
a la normale [55]. A Dinverse, I’activité physique, une perte de poids et I’utilisation d’un
agent sensibilisant a 1’insuline (rosiglitazone) permettent de diminuer les niveaux d’ASP
[67,68]. En état post-prandial (aprés un repas), la production locale adipeuse d’ASP
augmente et est corrélée avec la clairance des triglycérides plasmatiques [69]. Par ailleurs,
de maniére semblable a 1’insulino-résistance, un état délétére d’une résistance a 1’ASP
postulée pourrait également contribuer a 1’altération du métabolisme du tissu adipeux et a

une dyslipidémie associées au diabéte et aux maladies cardiovasculaires [55;69].

3.3.5 L’ASP chez le modéle animal

La création de souris ne possédant pas le géne de la protéine C3, la protéine
précurseur de I’ASP, a permis d’étudier les effets physiologiques de I’ ASP puisqu’aucune
voie alternative ne permet sa synthése. Ainsi, on observe chez les souris déficientes en ASP
(C3KO) plusieurs modifications métaboliques majeures. Tout d’abord, les souris C3KO
affichent un profil lipoprotéique altéré caractérisé par un délai significatif dans la clairance
des triglycérides sanguins a la suite d’un repas [70;71]. En contrepartie, I’injection d’ASP
augmente la clairance des triglycérides et des acides gras libres chez des souris normales et
obéses [72], indiquant un réle potentiel de I’ASP dans 1’absorption postprandiale des

lipides.

Une déficience en ASP engendre des impacts majeurs sur I’homéostasie de 1’énergie

et sur I’action de I’insuline. Les souris déficientes en ASP/C3 sont hyperphagiques, mais
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ont une réduction significative de leur masse adipeuse et sont résistantes a la prise de poids
induite par une diete riche en gras par rapport aux souris de type sauvage (WT) [73].
D’autres études ont aussi indiqué que ces animaux présentaient un poids corporel inférieur
comparé au phénotype sauvage et avaient une dépense énergétique plus élevée [74].
D’autre part, les souris ASP/C3KO ont également démontré une insulinémie a jeun

inférieure, ainsi qu’une meilleure tolérance au glucose [70].

En résumé, I’ ASP favorise I’entreposage d’énergie sous forme de graisse dans le tissu
adipeux tandis qu’une interférence au niveau de la production d’ASP diminue le stockage
des lipides et conduit a une résistance de 1’obésité et une amélioration de la sensibilité a
I’insuline. Ces modifications importantes du métabolisme laissent croire que 1’ASP pourrait
devenir une cible thérapeutique intéressante visant a contrdler et réduire 1’obésité ainsi que

les maladies métaboliques qui y sont associées.



Chapitre 2

Objectifs et hypothéses

Les effets métaboliques de la protéine stimulant 1’acylation (ASP) sont bien
documentés chez les adipocytes. Toutefois, malgré que I’ASP soit un produit de
I’activation du systéme immunitaire, peu d’études jusqu’a présent ont regardé les effets de
I’ASP dans un contexte immunitaire. Néanmoins, de plus en plus d’évidences supportent
I’existence d’une relation étroite entre le métabolisme et le systéme immunitaire et que
I’obésité est maintenant reconnue comme un état inflammatoire chronique de faible
ampleur caractérisé par une surproduction anormale de cytokines pro-inflammatoires.
Parallélement, on retrouve des niveaux d’ASP significativement augmentés autant chez les

individus que chez les souris souffrant d’obésité.

Le but de cette étude est de déterminer si I’ASP, en plus de son réle métabolique,
pourrait aussi avoir un effet potentiel sur le plan inflammatoire au niveau du tissu adipeux
dans un contexte d’obésité. Pour y arriver, nous avons utilisé des lignées cellulaires

murines d’adipocytes (3T3-L1) et de macrophages (1774).

Tout d’abord, nous avons évalué les effets d’un traitement avec 1I’ASP sur la sécrétion
de quatre adipokines, soient MCP-1, KC, IL-6 et 1’adiponectine dans les adipocytes, les
macrophages et dans l’interaction entre adipocytes et macrophages. Deuxiémement, les
effets d’un traitement avec C5a (un autre ligand pouvant se lier avec le récepteur C5L2) ont
¢té comparés avec ceux de I’ASP. Enfin, nous avons étudié les voies mécanistiques

impliquant les enzymes PI3K et NFxB dans I’action potentielle de I’ASP.
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Notre hypotheése est que I’ASP pourrait favoriser une réponse inflammatoire au

niveau du tissu adipeux étant donné son implication importante sur le métabolisme.



Chapitre 3

Article

La protéine stimulant ’acylation stimule la sécrétion de MCP-1
et KC dans les adipocytes 3T3-L1, mais pas chez les
macrophages

L’obésité est caractérisée par un état inflammatoire chronique de faible ampleur avec
une augmentation de la production de cytokines inflammatoires par le tissu adipeux. La
protéine stimulant I’acylation (ASP) stimule la synthése des triglycérides et le transport du
glucose via son récepteur C5L2 et est augmentée dans 1’obésité, 1a résistance a I’insuline et
le syndrome métabolique. La présente étude caractérise les effets aigus de I’ASP sur les
changements inflammatoires dans les adipocytes 3T3-L1 et les macrophages J774 ainsi que
les mécanismes sous-jacents de I’ASP qui sont impliqués. Un traitement pendant 24 h avec
I’ASP augmente la sécrétion de MCP-1 (800%, P<0.001) et KC (>150%, P<0.01) de
maniére dose-dépendante chez les adipocytes, sans effet sur I’IL-6 et I’adiponectine, tandis
que I’ASP n’a pas d’effet chez les macrophages. En contrepartie, le C5a, un ligand de C5L2
et de C5aR, démontre des effets différents par rapport 2 I’ASP. Une co-culture de
macrophages avec des adipocytes augmente la sécrétion de MCP-1 et de I’adiponectine et
I’ajout d’ASP augmente davantage leur sécrétion (P<0.001 et P<(.05, respectivement).
L’ASP augmente la phosphorylation des Ser*®® et Ser’ % de la protéine p65 de NFkB en
fonction du temps et de la concentration (P<0.05). Une inhibition de 1’activation de la
PI3Kinase (avec wortmannin) et de NFxB (avec BAY11-7085) empéche 1’action

stimulante de I’ASP sur la sécrétion de MCP-1 et de KC dans les adipocytes. Ces résultats



24

suggerent que I’ ASP pourrait stimuler la sécrétion de cytokines inflammatoires spécifiques
chez les adipocytes, mais pas chez les macrophages, a travers les voies de la PI3Kinase et
NF«B, favorisant ainsi I’infiltration des macrophages et I’inflammation locale au niveau du

tissu adipeux obése.
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Fun-Qun Tom, Danny Gauvreau and Katherine Cianflone

Centre de Recherche Institut Universitaire de Cardiologie & Pneumologie de Québec,

Université Laval, Québec, Canada.

Address for correspondence: Katherine Cianflone, Centre de Recherche IUCPQ, Université
Laval, Y4332, 2725 Chemin Ste-Foy, Québec, QC, Canada, G1V 4GS5. Tel: 418-656-8711
#3731, Fax: 418-656-4749; Email: katherine.cianflone@criucpq.ulaval.ca

KEYWORDS

Cytokines, inflammation, C5a, adipose tissue, obesity

ABBREVIATIONS

ASP, acylation stimulating protein; AdT, adipose tissue; MCP-1, monocyte
chemoattractant protein-1; KC, keratinocyte-derived chemokine; IL, interleukin, MCM,
macrophage conditioned media; NFxB, nuclear factor kappa-B; PI3Kinase,
phosphatidylinositol 3-kinase; C5aR, C5a receptor


mailto:katherine.cianflone@criucpq.ulaval.ca

26

ABSTRACT

Obesity is characterized by chronic low-grade inflammation with increased adipose
tissue pro-inflammatory cytokine production. Acylation stimulating protein (ASP)
stimulates triglyceride synthesis and glucose transport via its receptor C5L2 with increased
ASP in obesity, insulin resistance and metabolic syndrome. The present study examines the
acute effects of ASP on inflammatory changes in 3T3-L1 adipocytes and J774
macrophages and the underlying mechanisms involved. Treatment with ASP for 24 h
increased MCP-1 (800%, P<0.001) and KC (>150%, P<0.01) secretion in adipocytes in a
dose-dependent manner, with no effect on IL-6 or adiponectin, while in macrophages, ASP
had no effect. By contrast, C5a, a ligand for both C5L2 and C5aR, had effects different
from those of ASP. Coculture of macrophages with adipocytes increased MCP-1 and
adiponectin secretion, and addition of ASP further enhanced secretion (P<0.001 and

468

P<0.05, respectively). ASP increased Ser -

and Ser””” phosphorylation of p65 NFkB in a
time- and concentration-dependent manner (£<0.05). Both inhibition of PI3kinase (with
wortmannin) and NFkB (with BAY11-7085) activation prevented ASP stimulation of
MCP-1 and KC secretion in adipocytes. These findings suggest that ASP may stimulate
specific inflammatory cytokines in adipocytes but not macrophages, through PI3kinase-
and NFxB-dependant pathways, thus further promoting macrophage infiltration and local

inflammation in obese adipose tissue.
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INTRODUCTION

Recently, it has been widely recognized that adipose tissue (AdT) is not only a
storehouse for energy and lipid storage organ in the form of fat, but is also a metabolically
active organ producing numerous proteins and enzymes as well as hormones now globally
defined as adipokines. These adipokines contribute to whole-body metabolism as well as
inflammatory and immune responses (1) that secrete a variety of factors including
adiponectin, leptin, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), interleukin-6 (IL-6),

acylation stimulating protein (ASP) and many more (2).

Recent studies have demonstrated a close link between metabolism and immunity. It
is now clear that obesity is associated with a state of chronic low-grade inflammation,
which is characterized by abnormal cytokine production, and increased synthesis of pro-
inflammatory proteins such as C-reactive protein (CRP), MCP-1 and IL-6 (3;4). AdT from
obese subjects is characterized by enhanced infiltration of macrophages, which are
postulated to be one mediator of the inflammatory response in adipose tissue (4;5). In obese
animals, analysis of adipose tissue gene expression demonstrates increased inflammatory
markers (6;7), whereas decreased expression (8) and concentration (9) of pro-inflammatory
components have been shown after weight loss in obese individuals. Once macrophages are
present and activated in adipose tissue, they interact with both adipocytes and non-
adipocytes which might perpetuate a vicious cycle of macrophage recruitment and
production of pro-inflammatory cytokines in obesity. It is possible that macrophages act

synergistically with adipocytes to amplify local inflammation (4).

An additional example of immune adipose overlap is ASP. ASP is an adipokine
produced by adipocytes, which is identical to C3adesArg. N-terminal cleavage of
complement C3 following its interaction with factor B and adipsin (factor D) generates C3a
through the alternative pathway of complement activation (10), a component of the innate
immune system. The carboxyl-terminal arginine of C3a is rapidly cleaved by

carboxypeptidase B, inactivating the C3a anaphylatoxic function and generating
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C3adesArg (ASP) (10). ASP stimulates triglyceride (TG) synthesis and glucose transport in
cultured adipocytes and also decreases lipolysis by inhibiting hormone-sensitive lipase
(10;11). ASP/C3adesArg interacts with the receptor C5L2, a seven transmembrane G
protein-coupled receptor, to stimulate glucose transport as well as diacylglycerol
acyltransferase (DGAT) activity, the final enzyme implicated in the TG synthesis pathway
(12;13). Surface expression of C5L2 is detected on adipocytes, neutrophils and
macrophages (14) as well as in various tissues and organs such as adipose tissue, lung,
liver, heart and kidney (15). In addition, C5a, a potent pro-inflammatory factor, is also a
high-affinity ligand for C5L2 (16) as well as being a ligand for its receptor C5aR (CD88).
By contrast, C5L2 is the only identified receptor for ASP.

In humans, ASP levels are increased with obesity, as well as insulin resistance,
diabetes, cardiovascular diseases and metabolic syndrome (10;17-19), all disorders
associated with obesity and, conversely, ASP levels are decreased with weight loss (20) or
exercice (21). In mice, plasma ASP is also increased with obesity vs. lean mice (22). As
obesity is related to a state of low level inflammation with overproduction and release of
pro-inflammatory cytokines and ASP levels are increased in obese individuals, we

investigated whether ASP could have a potential inflammatory effect in adipose tissue.

Using differentiated 3T3-L1 adipocytes and J774 macrophages, the aims of the
present study were (i) to evaluate the acute effects of ASP on the production of
inflammatory mediators in adipocytes and macrophages, and in the interaction between
adipocytes and macrophages, (ii) to compare to the effects of C5a (an alternate C5L2

ligand), and (iii) to determine the underlying mechanisms of any potential action of ASP.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Materials- All tissue culture reagents, including Dulbeccos’s modified Eagle’s medium/F-
12 (DMEM/F12), phosphate buffered saline (PBS), fetal bovine serum (FBS), trypsin and
tissue culture supplies were from Gibco (Burlington, ON, Canada). Protein levels were
determined using the Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and triglyceride (TG)
mass was measured using an enzymatic colorimetric asSay (Roche Diagnostic,
Indianapolis, IN, USA). Inhibitors used were wortmannin (Cayman Chemical, Ann Harbor
MI, USA) and BAY11-7085 (Sigma, Oakville, ON, Canada).

Cell culture- 3T3-L1 preadipocytes and J774 macrophages were purchased from the
American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Preadipocytes (3T3-L1) were
cultured using DMEM/F12 containing 10% fetal bovine serum (FBS), maintained at low
confluency (<70%) and incubated at 37°C in 5% CO, incubator. For differentiation,
preadipocytes were plated in DMEM/F12 supplemented with 10% bovine calf serum (BCS)
on 12-well culture plates (2x10° cells/well; trypan blue exclusion) and grown to
confluence. Two days later, cells were differentiated with medium containing 10 pg/ml
insulin, 1 uM dexamethasone and 500 pM isobutylmethylxanthine (IBMX) for 2 days. Two
days later, the medium was replaced with insulin supplementation only; and 2 days later, it
was changed to regular medium (DMEM/F12 with 10% FBS). Differentiated cells, at least
90% of which showed an adipocyte phenotype by accumulation of lipid droplets (as
determined by microscopic evaluation), were used on days 8-12 after initiation of
differentiation. J774 macrophages were cultured using DMEM/F12 containing 10% FBB
and were plated on 12-well culture plates (dx10° cells/well; trypan blue exclusion).
Macrophage conditioned media (MCM) were collected from J774 macrophage cultures and
centrifuged at 10,000 g for 5 min (23) prior to adding to differentiated adipocytes.

Coculture of adipocytes and macrophages- Direct coculture was performed by adding J774
macrophages (=1x10° viable cell; trypan blue exclusion) into 12-well culture plates
containing differentiated 3T3-L1 adipocytes (x10° cells/well). J774 and 3T3-L1 cells of
equal numbers to those in the coculture were also plated separately. Adipocytes and
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macrophages were in contact in fresh serum-free medium for 2 h before adding any

treatments.

Cell treatment- Adipocytes, macrophages, adipocytes with macrophage conditioned media
and cocultured cells were incubated for 2 h in serum-free medium (DMEM/F12) prior to
stimulation at various concentrations of ASP (50, 200 and 600 nM) or C5a (5, 20 and 60
nM). The concentrations of ASP (18) and C5a (24) range from normal physiological
plasma levels to the pathological state. After 24 h of treatment, the culture supernatants
were collected and stored at -20°C until analysis. For experiments with inhibitors
(wortmannin, BAY11-7085), differentiated 3T3-L1 were switched to serum-free medium
for 2 h followed by incubation with inhibitors for 30 min prior to adding ASP for 24 h.

Cytokine Protein Array- The assay was carried out using Proteome Profiler array, mouse
cytokine array panel A (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to the
manufacturer’s instructions with cell media from 3T3-L1 and J774 treated with ASP or
C5a. Briefly, media were incubated with membranes coated with capture antibodies to
detect multiple cytokines. Membranes were then exposed to ECL Plus Western Blotting
Detection System (Amersham ECL, GE Healthcare, Baie d’Urfe, QC, Canada) for up to 5.5
min. Membranes were quantified as pixel density with ImageQuant TL (GE Healthcare).
Background signals were subtracted from each spot. Signal for controls without treatment
(serum-free) were taken as 100% with treatment expressed relative to control. Cytokines

with no visible detection were considered negative.

Cytokine analysis- MCP-1, KC, adiponectin and IL-6 concentrations in the culture
supernatants were measured by commercial ELISA kits for mouse MCP-1, KC, and
adiponectin (DuoSet ELISA, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and mouse IL-6 by
ELISA (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions.
Cytokines levels were normalized to total cell triglyceride (TG) for adipocytes or total cell

protein (P) for macrophages.
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Measurement of NFxB activation- NFxB activation was measured by Fast Activated Cell-
based ELISA (FACE) NF«xB p65 profiler kit (Active Motif, Carlsbad, CA, USA) according
to the manufacturer’s instructions. Briefly, 3T3-L1 adipocytes and 3T3-L1 supplemented
with MCM were stimulated with ASP in 96-well plates for 3 different incubation times (15,
30 and 45 min), and then cells were fixed. Each well was incubated with a primary
antibody specific for phospho-Ser*®®, phospho-Ser**® or total NFkB p65 overnight at 4°C.
After washing with PBS, cells were incubated with secondary HRP-conjugated antibody,
followed by incubation with developing solution. The levels of NFxB p65 phosphorylation
(Ser*®® and Ser’*®) were normalized to total NFxB p65 protein and total cell number in each

well.

Statistical analysis- Results are expressed as mean + SEM. Comparison between two
groups was determined by Student’s 7-test and comparisons amongst several groups were
performed by one-way ANOVA followed by Newman-Keuls or Dunnett’s multiple
comparison post-test using Prism software (Graphpad Software). Statistical significance

was set at P<0.05, where NS indicates not significant relative to the indicated control.



32

RESULTS

Cytokine secretion screening profiles in 3T3-L1 adipocytes treated with ASP or C3a. To
evaluate the effect of ASP and C5a on cytokine secretion, 3T3-L1 and J774 were treated
with ASP or C5a for 24 h. Of the 40 cytokines represented on the array, only cytokines
which were detectable in the cell culture media are shown in Figure 1. ASP treatment
increased secretion of KC, MCP-1 and MIG (monokine induced by interferon-gamma)
significantly with a trend for RANTES (Fig. 1A). By contrast with C5a there was no
difference in cytokine secretion compared to CTL (Fig. 1B). Note, the concentrations of
ASP (18) and C5a (24) range from normal physiological plasma levels to the pathological
state. As plasma concentrations of C5a are 10-fold lower than ASP, 10-fold less C5a was

used for cell treatments relative to ASP.

Differential cytokine secretion with ASP vs. C5a. The effects of ASP on MCP-1 and KC
secretion by 3T3-L1 adipocytes are dose-dependent (Fig. 2A & B). J774 macrophages
express C5L2 levels comparable to 3T3-L1 adipocytes (results not shown). Nonetheless,
addition of ASP to macrophages had no effect on MCP-1 (Fig. 2A), although ]774
macrophages secrete greater levels of MCP-1 than do 3T3-L1 adipocytes (234+33 vs.
8.0+0.8 pg/mL). In J774, KC secretion increased slightly at 50 nM ASP treatment but
decreased at higher concentrations (200 and 600 nM ASP) (Fig. 2B). By contrast to ASP,
all concentrations of C5a inhibited MCP-1 secretion in J774 and inhibited KC in both 3T3-
L1 and J774 cells (Fig. 2C & 2D). Only the lowest concentration of C5a (5 nM) increased
MCP-1 secretion in 3T3-L1 adipocytes with no effect at higher doses of C5a (Fig. 2D).

Effects of ASP and C35a treatment on IL-6 and adiponectin secretion in 3T3-L1 and J774
cells. As shown in Table 1, ASP had no effect on IL-6 secretion in both 3T3-L1 and J774
cells at all concentrations tested. By contrast, C5a significantly increased IL-6 production
in 3T3-L1 at all concentrations (by 1.6 to 3-fold), with the greater effects at the lowest dose
(5 nM). With J774 macrophages, there was no change in IL-6 secretion with C5a compared
to control (Table 1). In 3T3-L1 adipocytes, addition of ASP for 24 h had no effect on
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adiponectin secretion compared to control for all ASP concentrations (Table 1). By
contrast, treatment with C5a significantly increased the secretion of adiponectin at the
lowest concentration (5 nM), while the higher doses (20, 60 nM) strongly inhibited

adiponectin release by up to 80%. Adiponectin was undetectable in J774 macrophages.

Effect of macrophage conditioned media vs. ASP on cytokine secretion in 3T3-Ll
adipocytes. Macrophage conditioned media (MCM) were collected after overnight
treatment of J774 in serum-free media. MCM significantly enhanced the secretion of MCP-
1 in adipocytes (Fig. 3A). Note, background macrophage-derived MCP-1 already present in
the MCM was subtracted. MCM tended to increase IL-6 (Fig. 3C, not significant) (again,
background subtracted), but had no effect on either KC (Fig. 3B) or adiponectin (Fig. 3D).
Addition of ASP to MCM, however, further increased IL-6 and adiponectin (P<0.05, Fig.
3C & D) but had no additive effect on MCP-1 or KC (Fig. 3A & B).

Effect of direct coculture of macrophage with adipocytes vs. ASP on cytokine secretion in
373-L1 adipocytes. As shown in Fig. 4A, macrophage-adipocyte direct contact showed a
marked increase of MCP-1 secretion compared to 3T3-L1 alone. Addition of ASP (50 nM)
to the direct coculture further increased the production of MCP-1, as compared to coculture
alone (Fig. 4A). Similar results were seen with KC (Fig 4C). For both adiponectin and IL-6,
while ASP alone had no effect, both coculture and ASP addition to coculture further
enhanced adipokine secretion (Fig. 4B and D).

NFkB pathway is involved in ASP action. As shown in Fig. 5A & B, ASP induced
phosphorylation of NFkB p65 Ser*®® and Ser*® after 15 min and 30 min respectively in
3T3-L1 adipocytes. By contrast, ASP had no effect on phosphorylation of NFkB in

macrophages (data not shown). The phosphorylated form of NFkB p65 Ser*®

remained
increased up to 45 min (Fig. 5A), while the Ser’>® phosphorylation level was transiently
increased only at 30 min (Fig. 5B). These effects are comparable to the increased
phosphorylation with LPS, a known activator of the inflammatory pathway (25;26).

Conditioned media from J774 macrophages alone also induced phosphorylation of NFxB
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p65 Ser*®® (Fig. 5C) and addition of 50 or 200 nM ASP further enhanced the effect. By
contrast, MCM alone had no effect on the phosphorylation level of Ser’® but the ASP
effect remained present when added to MCM (Fig. 5D).

ASP treatment increased levels of MCP-1 and KC through a PI3Kinase-dependent
pathway. Previous studies indicated that PI3Kinase is involved in ASP stimulation of TG
synthesis in adipocytes (27). 3T3-L1 adipocytes were pre-treated with wortmannin (a
PI3Kinase inhibitor) before stimulation with ASP. As shown in Fig. 6A & B, the ASP
stimulatory effect on MCP-1 and KC was inhibited by adding wortmannin.

ASP stimulates MCP-1 and KC secretion via a NFkB-dependant pathway. Since we
observed activation of NFkB p65 via increased phosphorylation on Ser*® and Ser’*® by
ASP (Fig. 5), we confirmed our results by adding a pharmacological inhibitor of NFkB,
BAY11-7085 (28). 3T3-L1 adipocytes were pre-treated with BAY11-7085 before
stimulation with ASP. Treatment with NFxB inhibitor effectively prevented the ASP-
stimulatory effect on both MCP-1 (Fig. 6C) and KC (Fig. 6D) secretion in 3T3-L1

adipocytes at all concentrations of ASP.
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DISCUSSION

Numerous studies have demonstrated the role of ASP related to lipid and glucose
metabolism in vitro, with plasma levels of ASP correlating with obesity in humans and
mice (10). Here we demonstrate that ASP also has a potential inflammatory effect in
adipose tissue using cell models (3T3-L1 adipocytes and J774 macrophages), specifically
on inflammatory cytokine secretion in adipocytes, an effect that is pertinent to macrophage

recruitment in obesity.

Interestingly, our results demonstrated that ASP effects are cell specific as well as
cytokine specific. Inflammatory response varied in adipocytes versus macrophages in terms
of cytokine secretion. Our study demonstrated increased production of MCP-1 and KC after
ASP treatment in a dose-dependent manner and appeared to be specific to adipocytes. By
contrast, no major changes were observed in macrophages. Several studies have
demonstrated obesity-induced macrophage infiltration is associated with increased
expression of MCP-1 in adipocytes (29-31). Additionally, increases in MCP-1 expression
in AdT contribute to the macrophage infiltration into this tissue as well as to insulin
resistance and hepatic steatosis associated with obesity in mice (31). MCP-1 belongs to the
CC chemokine family, and its main known function is as a chemoattractant to enhance
circulating monocytes transmigration into adipose tissue to become activated macrophages
(32), one of the first steps in AdT inflammation. KC is also considered a pro-inflammatory
adipokine, inducing adipocyte expression of inflammatory factors and suppressor of
cytokine signaling 3 (SOCS3), a mediator of insulin resistance (33). KC expression is
increased in AdT of genetically obese (0b/0b mice) and high fat diet-induced obese mouse
models (33). Furthermore, KC plays a central role in macrophage accumulation in

atherosclerotic lesions in mice (34).

CS5L2 is a recently identified receptor for C5a and CS5adesArg, as well as
ASP/C3adesArg and C3a (35;36). Although C5a binds to C5L2 with high affinity (16), the
identification of functional responses is still controversial. It has been proposed that C5L2
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may act as a decoy receptor for C5a, sequestering it away from interacting with the C5a
receptor (C5aR) and diminishing its corresponding immune response. As a decoy receptor
for C5a, C5L2 might negatively regulate the primary inflammatory state (37). As C5a is a
powerful pro-inflammatory chemoattractant, we expected increased cytokine secretion in
adipocytes. In fact, our data showing overall little effect or inhibition of MCP-1 and KC
secretion by C5a in both adipocytes and macrophages provide additional evidence that
C5L2 may act as a decoy receptor or functional antagonist of the C5aR since these two
receptors (C5L2 and C5aR) are both present on adipocyte and macrophage cell surface
(unpublished observations). C5L2 may compete with C5aR for C5a binding, and the
balance in C5a occupancy between these two receptors would determine the outcome of
pro- or anti-inflammatory state (36). Regardless, our results demonstrated that the actions

of ASP and C5a on cytokine secretion are clearly different.

AdT may be a primary tissue producing MCP-1, KC and IL-6 in obese subjects,
although the specific cell types responsible for the production of each cytokine are still
unclear. Several studies have examined macrophage-adipocyte interaction in vitro and the
influence of macrophages on adipocyte inflammatory responsiveness. Lumeng et al.
reported significantly enhanced MCP-1 secretion in macrophage-adipocyte direct
cocultures compared to secretion by adipocytes alone, suggesting that cell-cell contact
between macrophages and adipocytes potentiates the secretion of MCP-1 and other pro-
inflammatory factors (23). Consistent with their results, MCP-1 levels were significantly
higher than the sum of macrophages and adipocytes independently. Similarly, the effects of
ASP on MCP-1 appeared to be greater in the coculture system than in adipocytes alone,
whereas there was no effect at all in macrophages, suggesting both a cell-specificity and a
synergistic effect. It might be speculated that in coculture, ASP stimulates the production of
some unknown inflammatory factors in macrophages that then has a direct influence on
MCP-1 production in adipocytes. It might be also speculated that ASP alone has no effect
in macrophages, but that in combination with an unknown factor produced by adipocytes,
there is a greater effect on MCP-1 secretion in macrophages. Interestingly, adiponectin
levels are also increasing in direct coculture system and addition of ASP potentiates its

secretion. Note, adiponectin is only produced by adipocytes, not macrophages. Adiponectin
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acts as an anti-inflammatory protein and suppresses cytokine production by macrophages,
and adiponectin levels correlate inversely with IR (38;39). However, there might be certain
situations in which adiponectin has pro-inflammatory effects. In the presence of LPS, high-
molecular-weight (HMW) adiponectin was shown to augment the production of IL-8
(which is the human ortholog of mouse KC (33)) by human macrophages (40).

We provide evidence that ASP regulates inflammation in adipocytes and that this pro-
inflammatory activity is at least partially dependent on activation of NFkB transcription
factor as well as the PI3Kinase pathway. NFkB, a heterodimer composed of p50 and p65
subunits, is a potent activator of gene expression from NFxkB DNA binding sites due to the
presence of transactivating domains located in the C-terminal region of the p65 protein
(41;42). Current reviews summarize evidence that NFxB inflammatory pathways promote
metabolic diseases such as insulin resistance and atherosclerosis (43). The molecular
mechanisms linking both NFkB and PI3Kinase pathways in ASP signalling network
remains to be elucidated. Nevertheless, it has been demonstrated that both PI3Kinase and
AKT were able to stimulate the transcriptional activity of NFxB by stimulating
transactivation domain 1 of the p65 subunit in NIH 3T3 cells (44). Similarly, activation of
NFkB by IGF-1 (insulin-like growth factor-1) is mediated through PI3Kinase signalling in
fetal lung fibroblasts (45). Several lines of evidence support the critical role of the NFxB
pathway in the development of insulin resistance in obese mice (46) by inhibiting PPARYy
(peroxisome proliferator-activated receptor-y) function through nuclear corepressors,
resulting in suppression of the gene transcription of CAP (c-Cbl-associating protein) and
IRS-2 (insulin receptor substrate-2), which are molecules involved in PI3Kinase signalling

of insulin-induced GLUT4 (a glucose transporter) translocation (47).

In summary, the results suggest that ASP enhances the inflammatory response by
stimulating the secretion of specific pro-inflammatory cytokines through NFxB and
PI3Kinase pathways in adipocytes, which could further promote infiltration and recruitment
of macrophages in adipose tissue. These studies suggest that ASP might be a potential
target for the development of new therapeutic approaches for treatment of chronic

inflammation in adipose tissues in obesity.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Cytokine secretion screening proﬁles by protein array in 3T3-L1 adipocytes.
Differentiated 3T3-L1 adipocytes were treated with ASP or C5a for 24 h. Cell culture
supernatants were incubated overnight with pre-spotted nitrocellulose membranes spotted
with 40 capture antibodies, and detectable cytokines were quantitated. Control (CTL)
values were set to 100%. A. Secretion of cytokines in cell culture media from 3T3-Ll1
adipocytes treated with 200 nM ASP. B. Secretion of cytokines in cell culture media from
adipocytes 3T3-L1 treated with 20 nM C5a. Results are presented as mean + SEM (n=3),
where *P<0.05 and ***P<0.001 versus CTL.

Figure 2. MCP-1 and KC secretion in 3T3-L1 adipocytes and J774 macrophages with ASP
or C5a treatment. Differentiated 3T3-L1 adipocytes and J774 macrophages were treated
with various concentrations of ASP (A & B) or C5a (C & D) for 24 h. The results were
normalized to cell triglyceride (cell TG) for adipocytes and cell protein (cell P) for
macrophages. Control (CTL) was set as 100%. A. Effect of ASP on MCP-1 secretion in
3T3-L1 and J774 cells. B. Effect of ASP on KC secretion in 3T3-L1 and J774 cells. C.
Effect of C5a on MCP-1 secretion in 3T3-L1 and J774 cells. D. Effect of C5a on KC
secretion in 3T3-L1 and J774 cells. Results are presented as mean = SEM (n=9 wells).
**P<0.01 and ***P<0.001 versus CTL in 3T3-L1; 'P<0.05, "'P<0.01 and """P<0.001
versus CTL in J774.

Figure 3. Effect of ASP on cytokine secretion in 3T3-L1 adipocytes supplemented with
J774 macrophage conditioned-media (MCM). Differentiated 3T3-L1 adipocytes were
treated with ASP, MCM and both for 24 h. Cytokine secretion of MCP-1 (A), KC (B), IL-6
(C) and adiponectin (D) with different treatments were measured by ELISA. Levels of each
cytokine already present in MCM were subtracted. 3T3-L1 cells cultured in serum-free
alone as control (CTL) were set as baseline value of 100%. Results are presented as mean +

SEM (n=9 wells). *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 versus CTL.
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Figure 4. Effect of ASP on cytokine secretion in 3T3-L1 adipocytes-J774 macrophages
direct coculture. Differentiated 3T3-L1 adipocytes were cultured alone (1x10° cells/well) or
cocultured with J774 macrophages (1x10° cells/well). Adipocyte and adipocyte-
macrophage cocultures were treated with ASP for 24 h. Media cytokine secretion of MCP-
1 (A), adiponectin (B), KC (C) and IL-6 (D) were measured by ELISA. Levels of each
cytokine measured in macrophage alone were subtracted from the coculture. 3T3-L1 cells
cultured in serum-free as control (CTL) were set as 100%. Results are presented as mean +
SEM (n=9 wells) where *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 versus CTL; *P<0.05 and
#P<0.001 versus coculture of 3T3-L1 and J774; NS indicates not significant versus
coculture of 3T3-L1 and J774.

Figure 5. ASP effect on nuclear factor kappa-B (NFkB) activation and phosphorylation in
adipocytes. Differentiated 3T3-L1 adipocytes were stimulated with the indicated factors for
various times, then fixed cells were subjected to the FACE ELISA NFxB p65 Profiler kit
for determination of serine468 (phospho-Ser*®®) and serine536 (phospho-Ser™®)
phosphorylation of NFkB p65 and total p65 protein expression levels. Phosphorylation of
Ser*® (A) and Ser’® (B) in 3T3-L1 adipocytes treated with ASP (200 nM) and LPS (1
ug/mL) as a positive control at different times. Protein expression levels for phospho-Ser‘"s’5
and pho::ospho—Ser536 of NFkB p65, and total p65 were normalized by cell number in each
well. Cells without treatment were set as 100% (CTL) and results are shown relative to this
where *P<0.05 for ASP treatment versus CTL; "P<0.05 for LPS treatment versus CTL.
Phosphorylation of Ser*®* after 15 min (C) and Ser™® after 30 min (D) in 3T3-L1 for all
conditions indicated. Results are presented as mean =+ SEM (n=4) where *P<0.05,

**P<0.01 and ***P<0.001 versus CTL.

Figure 6. Effect of PI3Kinase and NFxB inhibition on ASP-stimulated MCP-1 and KC
secretion in 3T3-L1 adipocytes. Differentiated 3T3-L1 adipocytes were pre-treated with
serum-free medium containing wortmannin 50 nM, a PI3Kinase inhibitor (A & B) or
BAY11-7085 10 pmol/L, an NFkB inhibitor (C & D) for 30 min and then stimulated with
ASP at various concentrations. Untreated cells (CTL) were set as 100% where relative
expression of MCP-1 (A) and KC (B) secretion in 3T3-L1 stimulated with ASP only and
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wortmannin 50 nM plus ASP and relative expression of MCP-1 (C) and KC (D) secretion
in 3T3-L1 stimulated with ASP only and BAY11-7085 10 pmol/L plus ASP. Results are
presented as mean + SEM (n=9 wells) where "P<0.05, "'P<0.01 and " 'P<0.001 for
indicated inhibitor treatment versus no inhibitor (ASP only).
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Chapitre 4

Conclusion

Le role élargi du tissu adipeux est maintenant bien accepté dans la littérature. D’un
organe voué uniquement a 1’entreposage d’énergie a un acteur endocrinien majeur, la
recherche sur l’obésité effectuée au courant des derniéres années aura provoqué un
changement d’attitude radicale face au tissu adipeux. Tel que mentionné dans le Chapitre 1
de ce mémoire, les adipokines/cytokines sont responsables de 1’état pro-inflammatoire de
faible ampleur et de ’infiltration des macrophages associés a 1’obésité, de maniére directe

ou indirecte.

Mon projet de maitrise a permis de mieux comprendre le mode d’action d’une
adipokine, soit la protéine stimulant 1’acylation (ASP) sur le plan inflammatoire associé a

I’obésité.

1. Faits saillants

Les résultats décrits dans 1’article présenté ont démontré qu’en plus de son réle

métabolique important, I’ASP joue également un réle spécifique sur le plan inflammatoire.

Tout d’abord, on observe que les effets de I’ASP sur la sécrétion des cytokines
mesurées, particuliérement pour MCP-1 et KC, différent entre les adipocytes et les

macrophages. En effet, I’ASP semble avoir une action pro-inflammatoire sur les adipocytes
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seulement. Il est intéressant de noter que le récepteur C5L2 permettant 1’activation de
I’ASP est exprimé autant chez les adipocytes que chez les macrophages, ce qui suggére que
I’action de I’ASP varie dépendamment du type cellulaire. Le second point majeur de cette
¢tude est que I’ ASP potentialise son activité pro-inflammatoire lors de I’interaction directe
entre les adipocytes et les macrophages. Cet effet synergique de I’ASP est démontré par
une trés forte augmentation de la sécrétion de MCP-1 et de ’adiponectine dans la co-
culture directe. Ce projet a également permis de comprendre davantage les mécanismes

moléculaires sous-jacents de I’ASP dans un contexte inflammatoire associé a 1’obésité.

En résume, les résultats obtenus ont démontré que 1I’ASP accroit la réponse
inflammatoire en stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires dans les
adipocytes. Cette condition inflammatoire pourrait, & son tour, potentiellement favoriser
I'infiltration de méme que le recrutement des macrophages dans le tissu adipeux lors du

développement de 1’obésité.

2. Regard critique

Evidemment, toute recherche scientifique présente parfois des faiblesses causées
soient par des limitations au niveau technique, expérimental ou budgétaire.

Malheureusement, mon étude ne fait pas exception et comporte certaines lacunes.

En premier lieu, bien que I’utilisation de lignées cellulaires permette d’obtenir des
résultats reproductibles rapidement a faible coiit, il n’est toutefois pas possible d’extrapoler
les résultats obtenus chez le modele animal ou chez I’humain. Il est donc impossible
d’avoir la certitude que les découvertes effectuées seront transposables chez la souris, voire
chez ’homme. La prochaine étape sera d’effectuer des expériences in vivo a 1’aide de
culture primaire. L’utilisation d’adipocytes et de macrophages isolés a partir du tissu

adipeux de souris fait partie du plan ultérieur de nos recherches.
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La deuxieme faiblesse de cette étude réside dans le modéle de co-culture. Bien que
ce modele soit utilis¢é dans de nombreuses études et qu’il puisse étre une bonne
représentation de I’interaction entre les adipocytes et les macrophages dans le tissu adipeux
dans un contexte inflammatoire associé a 1’obésité, la réalité de ce qui se passe dans un
organe entier est beaucoup plus complexe. Le tissu adipeux est composé de plusieurs types
cellulaires autres que des adipocytes et macrophages. La présence de ces autres cellules et
de leurs interactions demeurent, par conséquent, des facteurs importants a considérer lors
de I'interprétation des résultats. Dans ce cas-ci, les lignées cellulaires ne nous permettent
malheureusement pas d’étudier les interactions entre les différents types cellulaires qui
composent un organe. Les données obtenues devront évidemment étre confirmées par des

études avec des modeéles animaux dans le futur.

3. Perspectives

Les résultats présentés dans cet article démontrent pour la premiére fois 1I’implication
de la protéine stimulant ’acylation dans la réponse inflammatoire chez les cellules
adipeuses. Par cette étude, nous avons une fois de plus confirmé cette existence d’un lien
étroit entre le métabolisme et I'immunité. Certains auteurs ont méme donné une nouvelle
appellation a cet état inflammatoire chronique de faible ampleur, soit la «métaflammation»

[75].

Le systéme du complément constitue une des premiéres lignes de défense du systéme
immunitaire inné en initiant et en intensifiant la réaction inflammatoire. L’activation du
systtme du complément est impliquée dans les infections bactériennes et virales.
Nonobstant, ses fonctions s’étendent maintenant bien au-dela de 1’élimination des agents
pathogénes. En effet, un dysfonctionnement de la voie du complément ou de I’activation de
la protéine C3 est associé a une multitude de complications métaboliques reliées a 1’obésité
comme : 1’athérosclérose, les maladies cardiovasculaires [76] ainsi que la résistance a

I’insuline [77].
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Paralleélement, la protéine stimulant 1’acylation est formée uniquement a partir de la
voie du complément et du C3. Nos résultats ont démontré que I’ASP augmente la sécrétion
de cytokines aux propriétés pro-inflammatoires et chimiotactiques. Il est ainsi permis de
s’interroger si une altération au niveau du systéeme du complément pourrait avoir un lien
avec 1’augmentation accrue de la production d’adipokines/cytokines et par le fait méme,
I’infiltration des cellules immunes tels les macrophages dans le tissu adipeux obése? Une
évaluation de la réponse inflammatoire chez des souris déficientes en ASP (C3KO) s’avere
pertinente dans les perspectives de recherche pour approfondir le réle immunitaire de
I’ASP. En effet, on peut se demander si I’absence d’ASP pourrait permettre de protéger
contre l'infiltration des macrophages et de neutraliser I’initiation de la réponse

inflammatoire ?

Une deuxieme avenue a explorer serait I’implication de la voie de signalisation ASP-
C5L2 en utilisant, cette fois-ci, des souris déficientes du geéne récepteur C5L2 (C5L2KO).
En effet, des études ont associé un possible réle pro-inflammatoire du C5L2 en observant
une forte diminution de médiateurs inflammatoires chez les souris C5L2KO comparés aux
souris du groupe contréle (WT) [78]. D’apres les chercheurs, un blocage du récepteur
pourrait augmenter le taux de survie dans les cas modérés de septicémie. Il serait donc tres
intéressant de déterminer si une rupture au niveau de la voie de signalisation ASP-C5L2

module les concentrations d’adipokines circulantes lors du développement de 1’obésité.

Nos résultats décrits dans 1’article précédent ne sont qu’une infime partie des études
relatives aux effets des adipokines. Cette famille d’hormones permet également de
comprendre davantage les mécanismes moléculaires sous-jacents de I’obésité de méme que
les maladies qui y sont associées. De plus en plus d’évidences prouvent que les adipokines
représentent des cibles potentielles dans le développement de nouvelles approches

thérapeutiques ou pharmacologiques pour le traitement de 1’obésité.
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