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RÉSUMÉ COURT

L'effet bénéfique des acides gras polyinsaturés oméga-3 à longue chaîne (AGPIn-

3LC) sur les concentrations d'adiponectine a été dénoté au sein d'études d'intervention

réalisées chez l'animal et l'humain. L'objectif de cette thèse était de caractériser l'effet

des AGPIn-3LC sur la sécrétion d'adiponectine à partir de préadipocytes humains

différenciés et de déterminer si cet effet est influencé par le récepteur nucléaire PPARy.

Les adipocytes humains ont été exposés à 125µ? de DHA ou EPA pour une durée de 24

h. Les concentrations d'adiponectine suite au traitement DHA ont augmenté de 0.19±0.02

à 0.22±0.01 ng^g ou 13.6% (P<0.05) et de 0.19±0.02 à 0.24±0.06 ng^g ou 26.2%

(P=O.09) suite au traitement EPA. Après l'ajout d'un inhibiteur du PPARy, les

concentrations d'adiponectine ont diminué de 5.8% et de 12.2% pour les traitements

respectifs DHA et EPA. Ces résultats confirment l'effet positif des AGPIn-3LC sur les

niveaux d'adiponectine. Ces effets semblent partiellement médiés par les récepteurs

PPARy.



RÉSUMÉ COURT (version anglaise)

The beneficial effect of long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LCn-

3PUFA) on adiponectin levels has been observed in several animal and human studies

after dietary treatment. The purpose of this study was to observe the effect of LCn-

3PUFA on the secretion of adiponectin in differentiated human preadipocytes and

determine if this effect is under the influence of PPARy nuclear receptors. Human

adipocytes were exposed to 125µ? of DHA or EPA for 24 h. Levels of adiponectin

following DHA treatment increased from 0.19±0.02 to 0.22±0.01 ng^g, or 13.6%

(P<0.05) and from 0.19±0.02 to 0.24±0.06 ng^g or 26.2% (P=0.09) after EPA

treatments. After the addition of a PPARy inhibitor, adiponectin levels dropped of 5.8%

and 12.2% for DHA and EPA, respectively. These results confirm the positive effect of

LCn-3PUFA on adiponectin levels. These effects seem to be partially mediated by

PPARy.
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RÉSUMÉ LONG

L'effet bénéfique des acides gras polyinsaturés oméga-3 à longue chaîne (AGPI

n-3 LC) sur les niveaux d'adiponectine a été dénoté au sein d'études d'intervention

réalisées chez l'animal ainsi que chez l'humain. Cet effet a aussi été rapporté au sein

d'études in vitro réalisées avec des lignées cellulaires murines ou des adipocytes isolés de

rongeurs. L'effet des AGPI n-3 LC au niveau de la modulation de l'adiponectine de

cellules adipeuses humaines demeure toujours inconnu. L'objectif de cette thèse était de

caractériser l'effet des AGPI n-3 LC sur la sécrétion d'adiponectine à partir de

préadipocytes humains différenciés. Un deuxième objectif consistait aussi à déterminer si

l'effet des AGPI n-3 LC sur la sécrétion d'adiponectine était sous l'influence de PPARy,

un récepteur nucléaire bien connu dans la modulation de l'adiponectine. Pour ce faire,

des préadipocytes humains ont été différenciés pour une période de 2 semaines et ensuite

exposés à 125µ? de DHA ou EPA pour une durée de 24 h. Les concentrations

d'adiponectine suite au traitement DHA ont augmenté de 0.19±0.02 à 0.22±0.01 ngy^g,

ou 13.6%, (P<0.05). Une augmentation d'adiponectine a aussi été observée suite au

traitement EPA de 0.19±0.02 à 0.24±0.06 ng^ig ou 26.2% mais n'a toutefois pas atteint

les niveaux de significati vité (P = 0.09). L'ajout d'un inhibiteur du récepteur PPARy a

entraîné une baisse des concentrations d'adiponectine de 5.8%, P=O. 33 et de 12.2%,

P=O. 29 pour les traitements au DHA et EPA respectivement. Dans l'ensemble, ces

résultats confirment l'effet positif des AGPI n-3 LC sur les niveaux d'adiponectine. Ces

effets semblent partiellement médiés par les récepteurs PPARy.
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RÉSUMÉ LONG (version anglaise)

The beneficial effect of long chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LC n-3

PUFA) on adiponectin levels has been observed in several animal and human studies

after dietary treatment. This effect has also been observed in vitro in 3T3-L1 cell line as

well as in isolated rat adipocytes. The use of nuclear receptor PPARy inhibitors such as

BADGE and GW9662 seems to demonstrate its involvement in the mechanism

underlying the increase in adiponectin levels following LC n-3 PUFA treatments.

However, the mechanism still needs to be clearly established. The purpose of this study

was to observe the effect of LC n-3 PUFA on the secretion of adiponectin in

differentiated human preadipocytes and to determine if this effect is under the influence

of PPARy. Human preadipocytes were differentiated for 2 weeks and exposed to 125µ?

of DHA or EPA for 24 h. Levels of adiponectin following DHA treatment increased from

0.19±0.02 to 0.22±0.01 ng^g, or 13.6% (P<0.05). However, the increase measured after

EPA treatments of 0.19±0.02 to 0.24±0.06 ng^g or 26.2% was not significant (P=0.09).

After addition of PPARy inhibitor, adiponectin levels dropped only of 5.8%, P=O. 33 and

12.2%, P=O. 29 for DHA and EPA treatments respectively. Taken together, these results

confirm the positive effect of LC n-3 PUFA on adiponectin levels. These effects seem to

be partially mediated by PPARy receptors.
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1. Introduction

Les lipides alimentaires constituent une composante importante de notre diète. En

plus d'agir à titre de substrats énergétiques, les lipides alimentaires affectent l'expression

génique, conduisant à des changements dans le métabolisme ainsi que dans la

différenciation et croissance cellulaire (1, 2). En effet, certains acides gras ainsi que leurs

metabolites peuvent agir en tant qu'hormones et contrôler l'activité ou l'abondance de

facteurs de transcription spécifiques. À titre d'exemple, il a été démontré que certains
régulateurs nucléaires, tels les peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sont

régulé par certains acides gras (3, 4). Plusieurs évidences suggèrent qu'une alimentation à

haute teneur en lipides constitue un risque au développement de la résistance à l'insuline

(5). Plus précisément, une consommation élevée de lipides, particulièrement de sous

forme de graisses saturées, contribue à l'hyperinsulinémie (6-8). Sur la base de ces

observations, une meilleure compréhension de l'effet biologique des lipides alimentaires

sur l'expression génique est d'importance afin d'éviter ou de mieux prévenir certains

désordres métaboliques.

Bien qu'une consommation élevée de graisses saturées est associée au

développement de certains désordres métaboliques, une ingestion élevée d'acides gras

polyinsaturés n-3 à longues chaînes (AGPI n-3 LC) a plutôt été associée à diverses

vertus. À titre d'exemple, ceux-ci semblent être bénéfiques pour la prévention du
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développement du diabète (9). Les effets bénéfiques des n-3 au niveau de la prévention

du développement du diabète découlent de l'action de ces derniers au niveau de plusieurs

organes clés impliqués dans la régulation de l'homéostasie du glucose (2). Le tissu

adipeux est l'un de ces organes impliqués dans la l'homéostasie du glucose et de récents

travaux suggèrent que les n-3 agissent au niveau de sa capacité sécrétoire en favorisant la

sécrétion de l'adiponectine (10-14).

L'adiponectine est une protéine de 3OkDa sécrétée exclusivement par le tissu

adipeux (15). L'adiponectine totale est inversement corrélée avec la résistance à

l'insuline (16) et contrairement aux autres adipokines, est aussi inversement corrélée avec

l'indice de masse corporelle (IMC) (17). L'adiponectine a aussi démontré des propriétés

anti-inflammatoires (18) et d'intérêt, a une influence positive sur la sensibilité à l'insuline

(19).

Plusieurs études démontrent une augmentation dans les niveaux d'adiponectine

suivant une diète enrichie ou un traitement aux AGPI n-3 LC chez l'humain (10-14), chez

l'animal (11, 20-34) ainsi qu'm vitro avec des cellules 3T3-L1 (11, 35, 36) et des

adipocytes isolés de rats (35). Selon nos connaissances, l'effet des AGPI n-3 LC sur la

sécrétion d'adiponectine d'adipocytes humains demeure toutefois inconnu.

Les études ayant utilisé des adipocytes isolés de rongeurs (26) ou de lignée

cellulaire murine (35) ont aussi permis de suggérer que le mécanisme à partir duquel les

AGPI n-3 LC augmentent la sécrétion de l'adiponectine implique le récepteur nucléaire

2



PPARy. L'implication de ce récepteur nucléaire dans la modulation de l'adiponectine par

les AGPI n-3 LC demeure toutefois à être précisée au niveau du tissu adipeux humain.

Les objectifs de cette thèse étaient donc de : 1) caractériser l'effet des AGPI n-3

LC sur la sécrétion d'adiponectine; et 2) définir si ces effets sont sous l'influence du

récepteur nucléaire PPARy à l'aide de la culture de préadipocytes différenciés humains.

3



1.2. Objectifs et hypothèses

Objectif 1: Examiner les effets in vitro d'AGPI n-3 LC sur la production d'adiponectine à

partir de préadipocytes humains différenciés.

>=> Hypothèse 1 : Selon les diverses études retrouvées dans la littérature démontrant

l'effet des AGPI n-3 sur l'adiponectine, on remarque majoritairement une

augmentation dans les niveaux de production de cette adipokine par les AGPI n-3

LC (Tableau 4, 5 et 6). Nous anticipons alors que les niveaux d'adiponectine

sécrétés par les adipocytes humains ayant été exposés aux AGPI n-3 LC seront

supérieurs comparativement aux conditions contrôles.

Objectif 2: Définir si la modulation de l'adiponectine par les AGPI n-3 LC est sous

influence du récepteur nucléaire PPARy.

<=> Hypothèse 2: Basé sur le fait que les AGPI-n3 LC sont des ligands naturels du

récepteur nucléaire PPARy (3, 4). Nous prévoyons que l'augmentation dans les

niveaux d'adiponectine par les AGPI n-3 et la troglitazone sera supprimée en

présence de l'inhibiteur GW9662.

4



CHAPITRE 2 : REVUE DE LITTÉRATURE

2.1. Les différents types d'acides gras.

Les molécules d'acide gras se composent de deux sous unités chimiquement

distinctes. Elles se composent premièrement d'une longue chaîne d'hydrocarbure

hydrophobe. La deuxième partie de l'acide gras est un groupement carboxyle (-COOH) et

présente la réactivité d'un acide carboxylique. Il existe plusieurs types d'acides gras.

Ceux-ci se distinguent selon la longueur de la queue hydrophobe, le nombre

d' insaturations et la position de celles-ci sur la chaîne carbonée. Ces variations de la

chaîne hydrophobe donnent aux acides gras diverses propriétés physiques distinctes.

Notamment, une augmentation de longueur de la chaîne augmente l'hydrophobicité, les

insaturations créent des vrilles dans la chaîne et augmentent la fluidité et enfin, la

position des insaturations offre une conformation spécifique aux acides gras (37).

Les acides gras sont classés en trois catégories principales: acides gras saturés,

mono-insaturés et polyinsaturés (AGPI) selon le nombre d'insaturations qu'ils

contiennent. Ils sont aussi classés selon la longueur de leurs chaînes hydrophobes. Les

acides gras les plus communément retrouvés dans la nourriture ont des chaînes soit de 14,

16, 18, 20 et de 22 carbones. Techniquement, les acides gras ayant plus de 12 carbones

dans leurs chaînes hydrophobes sont décrits comme étant des acides gras à longue chaîne

(LC). Cependant, ce nom est souvent utilisé afin de décrire les acides gras ayant une

chaîne hydrophobe contenant plus de 20 carbones (38).
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L'union internationale de la chimie pure et appliquée a défini les règles de la

nomenclature des acides gras (39). Selon cette nomenclature internationale, le carbone du

groupement carboxyle est toujours noté 1. Toutefois, il a été estimé qu'il était pratique de

réaliser une numérotation de la chaîne carbonée à partir du groupement méthyle terminal.

Il existe donc une deuxième nomenclature, utilisée notamment par les nutritionnistes

définie par 'nomenclature oméga (n ou co)-x' où le premier lien double est situé sur le

x'erae carbone à partir du groupement méthyle jusqu'au groupement carboxyle. De plus,

les acides gras possèdent une nomenclature usuelle utilisée dans le langage courant

(Tableau 1).

Tableau 1 : Nomenclature des acides gras polyinsaturés n-3 à longue chaîne (AGPI

n-3 LC).

Nom

Usuel

Abréviation

Chimique
Référence
carboxyle Référence oméga Autre

acide a-linolénique
acide
eicosapentaénoïque
acide
docosahexaénoïque

acide 9,12,15-
octadécénoïque
acide 5,8,1 1,14,17-
eicosapentaénoïque
acide 4,8,12,15, 19-
docosahexaénoïque

C18:3(A9,12,15)
C20:5(A5,8,11,1
4,17)
C22:6(A4,8,12,1
5,19)

C18:3n-3ouC18:3(co-3) ALA

C20:5n-3 ou C20:5(ûj-3) EPA

C22:6n-3 ou C22:6(cw-3) DHA

Adapté de (40).
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2.1.1. Effets métaboliques des acides gras saturés et polyinsaturés

Les caractéristiques physiques distinctes des différents types d'acides gras

influencent grandement leurs effets physiologiques et métaboliques suite à leur

consommation. Plusieurs études démontrent qu'une forte consommation de lipides,

particulièrement de graisses saturées, contribue à l'hyperinsulinémie, un facteur de risque

du diabète type 2 (6-8). À l'opposé, il semble aussi y avoir une association entre de bas

niveaux d'insuline et l'apport alimentaire d'acides gras mono-insaturés (41-43) ainsi que

polyinsaturés (44). Plusieurs autres effets bénéfiques d'un sous-type des AGPI, les AGPI

n-3 LC, ont été dénotés au niveau de certaines composantes physiologiques et

métaboliques (Tableau 2).
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Tableau 2 : Effets physiologiques et métaboliques des AGPI n-3 LC.

Composantes
physiologiqu
es/métaboliq
ues

Effet d'AGPI n-3 LC

Dose de
EPA et
DHA

(g/jour)*

Référence

Adiposité Perte adipeuse dans diverses études
animales

Perte adipeuse au sein de petites
cohortes de sujets humains.

2-3

(45-49)

(50-52)

Dyslipidémie Réduction des niveaux de
triglycérides plasmatiques de 20-30%
dans la plupart des études humaines
et animales

Amélioration du profil des
lipoprotéines plasmatiques,
majoritairement une augmentation du
cholestérol-HDL et un déclin du
cholestérol-LDL.

1-4

1.5-4

(53, 54)

(55)

Maladie
cardiovascu-
laire

Baisse de l'incidence de MCCI ;
effets anti arythmiques
Prévention secondaire de MCCI et de
mortalités reliées aux MCV
Diminution de la pression artérielle
Ralentissement de la progression de
l'artériosclérose

0.2-1

0.5-1.8

3-6

1.5-5

(56)

(56, 57)

(57)

(57)
Résistance à
l'insuline

Prévention de la résistance à
l'insuline induite par une diète dans
diverses études animales
Amélioration de la sensibilité à
l'insuline et de l'homéostasie du
glucose chez des individus sains

(9, 27, 58-
61)

(62)

Diabète type
2

Effets non consistants
(54)

*Chez l'humain d'âge adulte. HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density

lipoprotein; MCV, maladie cardiovasculaire; MCCI, maladies du coeur coronariennes

ischémiques. Adapté de (40)
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2.1.2. Sources d'acides gras polyinsaturés oméga-3 à longue chaîne

Certains acides gras sont considérés essentiels à notre alimentation. Lors de la

synthèse des acides gras chez l'humain, les enzymes catalysent l'ajout des insaturations à

la position co-9 et plus seulement. Les acides gras ?-3 et co-6 sont alors considérés

essentiels à notre diète car nous ne pouvons pas les synthétiser. Certaines plantes et

certains organismes possèdent la capacité enzymatique nécessaire à leur synthèse (63) et

sont ainsi des sources de ces acides gras essentiels. À titre d'exemple, les huiles extraites
de graines des plantes de lin, de carthame et de tournesol ainsi que le poisson sont

d'excellentes sources d'acides gras ?-3 et co-6 (64). Il convient de mentionner que le

poisson s'avère une bonne source d'AGPI n-3 LC (composés de plus de 20 carbones) s'il

se nourrit de microorganismes (ex. plancton, algues) capable de synthétiser ces acides

gras (Tableau 3) (38).

Tableau 3: Composition d'AGPI de la chair de poisson frais et cru (g d'acide

gras/100 g de poisson).

AGPI (g/100g)

gras total (g)

18:2
co-6
LA

18:3
?-3

ALA

20:4
co-6
AA

20:5
?-3
EPA

22:6
?-3

DHA
Morue

Hareng
Saumon
Maquereau
Thon

0.70
13.20
6.30
13.10
2.97

tr
0.29
0.17
0.30
0.06

tr
0.18
0.30
0.22
0.07

0.02
0.04
0.27
0.07
0.05

0.08
0.51
0.32
0.71
0.23

0.06
0.69
1.12
1.10
0.63

AA, acide arachidonique; ALA, acide ct-linolénique; DHA, acide docosahexaénoïque;

EPA, acide eicosapentaénoïque; LA, acide linoléique.

Adapté de (38). Source : (64, 65)
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L'apport quotidien recommandé d'AGPI n-3 LC varie entre 0.2-0.65g/jour (66-

68). Le Guide alimentaire canadien recommande une consommation de deux portions de

poisson par semaine. Quoiqu'il soit difficile de trouver des données pertinentes chez les

Canadiens, les quantités consommées aux États-Unis varient entre 0.1-0.2g/jour (69) et
de 0.1-0.5g/jour en Europe (70). Sur la base de ces résultats, il est juste de croire que les

recommandations ne sont pas toujours atteintes. De plus, les doses optimales associées

aux effets bénéfiques rapportés dans le tableau 2 sont supérieures aux recommandations.

Parmi tous les effets bénéfiques des AGPI n-3 LC, l'amélioration de la sensibilité

à l'insuline est le plus notable et étudié. La pathophysiologie de l'insulinorésistance

implique divers organes tels le foie, le pancréas, les muscles et le tissu adipeux. Nous

nous concentrerons particulièrement sur les effets des AGPI n-3 LC au niveau du tissu

adipeux en considérant que ces derniers agissent comme régulateurs spécifiques de la

transcription génique et gouvernent de cette façon le contenu tissulaire et circulatoire de

certaines protéines et enzymes (71).

2.2. Le tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc, autrefois perçut comme un simple isolant thermique et

mécanique servant d'entrepôt pour les lipides, est maintenant considéré comme un organe

complexe multifonctionnel. Dans ce contexte, il faut souligner que la principale

composante cellulaire du tissu adipeux est G adipocyte mature rempli de lipides

constituant environ deux tiers du tissu adipeux (72). Le tissu adipeux blanc est également
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constitué de préadipocytes (dépourvus de lipides), de cellules endotheliales, de fibres

nerveuses, de macrophages et monocytes. Le tissu adipeux blanc est réparti au niveau du

corps entier, sous deux dépôts distincts: sous-cutané et viscéral. Il démontre un

dynamisme remarquable tout au long de la vie (72). C'est-à-dire qu'il accumule les

sources énergétiques supplémentaires sous forme de lipides et mobilise ces dernières

selon les besoins énergétiques. Les adipocytes présentent une morphologie sphérique et

flexible avantageuse pour leur capacité d'emmagasinage et de relâchement de lipides. Les

diamètres peuvent varier de 30 µ?? jusqu'à 160 µ?? pour les adipocytes du dépôt sous-

cutanés et de 20 à 100 µp? pour le dépôt viscéral (73). Lorsque les adipocytes atteignent

leurs tailles critiques, il se produit alors un déclenchement de l'augmentation du nombre

de cellules adipeuses matures (74), ce phénomène portant le nom d'hyperplasie. Ce

processus hautement complexe requiert la différenciation de préadipocytes en adipocytes

matures et est nécessaire afin que ces cellules obtiennent et donnent au tissu adipeux ces

capacités lipidique, thermique, mécanique ainsi que sécrétoire.

2.2.1. La différenciation adipocytaire

La différenciation adipocytaire, aussi appelée adipogenèse, est composée de

divers stages distincts. Plusieurs changements doivent se produire afin de transformer le

préadipocyte à allure fibroblastique en adipocyte mature. Ce phénomène, fortement

influencé par de multiples facteurs externes est aussi grandement contrôlé par divers

régulateurs nucléaires (Figure 1).
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liaisons
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Figure 1. Chronologie des différents stages et événements de la différenciation

adipocytaire ainsi que de l'expression des facteurs transcriptionnels impliqués.

Pref-1, préadipocyte factor- 1; C/EBP, CCAAT/enhancer binding proteins; PPARy,

peroxisome proliferator-activated receptor gamma. Adapté de (75).

La première étape de la différenciation adipocytaire est l'arrêt de croissance (75).

De façon intrigante, le contact cellulaire (confluence) menant habituellement à l'arrêt de

croissance chez les préadipocytes ne semble pas être nécessaire à la différenciation, mais

ce serait plutôt l'arrêt de croissance en tant que tel qui limiterait la différenciation (76).

Malgré leurs faibles expressions dans les stages primaires de la différenciation, les

facteurs de transcription C/EBP-a (77) et PPARy (78) seraient impliqués dans cette étape,

due à leur activité antimitotique. L'expression de ces facteurs augmente significativement

et devient beaucoup plus importante une fois la différenciation engagée.
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Il a été démontré dans certaines lignées cellulaires que les cellules doivent subir

au moins une replication d'ADN ainsi que le doublage cellulaire suivant l'arrêt de

croissance (mitose post-confluence) afin de poursuivre le prochain stage différentiel,

l'expansion clonale (76). Cependant, cette étape ne s'avère pas essentielle en ce qui à trait

aux préadipocytes humains, où l'inhibition de la mitose n'empêche pas l'adipogenèse

(79). Il est toutefois possible que ces cellules aient subi une division cellulaire in vivo et

que ceci coïncide à un stage plus avancé dans le processus différentiel (75).

Le début de la différenciation adipocytaire s'accompagne de modifications de

l'expression génique de !'adipocyte en formation. Une observation typique est le début de

l'expression de la lipoprotéine lipase (LPL) qui a souvent été associée comme signe

primaire de la différenciation (80). L'expression des facteurs de transcription de la

famille des PPAR et C/EBP sont tous deux rapidement induits au début de la

différenciation. Les isomères de ces régulateurs sont exprimés subséquemment afin

d'aboutir avec l'expression majoritaire des isomères PPARy et C/EBP-a (75). Ils sont

responsables des changements dans les patrons d'expression observés au début de la

différenciation des gènes contenant dans leurs promoteurs les éléments spécifiques

reconnus par ces régulateurs. C'est pourquoi on remarque que l'augmentation de

l'expression de C/EBP-a au début de la différenciation est rapidement suivie du début de

l'expression de plusieurs gènes spécifiques aux adipocytes (81). Un autre facteur de

régulation, le SREBP-Ic, habituellement impliqué dans le métabolisme des lipides, est

aussi induit au début de la différenciation et pourrait alors gouverner en partie

l'expression génique de !'adipocyte (82). Le changement morphologique nécessite et est
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responsable de plusieurs des changements d'expression observés au début de la

différenciation. Le préadipocyte à allure fibroblastique doit subir de nombreuses

modifications afin d'acquérir les caractéristiques d'un adipocyte mature sphérique. Ceci

implique une restructuration au niveau du cytosquelette ainsi qu'au niveau des

composantes de la matrice extracellulaire (75) nécessitant donc des modifications dans

les patrons d'expression d'actine/tubuline (83), collagène (84), fibronectine (85) et autres.

Parmi les événements finaux de la différenciation lors du stage de différenciation

terminale, !'adipocyte acquiert la sensibilité à l'insuline et augmente notablement son

taux de lipogenèse (75). Ceci requiert une augmentation dans l'expression et dans

l'activité de la panoplie de protéines et enzymes reliés à ces activités tel l'acide gras

synthetase (86) ainsi que les transporteurs de glucose (87). Un changement dans les

proportions des sous-types de récepteurs adrénergiques (diminution de ß\ et augmentation

de /?2 et de /?3) et dans le nombre total de ces récepteurs sont également observés (88, 89).

De plus, il y a production de protéines spécifiques à l'adipocyte telles: l'adipocyte lipid-

binding protein (aP2) (90), la fatty acid translocase (FAT/CD36) (91) et la périlipine (92)

permettant notamment à l'adipocyte d'accomplir sa fonction première d'entreposage

lipidique. Enfin, les adipocytes acquièrent une autre fonction dite sécrétoire en produisant

et sécrétant divers facteurs, les adipokines, agissant dans diverses voies métaboliques et

processus physiologiques.
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2.2.2. Le tissu adipeux blanc: un organe sécrétoire

En plus de fournir une protection mécanique et thermique, l'emmagasinage de

lipides constituait autrefois la fonction classique du tissu adipeux blanc. Au cours des

années 50, l'existence d'un facteur circulatoire dont les niveaux augmentaient avec la

masse adipeuse signalant au cerveau d'atténuer la faim afin de diminuer le poids corporel

fut soulevée (93). Ce n'est que quarante ans plus tard que la découverte de ce facteur, la

leptine, produit du gène ob majoritairement dérivé du tissu adipeux blanc, a vu le jour

(94, 95). Ceci a mené à un nouveau concept suggérant que le tissu adipeux est un organe

dynamique ayant l'habileté de produire différents facteurs (Figure 2) pouvant interagir

soit de façon auto-/paracrine ou endocrine. Ce concept suggère aussi que le tissu adipeux

et ses facteurs sécrétés font partie d'un système intégré qui soutiendrait une

communication entre les organes. Des anormalités au niveau de la sécrétion de tels

facteurs pourraient être impliquées dans le développement de l'obésité et des

complications qui y sont reliées. Une meilleure connaissance du métabolisme et des

fonctions des protéines dérivées du tissu adipeux peut ainsi favoriser le développement

d'approches appropriées au niveau de la prévention et/ou du traitement des complications

associées au surplus pondéral. À titre d'exemple, l'adiponectine, la protéine la plus
abondamment sécrétée à l'heure actuelle par l'adipocyte, démontre des capacités

sensibilisatrices à l'insuline (19) et est faiblement présente chez les individus obèses (17).

L'optimisation de vecteurs améliorant la production de cette hormone serait ainsi

favorable pour cette catégorie croissante de gens susceptibles au développement d'une
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résistance à l'insuline.

AUTQ./PARACR1NE

hormones Steroides ,_

protastaglandins ^____
TNF- a. TGF-ß ___-
PAl- 1,TF
adípsine/ASP
angiotensinogène II

IL-1ß. IL-6.IL-8

ENDOCRINE

Hormones Steroides

leptine
IL-6, IL-8

PAU

adiponectine
TNF- a

angiotensinogène II

Figure 2. Facteurs sécrétoires de l'adipocyte humain devises selon leur mode

d'action auto/paracrine ou endocrine.

TNF-a, tumor necrosis factor alpha ;TGF-ß, transforming growth factor beta; PAI,

plasminogen activator inhibitor; TF, tissue factor; ASP, acylation stimulating protein; IL,

interleukine; * agit seulement possiblement de façon endocrine, Adapté de (72)

2.3. L' adiponectine

L' adiponectine, à l'heure actuelle, est l'adipokine la plus abondamment sécrétée et est

unique au tissu adipeux (15). Elle fut découverte en 1995 et sa transcription fut

caractérisée comme étant strictement induite pendant et suivant la différenciation

adipocytaire (96). En concordance avec les niveaux importants d' adiponectine en

circulation (5-3(^g/mL) (73), il a été démontré suite au séquençage d'une bibliothèque

d'ADN complémentaire du tissu adipeux humain, que le transcrit de G adiponectine est

exprimé en plus grand nombre relativement aux autres transcrits (97). Depuis sa
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découverte, de nombreuses études démontrent les potentiels antidiabétiques,

antiathérogéniques ainsi qu' anti-inflammatoires de cette protéine et ont fait de cette

dernière une cible importante à considérer lors de la mise sur pied de traitements des

complications métaboliques. (73). Contrairement à la plupart des autres adipokines,

l'adiponectine est négativement corrélée avec l'indice de masse corporelle (IMC) (17).

Les principales fonctions biologiques de l'adiponectine seront détaillées subséquemment

dans cette thèse. Il sera question notamment de décrire les effets de l'adiponectine au

niveau de la sensibilisation à l'insuline (19), de l'utilisation des acides gras comme

source énergétique (98) et du système inflammatoire (18, 99).

2.3.1. Séquence et structures de l'adiponectine

L'adiponectine est une protéine de 3OkDa (96) codée par sa séquence primaire

composée de 4 domaines: séquence de signal suivie d'une séquence hypervariable

menant à la séquence codant pour la région collagéneuse et enfin une autre pour la région

globulaire de l'adiponectine (Figure 3) (73). La région collagéneuse contient des lysines

et prolines qui sont hydroxylées (et subséquemment glycolysées pour 4 des lysines) lors

de modifications posttraductionnels durant la sécrétion. Ces modifications sont

nécessaires à l'oligomérisation des sous unités d'adiponectine sous forme de structures

supérieures (100) (Figure 4). Un autre point important à noter est la présence d'une

cysteine dans la région hypervariable (Figure 3) qui est aussi nécessaire à la formation de

formes supérieures via la formation de ponts disulfures entre les cysteines des sous unités

(101).
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Figure 3. Structure de la séquence et modifications post-traductionnelles de

l'adiponectine. Adapté de (100)

La structure de la protéine est composée de 2 régions, soit une homologue au

collagène (102) et une autre région globulaire homologue au complément CIq

(103)(Figure 4). La forme monomérique n'est pas retrouvée dans la circulation où

l'adiponectine y est présente que sous 3 formes oligomériques: trimère (bloc

d'assemblage formé sous l'interaction des régions globulaires), hexamère (2 trimères

reliés via ponts disulfures) et complexe de haut poids moléculaire (high molecular

weight, HMW) (composé de 12-18 unités monomériques) (100) (Figure 4).

L'oligomérisation est une étape clef. À ce titre, plusieurs études démontrent l'efficacité
supérieure de l'adiponectine HMW comparativement aux autres formes au niveau des

effets inhibiteurs de la production de glucose hépatique (100, 104). La proportion

moyenne des concentrations HMW sur la concentration totale d'adiponectine est

d'environs 0.5 (105). L'utilisation du ratio des concentrations de l'adiponectin HMW sur
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les concentrations totales de la protéine serait d'ailleurs un meilleur prédicteur de la

sensibilité à l'insuline que les concentrations totales d'adiponectine (106). Différents

facteurs peuvent être à la source de ce qui détermine le ratio d'adiponectine HMW/Total.

Premièrement, certaines mutations retrouvées dans la région collagéneuse changeant la

séquence de l'adiponectine d'un seul acide aminé peut causer une diminution ou même

l'incapacité de la protéine à former le complexe HMW (107). Les individus portant une

de ces mutations sont d'ailleurs beaucoup plus à risque de développer le diabète type 2

(107). Un autre facteur pouvant affecter le ratio est l'activité du PPARy (104),

possiblement car ce récepteur augmente l'expression de l'oxydoréductase Erol-La, une

enzyme clé dans la formation du complexe HMW (108). Par le même mécanisme, les

niveaux énergétiques cellulaires peuvent aussi influencer la production d'adiponectine

HMW. En effet, lorsque les concentrations intracellulaires de glucose augmentent, le

ratio NAD+/NADH diminue menant à la réduction de l'activité de SIRTl, une

déacétylase NAD-dépendante. Étant donné que SIRTl diminue l'activité du PPARy, une
augmentation de l'entrée du glucose à l'intérieur de G adipocyte pourrait alors mener à

une augmentation de l'activité du PPARy permettant alors une augmentation de la

sécrétion de l'adiponectine HMW (104, 108). Il convient de mentionner que

l'adiponectine peut être exprimée sous une autre forme, c.-à-d. l'adiponectine globulaire.

Cette dernière est présente sous de faibles concentrations plasmatiques (109) (Figure 4) et

serait le résultat du clivage protéique par le leucocyte élastase, une serine protease

sécrétée par les monocytes activés et/ou neutrophiles (110).
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Figure 4. Réponses cellulaires induites par les différents oligomères de

l'adiponectine lors de la liaison à leur récepteur spécifique. AdipoR, adiponectin

receptor; HMW, high molecular weight; APPLI, adaptor protein containing pleckstrin

homology domain, phosphotyrosine (PTB) binding domain and leucine zipper motif;

MAPK, mitogen activated protein kinase; AMPK, adenosine monophosphate kinase;

GLUT, glucose transporter; PEPCK, phosphoenolpyruvate carboxykinase; G6Pase,

glucose-6-phosphatase; ACC, acetyl coenzyme-? carboxylase; ACOX, acyl-coenzyme A

oxidase; UCP, uncoupling protein. Adapté de (111)
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2.3.2. Effets physiologiques de l'adiponectine au niveau de la sensibilité à l'insuline.

Il existe 2 récepteurs spécifiques à l'adiponectine: adipoRl et adipoR2. AdipoRl est

ubiquitaire et abondamment exprimé dans le muscle squelettique. Ce récepteur possède

une affinité plus importante pour l'adiponectine globulaire que celle de haut poids

moléculaire. Les récepteurs adipoR2 sont plutôt exprimés au niveau hépatique et

présentent une meilleure capacité de liaison avec le complexe de haut poids moléculaire

(112). À l'aide de manipulation génétique de myocytes C2C12 et d'hépatocytes
conduisant à la surexpression d'adipoRl/R2, il a été montré que l'adiponectine stimule

l'activité d'un certain régulateur nucléaire (PPAR-a) et d'un enzyme clé (AMPK)

impliqués dans l'oxydation des lipides et l'entrée du glucose (112) (Figure 4). Sous ces

actions, l'adiponectine favorise la sensibilité à l'insuline dont les mécanismes sont décrits

ci-dessous (113). Cependant, il est important de noter que ces explications reposent

principalement sur l'une des hypothèses à la base du principe de la résistance à l'insuline

selon lequel le surplus de triglycérides intracellulaire au niveau du muscle squelettique

interférerait dans la voie de signalisation de l'insuline. Ce surplus de triglycérides

entraînerait par conséquent une inhibition du recrutement des transporteurs de glucose

(GLUT-4) à la membrane cellulaire causant ainsi une incapacité d'absorption du glucose

en réponse à l'insuline, c.-à-d. résistance à l'insuline (114).

Au niveau des tissus musculaires squelettiques, il a été démontré que l'adiponectine

favorise la diminution de triglycérides pouvant ainsi améliorer la sensibilité à l'insuline.

Cette diminution de triglycérides par l'adiponectine peut être attribuée à sa capacité à
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promouvoir l'expression de certains gènes impliqués dans le transport (CD36) et

l'oxydation (acyl coenzyme A oxidase) d'acides gras ainsi que dans la dissipation de

chaleur (protéine découplante 2) (115) (Figure 4). L'expression de ces gènes est régulée

par le régulateur PPAR-a (exprimé majoritairement au niveau des muscles squelettiques

et le foie) (115) et il a été démontré que l'adiponectine augmente l'expression de ce

régulateur in vivo chez les souris (115) ainsi qu'm vitro dans les myocytes C2C12 (116).

L'adiponectine diminuerait alors le contenu de triglycérides dans le muscle ainsi que le

foie via l'augmentation de l'expression du régulateur PPAR-a et des gènes

subséquemment induits favorisant leur oxydation (Figure 4), menant alors à

l'amélioration de la sensibilité à l'insuline.

Il a également été démontré que l'adiponectine augmente l'activité de l'adénosine

monophosphate-activated protein kinase (AMPK) (98). Par ce mécanisme, l'adiponectine

inhibe (phosphoryle) G acetyl coenzyme-? carboxylase (ACC) favorisant ainsi

l'oxydation des acides gras au niveau musculaire squelettique (Figure 4 et 5) (113). Cet

effet est expliqué via la diminution de la malonyl Coa, un produit de l'ACC, et un

inhibiteur bien connu de la carnitine palmitoyltransferase 1 (CPTl), enzyme

mitochondriale permettant l'entrée des acides gras à l'intérieur de la matrice

mitochondriale où ils sont oxydés (Figure 5). Toujours dans le muscle, l'activation de

G???? augmente le recrutement des GLUT4 vers la membrane (augmentant alors la

prise du glucose) (1 13). Au niveau hépatique, toujours par l'entremise de G AMPK,

l'inhibition de l'ACC augmente également l'oxydation des acides gras (113) (Figure 4 et

5) et permet aussi un contrôle de la production de glucose hépatique. (117). Ceci est fort
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probablement attribuable à une diminution de 50% de l'expression de gènes impliqués

dans la gluconéogenèse (PEPCK et G6Pase) ainsi que dans la glycogénolyse (G6Pase,

dont l'activité est aussi affectée) (Figure 4) (118).
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Figure 5. Favorisation de l'oxydation des acides dans la mitochondrie via activation

de l'AMPK. ACC, acetyl coenzyme-? carboxylase; AMPK, adenosine monophosphate-

activated protein kinase ; CPTl, carnitine palmitoyltransferase 1.

Outre ces effets au niveau du muscle squelettique et du foie, l'adiponectine

favorise également la sensibilité à l'insuline au niveau du tissu adipeux (73). Cet effet

serait en effet médié par l'inhibition de l'adipoenctine du facteur de nécrose tumorale
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(tumor necrosis factor alpha (TNF-a)) (119) et/ou autres facteurs sécrétés par l'adipocyte

contribuant à la résistance à l'insuline (120).

Dans l'ensemble, l'adiponectine s'ajoute aux facteurs sécrétés par l'adipocyte qui

lui confèrent un statut de cellule endocrine. Cette hormone joue un rôle important au

niveau du métabolisme des lipides en favorisant l'oxydation des graisses au niveau du

muscle squelettique. L'adiponectine intervient également au niveau du métabolisme des

glucides en sensibilisant le foie à l'action de l'insuline, favorisant ainsi un meilleur

contrôle de la glycémie. Chez l'humain, les niveaux circulants plasmatiques de

l'hormone sont inversement proportionnels au degré d'obésité et la sévérité de

l'insulinorésistance d'un individu. Il faut mentionner ici que les agonistes des PPARy tels

les thiazolidinediones augmentent les niveaux d'adiponectine (104, 115, 121). Une

question qui demeure toujours sans réponse à l'heure actuelle est à savoir si les ligands

naturels des PPARy, tels les AGPIn-3 LC, peuvent influencer positivement la sécrétion

de cette hormone dont le rôle au niveau du contrôle de l'équilibre lipidique et glucidique

s'avère prometteur pour le maintien du poids corporel et le contrôle de la glycémie. Cette

protéine active le catabolisme des lipides et intervient dans le contrôle de la glycémie.

2.4. Effets des AGPI n-3 LC sur l'expression et la sécrétion de l'adiponectine

Les effets des AGPI n-3 LC sur les niveaux d'adiponectine (Tableau 4-6) ont été

caractérisés par l'intermédiaire d'études réalisées chez l'humain, l'animal (souris et rats)

ou encore via des approches in vitro. Dans l'ensemble, les résultats démontrent une
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augmentation de l'expression ou des concentrations de l'adiponectine en réponse aux
AGPI n-3 LC.

Chez l'humain (Tableau 4), plusieurs études démontrent une augmentation de

concentrations de l'adiponectine suite à la prise de suppléments ou à l'incorporation

d'AGPI n-3 LC à la diète chez des adultes en santé (15%) (14), des individus obèses

(60% et 22%) (11, 13) et des diabétiques de type II (31%) (12), et ce indépendamment

des changements de poids corporels. Outre les interventions nutritionnelles, des

associations positives entre les niveaux d'adiponectine et des marqueurs à long terme de

la consommation d'AGPI n-3 LC (ex. tissu adipeux, plaquettes sanguines et

granulocytes) ont également été observées (122). Il convient toutefois de mentionner que

certaines études d'intervention n'ont pas dénoté d'effet au niveau des concentrations

d'adiponectine (123).

Chez l'animal (Tableau 5), l'augmentation des concentrations plasmatiques

d'adiponectine suite à divers traitements d'AGPI n-3 est presque unanime (11, 20-34). En

plus d'une augmentation des niveaux circulants d'adiponectine, la majorité des études

démontrent une augmentation de l'expression (nombre de transcrits d' ARNm)

d'adiponectine suite à une diète d'AGPI n-3 LC (20, 21, 25-27, 30). Il faut tout de même

noter que d'autres démontrent une diminution (11, 124) ou une absence d'effet (11, 24)

des diètes au AGPI n-3 LC sur l'expression du gène adiponectine.
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Les études in vitro (Tableau 6) sont beaucoup moins nombreuses et peu

consistantes. En effet, certains travaux démontrent une augmentation (11, 35, 36) ou une

diminution (125) des concentrations de l'adiponectine en réponse à une exposition aux

AGPI n-3 LC. Au niveau de l'effet des AGPI n-3 LC sur l'expression de l'adiponectine,

une diminution (124, 125), une absence d'effet (26, 35) ou une augmentation (36) fut

rapportée. Il est important de mentionner qu'aucune de ces études ne fut menée avec des

adipocytes humains, mais bien avec des cellules 3T3-L1 ou provenant de rats.
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2.4.1. Mécanismes potentiels de l'augmentation de la sécrétion de l'adiponectine par les

AGPI n-3 LC.

Les mécanismes par lesquels les AGPI n-3 augmentent l'expression et les niveaux

d'adiponectine méritent encore à ce jour certaines clarifications. La voie la plus

communément acceptée est celle du PPARy. Ces récepteurs nucléaires sont spécifiques

au tissu adipeux et ont l'habileté d'initier l'expression de gènes impliqués dans le

métabolisme des lipides (128). Le fait que l'adiponectine contienne l'élément de réponse

PPARy (PPRE): GGGGCAXAAGTCA (séquence humaine où X représente un

nucleotide non particulier) au niveau de son promoteur (129) justifie pourquoi

l'adiponectine est sous l'influence des agonistes des PPARy tels les thiazolidinediones

(TZD) (26, 35, 121, 130). Suite à la formation d'un hétérodimère avec le récepteur

rétinoïde X (RXR), le récepteur PPARy reconnaît par son domaine Heur à l'ADN (DBD)

la séquence PPRE se retrouvant entre autres en amont de la séquence codant pour

l'adiponectine (129). Le récepteur PPARy doit toutefois être activé par un agoniste se

liant à son domaine lieur aux ligands (LBD) afin d'initier l'expression de ces gènes. Une

fois activé, le DBD du PPARy, composé de deux doigts de zinc (131), permet de faire

contact avec le promoteur et d'initier le processus de transcription. Il convient de

mentionner que les AGPI n-3 LC, dû à la longueur de leurs chaîne hydrophobe (plus de

20 carbones) et à la position de leurs insaturations se lient très bien à l'intérieur de la

poche hydrophobe du LBD du PPAR y et sont de ce fait des ligands et agonistes naturels

du PPARy capable d'activer son activité (4, 132) (Figure 6). Certaines études démontrent

aussi que les AGPI n-3 LC augmentent l'expression du PPARy (30, 36, 133), menant
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possiblement à une augmentation de la traduction et de la proportion de ce récepteur,

améliorant conséquemment son activité et l'expression de gènes cibles, telle

l'adiponectine. Cependant, il faut aussi considérer que l'opposé fut aussi démontré (25).

D'autres indications soutenant la voie du PPARy pour l'augmentation de l'adiponectine

par les AGPI n-3 LC sont démontrées à l'aide d'inhibiteurs de l'activité de ce récepteur.

En effet, l'addition d'agents tels BADGE (26) ou GW9662 (35) restaure les niveaux

d'adiponectine élevés par les AGPI n-3 LC à des niveaux plus bas similaires aux

contrôles.

jV «*A(*fS

PPRE I Cïenc de l'edipoiii-cliii«»

??S?>
Gene de Tacliponeeune Ipp O C

Figure 6. Initiation de la transcription du gène de l'adiponectine par PPARy et un

de ses agonistes naturels, un AGPI ? - 3 LC.

En résumé, plusieurs études démontrent les bienfaits des AGPI n-3 LC,

notamment au niveau de leur impact sur la sensibilité à l'insuline. Il est maintenant bien

reconnu que le tissu adipeux est un organe clé impliqué dans la pathophysiologie de

l'insulino-résistance. Le tissu adipeux est le seul organe sécrétant l'adiponectine. Cette

adipokine possède des propriétés sensibilisatrices à l'insuline et sa sécrétion est modulée
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par les AGPI n-3 LC. Un mécanisme possible à la base de ce résultat implique

G activation du PPARy par les AGPI n-3 LC. Ce mécanisme a été mis en lumière par

l'intermédiaire d'études effectuées chez l'animal et d'études in vitro. Ces dernières

études in vitro ont utilisé des modèles de lignées cellulaires murines qui, telles que

mentionnées ci-dessous, présentent certaines limites en comparaison aux cellules

humaines. À notre connaissance, les effets des AGPI n-3 LC au niveau des préadipocytes

humains différenciés demeurent inconnus. Ainsi, le premier objectif de cette étude était

d'examiner les effets des AGPI n-3 LC sur la sécrétion d'adiponectine au niveau de

préadipocytes humains différenciés. À titre de second objectif, nous avons investigué si la

modulation de l'adiponectine par les AGPI n-3 LC était sous influence du récepteur

nucléaire PPARy.

L'unicité de cette thèse repose sur la méthode de culture de préadipocytes de

nature humaine. À ce jour, les recherches in vitro réalisées pour l'étude des effets d'AGPI

n-3 LC sur les niveaux d'adiponectine ont été effectuées à l'aide de lignées cellulaires de

nature murines ou d' adipocytes isolés de rats. Il existe des différences substantielles entre

les lignées cellulaires murines et les préadipocytes humains. À titre d'exemple, les

lignées cellulaires murines présentent une croissance rapide, une capacité proliferative

illimitée et une différenciation facilitée, leur conférant un métabolisme plus rapide que

les préadipocytes de nature humaine. A titre d'exemple, les lignées cellulaires 3T3-L1 ne

prennent que 7-10 jours à se différencier en adipocytes matures (124, 134) alors qu'une

période d'au moins 14 jours est requise pour les préadipocytes humains. Il est alors juste

de croire que le métabolisme accru des cellules murines utilisées pour l'étude des effets
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des AGPI n-3 LC ne reflète pas nécessairement ce qui pourrait survenir au niveau de la

cellule humaine. De plus, les lignées cellulaires murines diffèrent des préadipocytes

humains du fait qu'elles sont aneuploïde et donc, ne reflètent pas aussi bien le contexte in

vivo que les préadipocytes humains qui sont, pour leur part, diploïdes.
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CHAPITRE 3: MÉTHODES

3.1. Culture de préadipocytes humains

Les préadipocytes humains cryopréservés furent achetés de ZenBio, Inc. (Research

Triangle Park, Caroline du Nord, États-Unis). Les cellules utilisées provenaient de la

région abdominale d'un mélange cellulaire d'hommes et de femmes IMC<24.9 ayant

subit une chirurgie élective (Lot#L020602Abd, ZenBio, États-Unis). L'isolation

accomplie par la compagnie ZenBio, Inc. des préadipocytes fut effectuée par force de

centrifugation rotationnelle suivant un traitement à la collagénase. Cette technique

communément utilisée se résume comme suit (135-138):

Les échantillons de tissu adipeux (2-15 g) sont premièrement dépourvus de tout matériel

fibreux et de vaisseaux sanguins visibles et ensuite coupés en plus petits morceaux

(approximativement 10-20mg). Une digestion est ensuite effectuée en deux étapes dans

un tampon phosphate salin (PBS) 10 mM (Cat# SH30256FS, Fisher Scientific Canada)

contenant 1.5mg/ml de collagénase (CLS type I, Worthington Biochemical Corporation,

Freehold, New Jersey, États-Unis) ainsi que 20 mg/ml sérum bovin fœtal (Cat#
SH3039603C, Fisher Scientific Canada), pH 7.4 pour une durée de 30-45 minutes dans

un bain d'eau à 370C avec agitation. La solution est ensuite filtrée à l'aide d'une

membrane de nylon ayant des pores de 250µ?t?. Les débris de tissu restant sont digérés et

filtrés à nouveau de la même façon. Ces suspensions cellulaires sont ensuite centrifugées

à 200*g (force gravitationnelle) pour 10min Les adipocytes matures flottant ainsi que la
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solution d'incubation sont aspirés et jetés tandis que les cellules sédimentées sont

resuspendues 10 min à température de la pièce dans un tampon composé de 154 mM

NH4Cl, 10 mM KHCO3 et 0.1 mM EDTA afin de lyser les erythrocytes. Cette étape est

importante afin d'éliminer les cellules rouges qui affectent l'adhésion ainsi que la

prolifération des préadipocytes. Suite à une autre centrifugation, la fraction cellulaire

(culot) est resuspendue dans 1OmL de médium Dulbecco's Modfied Eagle's/Ham's F-12

medium (DMEM F-12) (Cat# SH3002301, Fisher Scientific Canada). Ce matériel est

encore une fois filtré à l'aide d'une membrane de nylon dont les pores sont maintenant de

70µ?t?. Le filtrat est lavé à deux reprises et centrifugé à nouveau. Le culot contenant les

préadipocytes est habituellement resuspendu dans une solution DMEM F-12

supplémentée de 10% de sérum bovin fœtal et distribué à l'intérieur de plaques afin

d'initier la culture in vitro.

Suite à la réception des préadipocytes, ces derniers sont transférés dans l'azote liquide.

Les manipulations menant à la différenciation sont décrites ci-dessous et respectent les

directives fournies par le fournisseur ZenBio. Toutes ces manipulations se déroulent dans

l'enceinte d'un cabinet de biosécurité. La figure 7 résume les étapes et un descriptif des

solutions utilisées est présenté dans le tableau 7.

Lors de la mise en plaque, les préadipocytes furent décongelés dans un bain d'eau à 370C

et ensuite transférés dans un tube conique contenant 1OmL de preadipocyte medium (Cat#

PM-I, ZenBio, États-Unis) et centrifugés 5 minutes à 1200rpm à 200C. Ensuite, les
cellules ont été resuspendues dans 24mL de preadipocyte medium frais et distribuées à
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une densité de -43 500 cellules/cm2 (0.5mL/puits) dans des plaques de 48 puits (Cat#
CS003548, Fisher Scientific, Canada) et incubées à 370C, 5%C02 pour 24 h.

Afin d'initier la différenciation, le média fut remplacé par 0.5mL d: adipocyte

differentiation medium (Cat# DM-2, ZenBio, États-Unis) et incubé pour une période de 7

jours. Ce médium contient des agents capables d'induire la différenciation tel un agoniste

de PPARy.

Une fois la différenciation bien initiée, elle fut maintenue pour une période

supplémentaire de 7 jours en substituant 0.3mL du differentiation medium pour 0.4mL du

adipocyte medium (Cat# AM-I, ZenBio, États-Unis) similaire au précédent mais ne
contenant pas d'agents stimulant la différenciation. Ce médium fut remplacé (0.3mL pour

0.3mL) aux 2 jours pour la totalité de cette période de 7 jours. À la fin de cette période,

les cellules contiennent des gouttelettes de lipides (Figure 8) et expriment la LPL ainsi

que la Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) et sont alors considérées

différenciées (135, 139, 140) et prêtes à être exposées à différentes conditions.

24 heures 7 jours 7jours 24 heures
pM-1 DM'2 AM-1 traitements

Jour 1 Jour 8 Jour 15 & 16

Figure 7. Ligne de temps représentant la culture de préadipocytes humains menant

à leur differentiation. PM-I, preadipocyte medium; DM-2, differentiation medium; AM-
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1, adipocyte medium. Le média AM-I fut remplacé à tous les 2 jours (indiqué par une

petite ligne).

Tableau 7 : Composition des solutions utilisées lors de la culture primaire de

préadipocytes humains

Composé PM-I DM-2 AM-I Description

DMEM/Ham's F- 12
(l:l,v/v)

HEPES pH 7.4

sérum bovin fœtal

X

X

Biotine (vitamine B7)

acide pantothénique
(vitamine B5)
Insuline humaine

Dexamethasone

Isobutylmethylxanthine
(IMX)

Agoni ste du PPARy

Pénicilline

Streptomycine
Amphothéricyne B

X
X
X

X

X

X

X

X

X

X

X
X
X

X

X

X

X

X

X

X

X
X
X

Médium de culture cellulaire utilisé
afin de maintenir les cellules en
culture contenant l'essentiel c'est-à-
dire des sels, vitamines, glucose ainsi
qu'acides aminés.
Un composé chimique ayant une
capacité tampon. Il est ajouté au
médium afin de garder un pH stable.
Ajouté au milieu du à sa grande
concentration et variété protéique, tel
des facteurs de croissance,
permettant aux cellules de survivre et
de grandir.
Vitamine essentielle à la croissance
cellulaire ainsi qu'à la synthèse
d'acides gras.
Vitamine essentielle à la synthèse
d'acides gras.
Nécessaire afin de permettre l'entrée
du glucose.
Augmente l'expression du facteur de
transcription C/EBP-d favorisant
ainsi la différenciation adipocytaire
(141, 142).
Augmente l'expression du facteur de
transcription C/EBP-ß favorisant
ainsi la différenciation adipocytaire
(141, 143).
Permets l'initiation de la
différenciation adipocytaire (144).
Antibiotiques utilisés pour
restreindre les contaminations.
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3.2. Préparation des solutions d'acides gras et des contrôles

Le DHA (Cat# D2534, Sigma-Aldrich, Canada), G??? (Cat# E201 1, Sigma-Aldrich,

Canada) ainsi que l'acide palmitique (PA) (Cat# P0500, Sigma-Aldrich, Canada) ont été

dilués avec de l'éthanol 99% à une concentration de 0.2M. Cette solution a ensuite été

diluée 1/25 dans une solution 20% d'albumine de sérum bovin dépourvue d'acides gras

dans une solution tampon phosphate saline (PBS) (Cat# SH30256FS, Fisher Scientific,

Canada) à 600C avec mixtion. Cette solution a par la suite été ajoutée aux solutions de

traitements (adipocyte medium) respectives afin d'obtenir une concentration finale de

125µ? d'acide gras. À titre de contrôle, la même quantité de la solution 20% d'albumine
de sérum bovin a été ajoutée à toutes autres conditions ne contenant pas d'acide gras

La troglitazone (Cat# T2573, Sigma-Aldrich, Canada) et l'inhibiteur PPARy, GW9662,

(Cat# 70785, Cayman Chemical, États-Unis) ont été dilués dans un premier temps avec

du DMSO (Cat# D8418, Sigma-Aldrich, Canada) et ajoutés aux solutions de traitements

à des concentrations de 10 et 50µ? respectivement. Chacun des 8 traitements (contrôle,

troglitazone, troglitazone+GW9662, PA, DHA, DHA+GW9662, EPA et EPA+GW9662)

a été répété 6 fois et ce, pour une durée de 24 h. Une exposition de 48h à ces traitements a

également été effectuée.
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3.3. Analyses d'adiponectine

Les concentrations d'adiponectine ont été mesurées à l'aide d'un 'kit' Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay (ELISA) commercialement disponible (Cat# EZHADP-61K,

Millipore) en suivant les directives du fournisseur. Il convient de noter que les

échantillons récoltés n'ont pas été dilués, tel que suggéré par le fournisseur. La sensibilité

du kit s'étendait de 1.563-100 ng/mL. Les concentrations ont été déterminées à l'aide

d'un lecteur de plaque Synergy HT (Bio-tech, Montreal, Canada) et le logiciel KC4.

Afin de contrôler pour le nombre de cellules contenues dans chacun des puits de culture,

les concentrations d'adiponectine furent divisées par la concentration de protéines totales

du lysat des préadipocytes différenciés. Les concentrations protéiques furent mesurées à

l'aide d'un kit BCA protein assay commercialement disponible (Cat# 23227, Pierce,

Rockford IL, USA) en suivant les directives du fournisseur. Les échantillons ont été

analysés en duplicata et la valeur moyenne des coefficients de variation était de 1.71 ±

2.09%.

3.4. Analyse de l'expression du gène de l'adiponectine

3.4.1. Préparation de G ARN

Suite à une exposition de 24h aux divers traitements, les adipocytes ont été lysés et

homogénéisés à l'aide d'un vortex afin d'isoler l'ARN total. L'isolation à été effectuée à

l'aide d'une trousse commerciale: RNeasy Plus mini Kit (Cat# 74134, Qiagen,
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Mississauga, Canada) en suivant les directives du fournisseur. Les échantillons d'ARN

total ont été entreposés à -800C ou utilisés directement pour la transcription inverse.

3.4.2. Transcription inverse

Suite à la quantification spectrophotométrique de G ARN total à partir du lecteur de

plaque Synergy HT (Bio-tech, Montreal, Canada) et du logiciel KC4, 50ng a été transcrit

en ADN complémentaire (ADNc) à partir d'une trousse commerciale: Reverse

Trascriptase Omiscript (Cat# 205111, Qiagen, Mississauga, Canada). Les échantillons

d'ADNc ont été entreposés à -800C ou utilisés directement pour la quantification des

copies d'ARNm des gènes ciblés.

3.4.3. Quantification des copies d'ARNm par Real time PCR (réaction de polymerase en

chaîne en temps réel)

À l'aide du Rotor gene RG-3000 (Biotech, Montreal, Canada), 2µ1 de la réaction de la
transcription inverse (10% de la réaction totale) a été amplifiée par PCR avec le 'kit'

Real-Time PCR SYBR Green (Cat#204054, Qiagen, Mississauga, Canada) dans un

volume réactionnel total de 25µ1 en duplicata. Les échantillons ont premièrement été

incubés dans le Rotor gene pour G activation de la HotStarTaq Plus DNA Polymerase à

95°C pour 15 minutes suivi de 40 cycles d'amplification comprenant chacun 15 secondes

à 94°C (dénaturation de l'ADNc), 30 secondes à 550C (hybridation des amorces) et de 30

secondes à 720C (extension des amorces). Les amorces ont été achetées de la compagnie
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'QuantiTect Primer Assay' (Qiagen, Mississauga, Canada) ciblant les gènes d'intérêts

comprenant l'adiponectine (Cat# QT00014091) et PPARy (Cat# QT00029841) ainsi que

le gène constitutionnel de la b-actine (Cat# QT01680476). Les données des gènes

d'intérêts ont été normalisées à partir des données du gène constitutionnel afin de corriger

pour la quantité d'ADNc de chaque réaction.

Des dilutions du produit de la transcription inverse ont été utilisées afin de faire les

courbes standards des gènes d'adiponectine, PPARy et b-actine. Ces dilutions ont été

amplifiées simultanément avec les échantillons à partir de la même méthode Real-Time

PCR.

La spécificité de l'amplification a été déterminée par l'analyse de la courbe de

dénaturation (lent réchauffement des échantillons jusqu'à 95°C tout en mesurant

constamment la fluorescence). Les produits de réaction ne démontrant qu'un seul pic

dans le profil de leurs courbes de dénaturation a indiqué la spécificité de la réaction.

3.5. Analyses statistiques

Les données présentées dans la figure et dans le texte sont exprimées sous forme de

données relativement au contrôle ± l'écart type. Un niveau de significativité de P< 0.05 a

été considéré comme statistiquement significatif. Le T-test non apparié a été utilisé

comme test statistique afin de distinguer les différences significatives entre les conditions

à l'aide du logiciel Microsoft Office Excel 2003.
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CHAPITRE 4 : RÉSULTATS

4.1. Différenciation des préadipocytes humains

La figure 8 démontre l'évolution de la différenciation des préadipocytes humains.

À la suite de la mise en plaque, i.e. 24 h, les préadipocytes présentent une morphologie

fibroblastique (Figure 8A). La progression de la différenciation est apparente par

l'apparition de gouttelettes lipidiques aux environs de 7 jours suivant l'initiation de la

différenciation (Figure 8B). Les gouttelettes lipidiques occupent un espace encore plus

important 2 semaines après initiation de la différenciation (Figure 8C) où le processus de

différenciation est complété (135, 139, 140).

«Sä*pam
mm

¦?ßms

IH

1
¦?

Figure 8. Morphologie de préadipocytes humains lors du processus de

différenciation. Après la mise en plaque des cellules à une densité de ~43 500

cellules/cm2 dans un milieu de culture (Cat# PM-I, ZenBio, États-Unis) contenant du

sérum pour une période de 24 h, les cellules ont été exposées à un milieu de

différenciation (Cat# DM-2, ZenBio, États-Unis) contenant un agoniste du PPARy, IMX

et de l'insuline pour 7 jours. A) Cellules au jour 1 ; B) 7 et C) 14 de la période de

différenciation.
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4.2.1. Adiponectine, effets des AGPI n-3 LC

L'effet des AGPI n-3 LC sur la morphologie des adipocyte est présenté à la

Figure 9. Comparativement à la condition contrôle (Figure 9A), les adipocytes ayant été

exposés à 125µ? d'EPA apparaissent plus petite (figure 9B).

La figure 10 illustre les concentrations d'adiponectine relative à la situation

contrôle mesurées dans le milieu de culture des adipocytes exposés à divers traitements

de durée de 24 h. L'ajout de l'agoniste PPARy (troglitazone) au milieu de culture a

entraîné une augmentation significative des concentrations d'adiponectine (0.43±0.03

ng/^g vs du contrôle 0.25±0.05 ng^g, (P<0.0001) c'est-à-dire 1.8 fois plus élevée. Une

augmentation des concentrations d'adiponectine a aussi été observée lors de l'exposition

des cellules à la condition DHA (0.19±0.02 à 0.22±0.01 ng^g, P<0.05). Une

augmentation des concentrations d'adiponectine a aussi été dénotée lors de l'exposition à

la condition EPA (0.19±0.02 à 0.24±0.06 ng^g, P = 0.09). Cette augmentation n'a

cependant pas atteint les niveaux de significativité. Aucune augmentation au niveau des

concentrations d'adiponectine n'a été observée sous l'exposition au PA. Il convient de

mentionner qu'une exposition de 48 h aux différentes conditions expérimentales n'a pas

mené à une amplification de l'effet des AGPI n-3 LC sur les concentrations

d'adiponectine observé suite à l'exposition de 24h (données non présentées). Il est aussi

important de noté que des signes d'apoptose ont été observés visuellement suites à

l'exposition de 48h aux AGPI n-3 LC.
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Figure 9. Morphologie des adipocytes controls vs. exposés aux AGPI n-3 LC pour

24h. Suite à 2 semaines après initiation de la differentiation, le media (Cat# AM-I,

ZenBio, États-Unis) a été remplacé par les solutions de traitements pour 24h. A) Control

et B) EPA 125µ? .
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Figure 10. Niveaux d'adiponectine relatifs d'adipocytes humains suite à 24 heures

d'exposition à diverses conditions. TZD, thiazolidinediones (troglitazone); PA, acide

palmitique; DHA, acide docosahexaénoïque; EPA, acide eicosapentaénoïque. Les

adipocytes une fois différenciés furent exposés sois à 125µ? d'acide gras, 10 µ? de

troglitazone en présence ou non de 50 µ? de GW9662 pour 24 h. * P<0.05, ** P<0.0001

vs contrôle; § P<0.05 vs GW9662 respectif.
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4.2.2. Adiponectine, effet de l'inhibiteur PPARy

Dans le but de préciser si l'induction des concentrations d'adiponectine suite à

une exposition aux AGPI n-3 LC découle de l'intermédiaire du récepteur nucléaire

PPARy, un inhibiteur du PPARy, le GW9662, a été utilisé. Cet inhibiteur a entraîné une

diminution partielle de l'augmentation des concentrations d'adiponectine induite par la

condition TZD (0.43±0.03 à 0.38±0.04, (P<0.05)) (Figure 10). Une diminution partielle

mais non significative des concentrations d'adiponectine fut aussi observée pour les

traitements DHA+GW9662 (diminution de 5.8%) et EPA+GW9662 (12.2%).

4.3. Effet des AGPI n-3 LC sur l'expression du gène de l'adiponectine

Afin de renforcir les liens entre les AGPI n-3 LC, G activation du PPARy et

l'augmentation conséquente de l'expression du gène de l'adiponectine, nous avons tenté

de quantifier le nombre de transcrits (ARNm) de l'adiponectine ainsi que du PPARy.

Cependant, le nombre de transcrits d'adiponectine présents dans les échantillons d'ARN

totaux n'atteignant pas le seuil de détection a rendu impossible de quantifier cette

variable.

53



CHAPITRE 5 : DISCUSSION

Les lipides contribuent à diverses fonctions au niveau de la physiologie humaine :

a) ils constituent une source de substrats énergétiques et une composante structurale au

niveau cellulaire; b) ils interviennent à titre de régulateur de l'expression de gènes qui

modulent le métabolisme des lipides et des hydrates de carbones (113). Parmi cette

grande famille des lipides, les acides gras modulent le métabolisme cellulaire de façon

spécifique selon leur structure et métabolisme. Il est maintenant bien reconnu qu'en plus

de ses fonctions d'entreposage des lipides, le tissu adipeux présente des propriétés

endocrines via les différentes protéines qu'ils sécrètent. Un intérêt particulier a été dévolu

au cours de la dernière décade à une protéine sécrétée par le tissu adipeux, l'adiponectine.

Cette protéine aux effets insulino-sensibilisateurs au niveau hépatique (19) est d'ailleurs

faiblement exprimée au niveau circulatoire ou tissulaire chez des individus diabétiques

(16). Il est maintenant bien accepté que les concentrations plasmatiques d'adiponectine

augmentent en réponse à un traitement aux agonistes du récepteur nucléaire PPARy, les

thiazolidinediones (121). Cependant, le mécanisme soutenant la régulation de cet effet

n'est toujours pas clairement défini. Plusieurs études ont aussi rapporté l'effet d'agonistes

naturels du PPARy, les AGPI n-3 LC, sur les concentrations plasmatique et l'expression

de l'adiponectine (Tableaux 4-6) réalisées à partir d'interventions nutritionnelles chez

l'humain (10-14), chez l'animal (11, 20-34) ainsi qu'à partir de traitements in vitro avec

des cellules 3T3-L1 (11, 35, 36) et des adipocytes isolés de rats (35). Certaines de ces

études réalisées chez l'animal (26) ou encore à l'aide de lignées cellulaires murines (35)
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on aussi réussi à indiquer l'implication du PPARy dans le mécanisme expliquant cet effet.

À notre connaissance, les effets des AGPI n-3 LC au niveau de cellules adipeuses
humaines demeurent inconnus. L'objectif de cette thèse était donc de caractériser les

effets des AGPI n-3 LC DHA et EPA sur les niveaux d'adiponectine à l'aide de la culture

de préadipocytes humains.

Nos résultats confirment l'effet positif des AGPI n-3 LC sur les niveaux

d'adiponectine plasmatiques (10-14). En effet, nous avons observé qu'une concentration

de 125µ? DHA augmente significativement la sécrétion d'adiponectine de 0.19±0.02 à

0.22±0.01 ng/^g, c'est-à-dire une augmentation d'environ 13.6% (P<0.05) suite à une

exposition de 24 h. Similairement, une exposition de 24 h de 125µ? EPA a mené à une

augmentation des concentrations d'adiponectine dans le milieu de culture de 0.19±0.02 à

0.24±0.06 ng/^g (26.2%). Cette augmentation n'a toutefois pas atteint les niveaux de

significativité (P = 0.09) (Figure 10). L'augmentation des niveaux d'adiponectine par le

traitement au DHA concorde avec les interventions nutritionnelles réalisées chez

l'humain (10-14), ainsi que les études animales (11, 20-34) ayant noté des niveaux

d'adiponectine plus élevés suite à divers traitements aux AGPI n-3 LC. Plus précisément,

au niveau in vitro, Banga et al. (2009) ont aussi démontré que l'exposition d'adipocytes

isolés de rats à seulement 25µ? de DHA et EPA pour une période de 24 h s'accompagne

d'une augmentation des niveaux d'adiponectine d'environ 250 et de 150 %

respectivement (35). A l'aide de préadipocytes différenciés de nature murine, Robinson

et al. (2007) ont aussi étudié l'effet de 125µ? DHA et EPA sur les niveaux

d'adiponectine de cellules différenciées 3T3-L1, résultant à une augmentation de 102 et
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44% respectivement suite à une exposition de 24 h (36). L'écart entre l'amplitude des

augmentations des niveaux d'adiponectine de ces études et celles de la présente thèse

mérite d'être souligné. À titre spéculatif, il est possible que ces différences soient dues
aux différents types de cellules utilisées. Dans le cas de l'étude de Robinson et al. (2007),

les cellules utilisées étaient des des cellules 3T3-L1. Ces cellules sont issues d'une lignée

murine et sont aussi cancérigènes. Cette dernière caractéristique fait en sorte qu'elles se

prolifèrent plus rapidement (124, 134) et présentent des taux métaboliques plus élevés

que les préadipocytes humains différenciés. À un traitement donné, il est donc possible
que la réponse cellulaire soit accrue.

Malgré que l'augmentation de 26.2%, (P=O.09) observé suite au traitement EPA

sur les niveaux d'adiponectine soit supérieure à l'augmentation observée suite au

traitement au DHA (13.6%, P<0.05), l'effet de cet AGPI n-3 LC n'était pas significatif

(Figure 10). Une autre étude menée avec des cellules 3T3-L1 rapporte aussi une

augmentation non significative dans les niveaux d'adiponectine suite à l'exposition de

200 µ? de EPA (11). Les résultats de notre étude et ceux de Itoh et al. (2007) abondent

malgré tout dans la même direction que les études réalisées chez l'humain (10-14), chez

l'animal (11, 20-34) ainsi que les études qu'm vitro effectuées avec des cellules 3T3-L1

(11, 35, 36) et des adipocytes isolés de rats (35). La différence entre l'effet plus prononcé

du DHA comparativement à G??? est sûrement due à la différence de longueurs et

insaturations entre ces acides gras leur donnant différentes capacités de liaisons à

l'intérieur de la poche hydrophobe du LBD du PPARy. L'étude de Robinson et al. qui

démontre aussi les effets de DHA et EPA individuellement sur les niveaux
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d'adiponectine à partir de cellules 3T3-L1 indique que le DHA à une activité plus

importante que le EPA en ce qui concerne la capacité d'augmentation de la sécrétion

d'adiponectine (40% plus DHA pour que EPA) et que seul le DHA réussissait à

augmenter sont expression (36). Cette tendance est d'ailleurs aussi retrouvée dans l'étude

de Banga et al. (35) où une augmentation d'environ 250% dans les niveaux

d'adiponectine est notée suite au traitement avec DHA et seulement de 150% pour EPA.

Dans l'ensemble, ces divers travaux supportent que l'effet positif de G??? au niveau des

concentrations et/ou l'expression de l'adiponectine.

Étant donné que les augmentations dans les niveaux d'adiponectine en réponse au
DHA et EPA étaient moindres au sein de notre étude que celles rapportées dans les

études effectuées avec des cellules 3T3-L1 (36) ou des adipocytes isolés de rats (35),

nous avons étudié l'effet d'une exposition prolongée (i.e. 48 h) de nos conditions

expérimentales. L'exposition de 48 h des préadipocytes différenciés au DHA ou EPA a

entraîné la mort cellulaire (apoptose). Ceci corrobore les résultats récemment rapportés

d'une étude supportant que les AGPI n-3 LC puissent causer G apoptose des adipocytes

chez le rat (25) affectant conséquemment la production d'adiponectine. Nos résultats

supportent ce phénomène alors qu'une exposition aux différents acides gras utilisés

supérieure à 24h s'accompagnait de signes apparents d'apoptose cellulaire, i.e.

fragmentation des membranes cellulaires et détachement des cellules à la matrice). Dans

l'ensemble donc, nous pouvons écarter la possibilité qu'une exposition prolongée des

préadipocytes différenciés humains à une concentration de 125µ? d'AGPI n-3 LC puisse

augmenter les concentrations de l'adiponectine au-delà des valeurs observées.
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Il s'avère toujours délicat de transposer des résultats in vitro au contexte de la vie

réelle. Tout de même, il convient de souligner qu'une augmentation de 13,6% des

concentrations d'adiponectine, telle qu'observée suite à l'exposition des adipocytes

différenciés en réponse à l'exposition au DHA, corrobore les résultats issus de différentes

interventions cliniques. L'effet chronique des AGPI n-3 LC chez les humains via la prise

de suppléments (11-13) ou d'une modification de la diète (14) s'accompagne d'une

augmentation des concentrations plasmatiques d'adiponectine pouvant variée de 15-60%.

Une telle augmentation est non négligeable puisqu'en général, sans l'appui de médication

spécifique, une perte pondérale d'environ 10% est requise pour entraîner une

augmentation des concentrations plasmatiques d'adiponectine de l'ordre de 15% chez

l'humain (145). La majorité des études cliniques réalisées avec la prise de suppléments

procurant de 2 à 4g d'AGPI n-3 LC par jour s'échelonnaient de 3 à 6 mois. Afin d'obtenir

de telles doses d'AGPI n-3 LC, il faudrait théoriquement consommer 14 à 28 portions de

100g de poisson par semaine (Tableau 3). Cette consommation significative de poisson

présente certains risques à l'exposition de contaminants environnementaux tel le

méthylmercure (146), un composé chimique dont un excès peut causer des complications

au niveau cardiovasculaire (147) ainsi que des déficits développementaux auprès

d'enfants (148). Ceci dit, dans le but d'augmenter l'adiponectine via les AGPI n-3 LC, il

serait préférable d'utiliser les suppléments d'huiles de poisson purifiées comme source

d'AGPI n-3 LC au lieu d'augmenter la consommation de poisson et d'éviter les effets

défavorables à long terme du méthylmercure.
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Aucune augmentation des concentrations d'adiponectine dans le milieu de culture

n'a été dénotée suite à l'exposition de 125 µ? d'PA (Figure 10). Cette observation a

également été rapportée au sein d'études réalisées avec des cellules 3T3-L1 (36) et des

adipocytes isolés de rats suite à une exposition à 25 µ? d'PA pour 4 et 24 h (35). Nos

résultats renforcent ainsi l'effet spécifique des AGPI n-3 LC sur l'adiponectine au niveau

des préadipocytes humains différenciés.

Nous démontrons aussi que l'inhibiteur du récepteur nucléaire PPARy, GW9662,

en combinaison avec les AGPI n-3 LC n'inhibe pas significativement l'augmentation des

concentrations d'adiponectine mesurées dans le milieu de culture en réponse aux AGPI n-

3 LC. En effet, seule une diminution partielle et non significative des niveaux

d'adiponectine au sein des conditions DHA + GW9662 (5.8%, P=0.33) et EPA +

GW9662 (12.2%, P=0.29) a été observée. Le choix de cet inhibiteur PPARy (GW9662)

repose sur plusieurs études démontrant son efficacité (35, 149). Nous avons aussi

sélectionné ce dernier au lieu de l'autre inhibiteur PPARy disponible, BADGE, puisque le

GW9662 est beaucoup plus spécifique (150). Suite à l'inhibition de PPARy par GW9662,

seule une diminution partielle des niveaux d'adiponectine augmentés par la troglitazone

fut observée. C'est-à-dire que l'on ne remarque seulement qu'une diminution de 13.9%

(P<0.05) indiquant que l'inhibiteur n'était pas assez puissant pour inhiber à 100%

l'activité du PPARy. De cette observation, on explique possiblement pourquoi la

diminution d'adiponectine n'est pas significative suite à l'addition de l'inhibiteur. Malgré

ce fait, vu que la diminution par l'inhibiteur des niveaux d'adiponectine augmentés par

les AGPI n-3 LC n'était pas complète, c'est-à-dire du moins retournée à la valeur du
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contrôle, il n'est pas possible d'éliminer la possibilité que l'augmentation dans les

niveaux d'adiponectine par les AGPI n-3 LC ne se produise par un autre mécanisme que

le celui du PPARy. Cependant, de fortes évidences illustrent bien l'importance du rôle de

ce récepteur dont l'étude de Banga et al. (2009) qui démontre les niveaux d'adiponectine

revenant similaire à celle du contrôle des cellules de rats exposés à 25µ? DHA et EPA

lorsque inhibé avec 1.5 µ? de GW9662 (35). Une autre étude, menée avec des souris

(26), démontre aussi un retour au niveau du contrôle des niveaux augmentés par les AGPI

n-3 LC lorsque traités simultanément avec BADGE. Ces résultats indiquant clairement le

rôle de PPARy dans l'augmentation de la sécrétion d'adiponectine produite par les AGPI

n-3 LC. Peut-être une concentration supérieure à 50µ? de GW9662 serait nécessaire afin

d'inhiber complètement l'effet de 125µ? des AGPI n-3 LC et ae??µ? de troglitazone

sur les niveaux d'adiponectine observés spécifiquement chez les préadipocytes

différentiés humains.

En conclusion, nos résultats démontrent qu'une exposition de préadipocytes

humains différenciés aux acides gras à longue chaîne de la famille n-3 contribue à

l'augmentation des concentrations d'adiponectine dans le milieu de culture. D'un point

de vue mécanistique, nos résultats démontrent que l'effet positif entraîné par les n-3 au

niveau de la sécrétion d'adiponectine est en partie causé par l'intermédiaire des

récepteurs nucléaires PPARy. Considérant les propriétés antiathérogénique,

antidiabétique et anticarcinogénique bien reconnues de l'adiponectine, nos résultats

soutiennent donc les effets bénéfiques pouvant découlés d'une consommation d'aliments

à haute teneur en AGPI n-3 LC.
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CHAPITRE 6 : PERSPECTIVES FUTURES

Cette étude a permis de démontrer que l'exposition d'AGPI n-3 LC tel le DHA et

G??? au niveau de préadipocytes humains différenciés entraîne une augmentation de la

sécrétion de l'adiponectine. Les travaux de cette thèse ont également permis de

démontrer qu'un mécanisme potentiel pouvant expliquer l'augmentation de

l'adiponectine observée suite à une exposition aux AGPI n-3 LC peut découler de

l'intermédiaire du récepteur nucléaire PPARy.

Suite à l'inhibition du PPARy par GW9662, les concentrations d'adiponectine

augmentées par l'agoniste PPARy n'ont été diminuées que de 1 1.0% (Figure 10). Ceci

démontre que l'inhibiteur n'était pas assez spécifique pour inhiber complètement

l'activité du PPARy. Il est alors juste de croire que l'inhibiteur n'était pas suffisamment

spécifique dans les conditions contenant simultanément les AGPI n-3 LC. Les

diminutions non significatives des conditions contenant l'inhibiteur (DHA+GW9662 et

DHA+GW9662) comparativement à celles des AGPI n-3 LC, ne reflètent donc pas

nécessairement que l'adiponectine soit augmentée via un autre mécanisme que PPARy.

Afin de démontrer l'implication du PPARy dans l'augmentation des concentrations

d'adiponectine par les AGPI n-3 LC avec plus de certitude, certaines modifications

devraient être apportées à l'inhibiteur afin d'optimiser l'inhibition de l'activité du

PPARy. Premièrement, une plus grande concentration de GW9662 pourrait
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potentiellement réussir à inhiber PPARy avec plus de succès. L'essai d'un autre

inhibiteur du récepteur nucléaire PPARy pourrait également être mis à l'essai (108).

Le domaine lieur aux ligands (LBD) du récepteur nucléaire PPARy étant composé

d'une poche hydrophobe, se lie facilement et est activé par plusieurs AG (4, 132). Une

fois activé, son domaine lieur à l'ADN (DBD) se lierait à plusieurs promoteurs contenant

le PPRE permettant le début leurs transcriptions (129) expliquant, dans le cas de

l'adiponectine, l'augmentation de ses concentrations plasmatiques. Plusieurs des études

animales ou in vitro (tableaux 5 et 6) ayant observé l'effet des AGPI n-3 LC sur

l'adiponectine ont aussi mesuré les effets sur l'expression du gène adiponectine; la

majorité rapportant une augmentation (11, 20, 21, 25-27, 30, 36), aucun effet (11, 24, 26,

35) ou une diminution (11, 124, 125). En ce qui a trait à notre étude, il n'a pas été

possible de quantifier l'expression de l'adiponectine à partir des adipocytes humains. Le

nombre de transcrits étant minime ou inférieur au seuil de détection peut être en cause. Le

taux métabolique plus lent des adipocytes humains (comparativement à celui des 3T3-L1

et de nature murine) pourrait expliquer la raison pour laquelle le nombre de transcrit n'a

pas été quantifiable. Il serait alors pertinent de quantifier les transcrits de l'adiponectine

au niveau des préadipocytes humains différenciés pour une période supérieure à 2

semaines. Ces données obtenues à partir de préadipocytes humains différentiés

permettraient de confirmer avec plus de certitude que l'effet des AGPI n-3 LC sur les

concentrations d' adiponectine est effectivement à la base de sont expression génique et

sous la régulation de PPARy.
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Une des fonctions biologiques principales de l'adiponectine réfère à sa capacité

sensibilatrice à l'insuline. Ses effets sont remarqués au niveau du foie et du muscle

squelettique, deux organes grandement impliqués dans l'homéostasie du glucose.

Premièrement, par l'entremise du PPARa, l'adiponetine régule l'expression de gènes

favorisant l'oxydation d'acides gras au niveau du muscle squelettique (113, 115) et du

foie (113). Aussi, en activant une autre enzyme, G????, l'adiponectine augmente le

recrutement des GLUT4 à la membrane des cellules du muscle squelettique (113) et

diminue la production de glucose hépatique (117). Un autre tissu impliqué dans

l'homéostasie du glucose est le tissu adipeux. Il serait alors pertinent de vérifier si la

captation du glucose est améliorée chez les préadipocytes différentiés humains dont les

concentrations d'adiponectine sont augmentées par les traitements aux AGPI n-3 LC.

Ceci fut d'ailleurs observé à l'aide de cellules 3T3-L1 (134).

Finalement, les individus pouvant bénéficier des notions justifiées par cette étude

sont particulièrement les gens obèses ayant des niveaux d'adiponectine plus faible à la

norme ou bien ayant déjà développé une résistance à l'insuline, vu les propriétés insulino-

sensibilisatrice de l'adiponectine. Cependant, notre étude fut réalisée avec des

préadipocytes provenant d'hommes et de femmes ayant un IMC inférieur à 24.9. Il serait

donc plus approprié d'utiliser des adipocytes isolés d'individus démontrant des

complications afin de déterminer si les AGPI n-3 LC ont les mêmes capacités d'induction

de la sécrétion d'adiponectine sur celles-ci.
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