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Résumé

Le diabete de type 2 (DT2) est une maladie chronique affectant 3 millions de canadiens.
Une augmentation progressive de la résistance a l'insuline (RI) et de la sécrétion d'insuline est
observée chez des sujets normoglycémiques bien avant la survenue du DT2. La moindre
fonction du tissu adipeux blanc (TAB) est centrale dans le développement du DT2 car elle
accroit le flux d'acides gras vers les tissus périphériques, y induisant la RI, I'hyperinsulinémie

et I’inflammation chronique.

Durant ma maitrise, nous avions démontré¢ que les lipoprotéines de basses densité (LDL)
natifs réduisent la différentiation et la fonction des adipocytes et induisent la dysfonction du
TAB humain. De plus, nous avions montré qu'un taux plasmatique élevé d'apolipoprotéine B
(apoB), indiquant un nombre ¢élevé d'apoB-lipoprotéines dont principalement les LDL, est
associ¢ a la RI, la sécrétion d'insuline gluco-stimulée (SIGS) élevée, la clairance plasmatique
retardée des gras alimentaires et la moindre fonction du TAB chez 81 sujets obéses non
diabétiques. Afin de déterminer si I'apoB plasmatique permet aussi d'identifier les sujets obeses
répondant le mieux a une di¢te hypocalorique en termes de réduction des facteurs de risque du
DT2, nous avons testé l'effet d'une intervention hypocalorique de six mois. Parmis 59 sujets qui
ont terminés 1’intervention, nous avons mesuré une diminution de la SIGS et une amélioration
de la fonction du TAB seulement chez les sujets avec apoB plasmatique élevée. Toutefois, les

mécanismes de ces effets déléteres possibles des apoB-lipoprotéines n'avaient pas été explorés.

Des évidences suggerent que l'activation chronique de l'inflammasome Nucleotide-
binding domain and Leucine-rich repeat Receptor containing a Pyrin domain 3 (NLRP3) et la

sécrétion d'interleukine-1B (IL-1P) promeuvent la dysfonction du TAB et la RI systémique.



Cependant, les signaux métaboliques induisant I'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain
sont inconnus. Afin de tester si I'activation de I'inflammasome NLRP3/systéeme IL-1p participe
au mécanisme précédemment identifié¢ liant les apoB-lipoprotéines et les facteurs de risque du
DT2, nous avons investigu¢ 1'association et I'effet direct des apoB-lipoprotéines sur le systéme
IL-1B. Nous avons démontré chez 81 sujets obeses non-diabétiques que les individus avec apoB
plasmatique élevée montrent un taux élevé d'antagoniste du récepteur a 1'IL-1 (IL-1Ra)
plasmatique, un marqueur de l'activation systémique de la voie IL-1. Aussi, les associations
entre 1'apoB plasmatique élevée et la RI et SIGS étaient statistiquement dépendantes des niveaux
d'IL-1Ra plasmatique. Dans une autre population de 32 sujets, nous avons démontrés que ceux
avec apoB plasmatique ¢élevée ont une sécrétion augmentée d'IL-1p par le TAB ex vivo. Les
relations entre I'apoB plasmatique, la clairance plasmatique retardée des gras alimentaires et la
sécrétion de C-peptide glucostimulée étaient statistiquement dépendantes de la sécrétion d'TL-
1B du TAB. Puis, les LDL natifs ajoutés au TAB ex vivo induisaient la sécrétion d'IL-1f3, y

agissant en tant que signaux d'amorcage (ler signal de l'inflammasome NLRP3/systéme IL-1p).

En conclusion, ces résultats suggérent que les LDL natifs, forme principale d'apoB-
lipoprotéines, régulent positivement l'inflammasome NLRP3 du TAB humain. Ceci pourrait
expliquer la dysfonction du TAB, I'hyperinsulinémie et I'incidence élevée du DT?2 présents chez
les sujets avec apoB plasmatique élevée. En outre, ils suggerent que 1'apoB plasmatique élevée
pourrait étre un biomarqueur permettant d'identifier les sujets obeses qui répondraient le mieux
a la diete hypocalorique afin de réduire le risque de DT2.

Mots-clés : ApoB, LDL, prévention du diabéte de type 2, tissu adipeux blanc, résistance a

l'insuline, sécrétion d'insuline, clairance des gras postprandiaux, inflammasome NLRP3,

interleukine-1beta
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Abstract

Type 2 diabetes (T2D) is chronic disease affecting 3 million Canadians and a new case
is diagnosed every 3 minutes in Canada. Long before the onset of T2D, a progressive increase
in insulin resistance (IR) and insulin secretion is observed in normoglycemic subjects. A
decreased white adipose tissue (WAT) function is central to the development of T2D as it
promotes an increased fatty acid flux to peripheral tissues, inducing IR, hyperinsulinemia and

chronic inflammation.

During my MSc, we reported that low density lipoproteins (LDL) reduce the
differentiation and function of adipocytes and induce the dysfunction of human WAT.
Moreover, we showed that elevated plasma apolipoprotein B (apoB), indicating high numbers
of circulating apoB-lipoproteins mainly in the form of LDL, is associated to IR, elevated
glucose-induced insulin secretion (GIIS), delayed postprandial plasma clarance of fat and
reduced WAT function in 81 non-diabetic obese subjects. To explore whether apoB also
identifies obese subjects who best respond to weight loss to reduce risk factors for T2D, we
tested the effect of a 6 months hypocaloric diet. We showed in the 59 completers of the
hypocaloric intervention that the decrease in GIIS and increase in WAT function were
significant in subjects with high plasma apoB but not in subjects with low plasma apoB.

However, the mechanism underlying the negative effects apoB-lipoproteins was yet unexplored.

Chronic activation of the Nucleotide-binding domain and Leucine-rich repeat Receptor
containing a Pyrin domain 3 (NLRP3) inflammasome and secretion of interleukin-1f3 (IL-1p)
promote WAT dysfunction and systemic IR. However, endogenous metabolic signals that

induce the activation of WAT NLRP3 inflammasome are unknown. To test if the activation of
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the NLRP3 inflammasome/ IL-1B system is an underlying mechanism linking apoB-
lipoproteins to risk factors for T2D, we examined the association and direct effect of apoB-
lipoproteins on the IL-1[ system. We observed in our cohort of 81 non-diabetic obese subects
that subjects with high plasma apoB have higher plasma IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra),
which is an marker of systemic activation of the Il-1 pathway. Furthermore, the associations
between high plasma apoB and IR and GIIS were statistically dependent on plasma IL-1Ra.
Additionnaly, in a separate population of 32 subjects, we demonstrated that subjects with high
plasma apoB have higher ex vivo WAT IL-1p secretion. The relation between plasma apoB and
delayed postprandial plasma fat clearance and elevated glucose-induced C-peptide secretion
were statistically dependent on WAT IL-1f secretion. Finally, native LDLs directly induce IL-
1B secretion from ex vivo WAT, acting primarily as priming signals (i.e. the first signal leading

to activation of the NLRP3 inflammasome/ IL-1[3 system).

In conclusion, the findings from this thesis suggest that native LDL, the main form of
apoB-lipoproteins, upregulate human WAT NLRP3 inflammasome. This may explain WAT
dysfunction, hyperinsulinemia and higher incidence of T2D in subjects with high plasma apoB.
Moreover, they suggest that high apoB may serve as biomarker to identify obese subjects who
best respond to a hypocaloric-intervention to reduce the risk of T2D.

Keywords : ApoB, LDL, type 2 diabetes prevention, white adipose tissue, insulin resistance,

insulin secretion, postprandial fat clearance, NLRP3 inflammasome, interleukin-1beta
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Chapitre 1 : Introduction

Plus de 3 millions de canadiens sont affectés de diabéte, principalement de diabéte de
type 2 (DT2). Un nouveau cas est diagnostiqué en moyenne toutes les trois minutes au Canada
(1). Le DT2 prend racine dans le tissu adipeux dysfonctionnel. Celui-ci est caractérisé par une
inflammation, une clairance plasmatique retardée des gras alimentaires et une résistance a
l'insuline (RI), menant a un flux d'acides gras vers les tissus périphériques, y induisant la
lipotoxicité et la RI couplée a une sécrétion augmentée d'apoB-lipoprotéines par le foie. Mes
travaux de maitrise ont démontré que les niveaux élevés d'apoB-lipoprotéines, qui comme
expliqué ci-haut peuvent étre conséquents de la dysfonction du tissu adipeux, pourraient aussi
en étre une cause. Les mécanismes moléculaires de cette relation sont ici investigués. Le systéme
IL-1B est un régulateur central de l'inflammation et est impliqué dans la pathologie du tissu
adipeux dysfonctionnel et du DT2. Une production augmentée d'interleukine-1beta (IL-1p) par
rapport a celle de l'antagoniste du récepteur a 1'IL-1 (IL-1Ra) semble réduire I'adipogenese et
promouvoir le DT2. La sécrétion d'IL-1B est régulée par un complexe intracellulaire de
l'immunité innée appelé inflammasome NLRP3 (pour Nucleotide-binding domain and Leucine-
rich repeat Receptor containing a Pyrin domain 3). A ce jour, le signal métabolique pouvant
induire I'activité de l'inflammasome NLRP3 dans le tissu adipeux humain n'a pas été identifié.
Comprendre ce mécanisme permettrait de mieux prévenir I'apparition du DT2 chez les sujets a

risque ¢élevé grace a l'utilisation de thérapies préventives.



Chapitre 2 : Problématique, Objectifs et Hypothéses

Le DT2 est une maladie multifactorielle ou plusieurs facteurs de risque tels I'hérédité,
l'obésité, un style de vie malsain et I'dge s'accumulent sur des années et meénent a son incidence.
Toutefois, alors que 1'obésité augmente le risque de DT2, seule une minorité de 15 a 20% des
sujets obeses sont diabétiques (2). De plus, il est possible de prévenir 1'apparition du DT2 par
des interventions comportementales telles la diete hypocalorique ou I'exercice, ainsi que par
pharmacothérapie. Toutefois, il existe une grande variabilité¢ du risque de DT2 chez les sujets
obéses ainsi que de la réponse a ces interventions en termes de réduction du risque de DT2 (3).
Ceci souligne la nécessité de nouvelles approches pour mieux cibler les interventions afin
d'améliorer la prévention du DT2 ; nous proposons de mieux identifier les sujets obeses affectés

de facteurs de risque du DT2 pouvant bénéficier davantage de ces interventions.

Mes travaux de maitrise ont démontré que les sujets obéses avec apoB plasmatique
¢levée sont a risque plus élevé de DT2 que les sujets avec apoB plasmatique basse tel que
déterminé par une moindre fonction du tissu adipeux blanc (TAB), une diminution de la
clairance plasmatique des gras alimentaires et de la sensibilité a I'insuline (SI) et une plus grande
sécrétion d'insuline gluco-stimulée (SIGS) (4). Toutefois, on ne sait pas si les sujets obeses avec
apoB plasmatique ¢levée sont ceux qui répondent le mieux a la di¢te hypocalorique en matiére
de réduction de ces facteurs de risque du DT2. De plus, j'ai démontré durant ma maitrise que
les lipoprotéines de basse densité (LDL) natifs, la forme principale des apoB-lipoprotéines en
circulation, réduisent la différenciation et la fonction des adipocytes murins ainsi que la fonction
du TAB humain (4). Les mécanismes sous-jacents a ces altérations induites par les LDL ne sont

pas bien connus.



Ainsi, les objectifs de mon doctorat sont, dans des modeles humains in vivo et ex vivo, de :

1.

Déterminer si 1'apoB plasmatique élevée permet d'identifier les sujets en surpoids qui
bénéficieraient davantage de la diéte hypocalorique en termes de réduction des facteurs
de risque de DT2.

Déterminer si l'activation de l'inflammasome NLRP3 systématique explique la relation
entre I'apoB plasmatique élevée et les facteurs de risque du DT2.

Déterminer si les LDL natifs sont des signaux métaboliques qui régulent directement

I'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain ex vivo.

Afin d'atteindre ces objectifs, j'ai examiné deux populations recrutées lors de deux essais

cliniques effectuées a I'Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). La premicre étude

examinait 82 sujets recrutés entre 2010 et 2014 pour une intervention hypocalorique de six mois.

La seconde étude vise a examiner 44 sujets avant et apres une supplémentation durant trois mois

en acides gras oméga-3 : 1,8 g d'acide eicosapentaé¢noique (AEP) et 0,9 g d'acide

docosapentaénoique (DHA). Les données pré-intervention de 32 sujets ayant terminé

l'intervention sont présentés dans cette thése au 3e manuscrit.

Mes hypothéses spécifiques sont :

1.

L'apoB plasmatique pré-intervention est associée a une plus grande amélioration post-
intervention des facteurs de risque du DT2 apres la diéte hypocalorique durant 6 mois
chez des sujets en surpoids et obeses. L'amélioration des facteurs de risque du DT2 est
mesurée en tant qu'augmentation de la fonction du TAB, de la SI et de la clairance
plasmatique des gras postprandiaux et réduction en SIGS.

L'association entre I'apoB plasmatique, la RI et la SIGS est dépendante des niveaux d'IL-
1Ra plasmatiques.

Les LDL natifs sont des signaux d'amorgage (premier signal pour l'activité de

I'inflammasome) et/ou d'activation de l'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain.



Chapitre 3: Revue de littérature

3.A Diabéte de type 2

Le diabete est une maladie dont le nom, signifiant «traverser» en grec ancien, remonte
au 3e ou 2e siecles av. J.-C. lors d'une description par les médecins de 1'école hippocratique :
«les malades étaient frappés d'une soif continuelle, et [...] semblaient uriner aussitot ce qu'ils
venaient de boire, comme s'ils étaient « traversés par 1'eau » sans pouvoir la retenir » (5). On
sait maintenant que c'est I'hyperglycémie au-dessus du seuil de réabsorption rénale de 9,5
mmol/L (6) qui mene a la glycosurie. Celle-ci améne par effet osmotique une perte de fluide,

polyurie, causant la soif excessive, polydipsie, les deux symptdmes principaux du diabéte.

3.A.1 Définition et impact

Le diabéte est défini comme étant un désordre métabolique caractérisé par
I'hyperglycémie suite a un défaut de sécrétion d'insuline, d'action de I'insuline ou la combinaison
des deux. L'insuline est une hormone sécrétée par les cellules B du pancréas qui favorise le
transport du glucose dans les cellules du corps. Alors que la présente theése porte spécifiquement
sur le DT2, il convient de remarquer l'existence des autres types de diabéte : le diabéte de type
1 souvent d'origine autoimmune et caractérisé par la destruction des cellules 3 du pancréas et la
déficience en insuline, le diabéte gestationnel correspondant a une intolérance au glucose (IGT)
apparaissant lors de la grossesse, ainsi que les diabétes monogéniques, secondaires a d'autres

pathologies ou iatrogenes (7).



3.A.1.1 Prévalence, morbidité et qualité de vie

Entre 1980 et 2016, une méta-analyse sur 146 pays par le Non communicable Disease
Risk Factor Collaboration a mesuré 1'augmentation de la prévalence absolue du diabéte tous
types confondus chez les adultes (3,6% a 8,8% chez les hommes et 4,7% a 8,2% chez les
femmes) (8). Au Canada en 2017, les 2 603 200 adultes diabétiques représentent 8,8% de la

population (9).

En 2017, on attribue au diabéte la mortalité de 4,0 millions d'adultes dans le monde (10),
dont 11 303 au Canada (9). Ceci correspond pour les diabétiques de 55 ans a une réduction de
l'espérance de vie de 1'ordre de 6 ans chez les femmes et 5 ans chez les hommes (11). En terme
de qualité de vie, cette maladie meéne a une diminution importante du nombre d'années vécues
en santé : pres de 11 ans comparativement a la population non-diabétique (12). De plus, les
canadiens de 20 a 45 ans diagnostiqués de DT2 sont deux fois plus a risque de consulter un
médecin et deux a trois fois plus susceptibles de consulter un médecin spécialiste (13). Cette
statistique s'explique par I'importance des complications associées au DT2. Ces complications
sont multiples. En effet, les patients avec un DT2 sont a risque élevé de maladie coronarienne
athérosclérotique, accident vasculaire cérébral et maladie vasculaire périphérique (12, 14), de
méme qu'un risque d'infarctus du myocarde aussi élevé que les patients non-diabétiques ayant
déja euun infarctus du myocarde (15). Au Canada, le diabéte est la premiére cause d'insuffisance
rénale, étant la cause majeure dans 36% des cas (16). Prés de la moitié des diabétiques ont des
signes de néphropathie au cours de leur vie (17). Le diabéte est la premiére cause de cécité (18),
qui peut atteindre 14% des diabétiques de type 2 sous insuline (19). Les signes d'atteinte
neuropathiques sont décelables chez 59% des patients diabétiques non-insulinodépendants dans

la Rochester Diabetic Neuropathy Study (20). Ces neuropathies sont a l'origine de plusieurs



troubles, dont le syndrome du tunnel carpien ainsi que le risque ¢élevé d'amputations non-
traumatiques, qui est vingt fois supérieur a celui de la population non-diabétique (13). De plus,
dix pour cent des diabétiques sont atteints de trouble dépressif majeur, soit le double
comparativement a la population sans maladie chronique (21, 22). En effet, les troubles mentaux
reliés au fait d'étre atteint du diabéte, au stress relié au suivi et traitement de cette maladie ainsi
qu'aux effets conséquents sur les relations interpersonnelles sont regroupés sous le terme «
détresse reliée au diabete » (23). Aussi, les patients diabétiques sont a risque élevé de
dysfonction érectile (24). Finalement, bien que rare dans le DT2, un risque d'acidocétose
diabétique ou d'hyperglycémie hyperosmolaire existe chez les patients en carence sévére
d'insuline, nécessitant une hospitalisation d'urgence (25, 26). Finalement, la plupart des patients
diabétiques ne sont pas conscients de leur condition. En effet, dans une étude ontarienne, a peine
53% des 1658 patients ayant un diagnostic de diabéte inscrit a leur dossier médical électronique

ont indiqué par questionnaire auto-rapporté qu'ils étaient diabétiques (12).

3.A.1.2 Impact monétaire actuel et futur sur le systeme de santé

Selon les estimés de la Fédération Internationale du Diabéte, la dépense de soins de santé
totale pour le diabéte de 17,1 milliards de dollars US en 2017, soit 6519 dollars US par personne,
place le Canada en 10e position des pays avec la facture la plus élevée pour cette maladie (27).
Alors que 11,1% des patients sont diabétiques, ceux-ci représentent 13,9% des dépenses en santé
en Amérique du Nord (27). D'ici 2045, la Fédération Internationale du Diabéte estime que le

budget total mondial alloué au diabéte augmentera de 7% (27).



3.A.2 Critéres diagnostiques et thérapies

Considérant que la recherche effectuée dans le cadre de cette these s'effectue en contexte
canadien et que les lignes directrices concernant la prévention, le dépistage et le traitement du
DT2 varient selon les instances, le présent document priorise les recommandations énoncées par
Diabéte Canada. Le diagnostic du DT2 y dépend des quatre critéres suivants : glycémie a jeun
(8 heures sans apport calorique) > 7,0 mmol/l ou hémoglobine glyquée (HbAlc) > 6,5% ou
glycémie > 11,1 mmol/l deux heures apres l'ingestion de 75 grammes de glucose ou glycémie
aléatoire > 11,1 mmol/l. En présence de symptomes d'hyperglycémie, un seul critére positif
suffit pour le diagnostic, sinon le patient doit tester positif a au moins deux critéres dans la méme
prise de sang. Autrement, si un seul critére est positif, il doit étre validé lors d'une seconde prise
de sang (26). Suite au diagnostic du DT2, la prise en charge sera principalement axée sur la
modification des habitudes de vie, le controle glycémique et la prévention et le traitement des

complications.

3.A.3 Facteurs de risque cliniques

Le prédiabéte est un risque accru de développer le DT2 ultérieurement, comme 1'a
démontré le pouvoir prédicteur de 1'HbAlc dans un suivi sur la population du Diabetes
Prevention Program (DPP) (28). Le diagnostic de 1'anomalie de la glycémie a jeun est défini
par une glycémie a jeun entre 6,1 et 6,9 mmol/l et celui de I'lGT par une glycémie entre 7,8 et
11,0 mmol/l deux heures post-charge de 75g de dextrose. Un diagnostic du prédiabéte peut aussi
survenir en présence d'HbAlc entre 6,0 % et 6,4 % (26). A noter, I'American Diabetes
Association a des critéres de glycémie a jeun inférieurs pour le diagnostic de 1'anomalie de la

glycémie a jeun, soit entre 5,6 et 6,9 mmol/l, ainsi que pour I'HbAlc de 5,7 4 6,4 % (29), ce qui



a une influence sur les études effectuées au Canada par rapport aux USA. La prise en charge du

prédiabete vise la prévention et le retardement de 1'arrivée du DT2 (29).

Des facteurs cliniques connus prédisposent au développement du DT2. Plusieurs de ces
facteurs sont incorporés dans des calculateurs de risque tels le Questionnaire canadien sur le
risque de diabéte (30) et le Diabetes Risk Test (29) afin de déterminer si les tests susmentionnés
devraient étre conduits. Le facteur de premicre importance est 1'age ; tous les patients de 40 ans
et plus sont dépistés pour le DT2. Le statut postménopausé chez la femme est un facteur de
risque important du DT2 (31). Ensuite, 1'accumulation des facteurs de risque suivants mandate
un test de glycémie ou d'HbAlc : parent du premier degré atteint de DT2, membre d'une
population a risque élevé (ascendance autochtone, africaine, asiatique, hispanique ou sud-
asiatique), antécédents d'anomalie de la glycémie a jeun, IGT ou prédiabéte, antécédents de
diabéte gestationnel, accouchement d'un enfant de poids de naissance élevé, présence de 1ésions
aux organes cibles associées au diabéte et maladie microvasculaire (rétinopathie, neuropathie,
néphropathie) ou macrovasculaire (coronarienne, cérébrovasculaire). De méme, la présence de
facteurs de risque vasculaire tels cholestérol-HDL < 1,0 mmol/L chez les hommes et 1,3 mmol/L
chez les femmes, triglycérides > 1,7 mmol/L, hypertension artérielle, poids excessif et 1'obésité
abdominale contribuent au risque clinique. A noter, I'obésité en soi n'est pas un facteur suffisant
pour engendrer le DT2 ; seuls 10 a 20% des obéses sont diabétiques (2). De plus, la présence de
certaines maladies associées est a considérer : syndrome des ovaires polykystiques, troubles
psychiatriques (bipolaire, dépression, schizophrénie), infection par le VIH, apnée obstructive du
sommeil et la présence d'acanthosis nigricans. Finalement, plusieurs médicaments prédisposent

au diabete, dont les glucocorticoides et certains antipsychotiques atypiques (26). Suite a



l'identification des patients a risque élevé et a 1'évaluation du risque, le clinicien considere les

interventions afin de moduler les facteurs de risque modifiables (26).

3.B Pathophysiologie du diabete de type 2

Le DT2 est un défaut de I'homéostasie du glucose, des lipides et protéines ; toutefois,
son diagnostic est dépendant d'anomalies du métabolisme glucidique. Le métabolisme du
glucose est régulé différemment selon 1'état & jeun ou postprandial. Chez I'humain a jeun, la
majorité du glucose est consommeée par les tissus non-insulinodépendants tels le cerveau (40 a
45 %), dont la captation de glucose est saturée des 2,2 mmol/L (32). Secondairement, la
captation du glucose est aussi effectuée par les muscles (15 a 20 %), le foie (10 a 15 %), le
tractus digestif (5 a 10 %), les reins (5 a 10 %) puis les autres tissus (5 a 10%). Les sources
endogénes de glucose sont alors la glycogénolyse hépatique (45 a 50 %), la gluconéogenese
hépatique (25 a 30 %), suivi de la gluconéogenése rénale (20 a 25 %), fournissant ensemble pres
de 10 pumol/kg/min (33-36). Dans I'état postprandial, on observe une augmentation de la
captation du glucose a 55 pmol/kg/min pour un déjeuner typique nord-américain,
principalement di a la captation par les tissus insulinodépendants, soit les muscles (30 a 35 %),
le foie (25 a 30 %), les reins (10 a 15 %) et le tissu adipeux (4 a 5%). Le tractus digestif (10 a
15 %) et le cerveau (10%) consomment a 1'état postprandial une faible proportion du glucose

(37-39).

L'adaptation a 1'état postprandial est principalement médiée par l'action de I'insuline, une
hormone anabolisante ayant plusieurs effets. Elle favorise le captage du glucose et la syntheése
protéique dans le muscle alors qu'elle augmente le captage du glucose, des acides gras et inhibe

la lipolyse dans le tissu adipeux. Elle favorise l'utilisation du glucose, inhibe la néoglucogenese



et augmente la lipogenese dans le foie puis a un effet anorexigene dans les neurones (40).
L'insuline lie les récepteurs a l'insuline exprimés ubiquitairement, en activant la tyrosine kinase
qui phosphoryle le récepteur a l'insuline et ses protéines substrats (IRS), menant au recrutement
et a 'activation de phosphatidylinositide 3-kinase qui synthétise les phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate sur la membrane cellulaire (40). Ceux-ci recrutent la 3-phosphoinositide-dependent
protein kinase-1 qui peut alors effectuer une phosphorylation activatrice sur le résidu Thr308 de
la protéine kinase B. Cette derni¢re phosphoryle donc plusieurs cibles, affectant 'utilisation du
glucose via la Forkhead box protein O, la synthése des lipides via la mammalian target of
rapamycin complex 1 et le sterol regulatory element-binding transcription factor (SREBP) Ic,
la synthése des protéines via la kinase S6, la synthése du glycogene via la glycogéne synthase
kinase 3f3 et la captation du glucose via (Tre-2/Bub2/Cdcl6)-1 domain family member 4 (40).
Ce dernier engendre la translocation du transporteur de glucose 4 (GLUT4) a la membrane

cellulaire, ou il va favoriser le transport du glucose vers le cytoplasme (41).

3.B.1 Résistance a l'insuline et sécrétion d'insuline

La transition vers le DT2 a été observée dans plusieurs populations et a permis
d'identifier la vue classique du cheminement : normotolérance au glucose, RI avec
hyperinsulinémie compensatoire, progression vers I'lGT puis apparition du DT2. Une étude sur
les indiens Pima a permis de déterminer que la RI mesurée par clamp hyperinsulinémique ainsi
que la sécrétion d'insuline mesurée par test de tolérance au glucose intraveineux (TTGI) sont
tous deux associés a un plus haut risque de développer le DT2, peu importe le stade de
développement du DT2 (42). De plus, 1'¢tude Whitehall II a démontré la présence

d'augmentations progressives de la glycémie a jeun et de la glycémie 2h post-TTGI 5 ans avant
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l'apparition du DT2, indiquant que le DT2 est une maladie dont l'installation est progressive

(43). Toutefois, quels sont les mécanismes sous-jacents a cette dysglycémie?

Les défauts de l'action de l'insuline ou de sécrétion d'insuline sont les anormalités
associées a l'apparition du DT2 (42) et qui agissent de concert. Les patients non-diabétiques de
poids santé ont, si séparés en quartiles selon leur RI mesurée par clamp hyperinsulinémique
euglycémique (HIEG), une sécrétion d'insuline mesurée par TTGI augmentée de fagon dose-
dépendante (44). Cette observation suggere que chez les patients normotolérants au glucose, la
RI et la sécrétion d'insuline se régulent de fagon concomitante afin de maintenir I'homéostasie
du glucose. D'ailleurs, d'autres recherches ont permis d'approfondir ce modéle par la
construction de la courbe hyperbolique de la sécrétion et sensibilité au glucose. On y observe
que chez les patients avec sensibilité au glucose élevée, la sécrétion d'insuline est faible. A
l'inverse, chez les patients avec RI élevée, la sécrétion d'insuline est forte. Dans ces deux cas,
I'homéostasie du glucose est maintenue en demeurant sur la méme courbe hyperbolique, qu'on
appelle normotolérance au glucose. L'IGT puis le DT2 surviennent donc lorsque la balance entre
la RI et la sécrétion de 1'insuline est perdue. Appuyant ce modele, on observe une augmentation
a la fois de l'indice a jeun de RI homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA -
IR) ainsi que de 1'index insulinogénique de sécrétion d'insuline durant le test de tolérance orale
au glucose (TTOG) (delta 30min insulinémie/glycémie) de 5 a 12 ans avant l'apparition du DT2
(45, 46). 1l reste incertain quant a déterminer si I'hyperinsulinémie est surtout compensatoire a
la RI ou est une cause de cette RI : I'hyperinsulinémie pourrait étre induite par des causes
environnementales tels les additifs alimentaires (47) et la RI serait un mécanisme compensatoire

afin d'éviter la glucolipotoxicité liée a l'apport calorique excessif (48).
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L'augmentation de l'insulinémie est observée des deux jours (49) de dicte riche en gras
chez 'humain en surpoids et dans plusieurs études des le septieéme jour (50-53), suggérant un
role potentiel du métabolisme des gras dans la dysrégulation de I'insuline. En fait, I'abondance
d'acides gras libres circulants inhibe la captation de glucose insulinostimulée, telle que 1'a
montrée l'infusion d'héparine et d'Intralipid, une solution riche en triglycérides, durant les
clamps hyperinsulinémiques euglycémiques (54). L'abondance d'acides gras libres est associée
a une réduction de la réponse aigiie de sécrétion d'insuline et donc d'une sortie de la courbe
hyperbolique seulement chez les indiens Pima intolérants au glucose et non chez les
normotolérants (55). L'exces d'acides gras libres chronique serait donc un élément nocif quant
a la régulation de I'insuline. Quel mécanisme régule donc le flux d'acides gras et le stockage des

lipides?

3.B.2 Métabolisme postprandial des gras

Suite a la consommation d'un repas, on observe une transition de I'état a jeun catabolique
vers I'état postprandial anabolique. A jeun, les triacylglycérols (TG) stockés dans la gouttelette
lipidique dans le TAB sont hydrolysés en acides gras par l'activité de l'adipose triglyceride
lipase, la lipase hormonosensible et la monoacylglycérol lipase pour étre ensuite relachés dans
la circulation pour utilisation par les organes comme substrat pour la f-oxidation. Une partie de
ces acides gras endogenes captés par les hépatocytes participe a la synthése de lipoprotéines
riches en triglycérides appelées lipoprotéines de treés basse densité (VLDL), contenant 'apoB-
lipoprotéine (apoB)-100, des TG et des esters de cholestérol. Les VLDL sont continuellement
sécrétées par les hépatocytes vers la circulation sanguine. Ils transportent les TG vers les tissus

ou ils sont principalement hydrolysés et oxidés. Les résidus de VLDL, partiellement délipidés
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en TG, sont alors soit de nouveau recyclés par le foie pour la synthése de nouvelles particules
VLDL (56), soit leur temps de résidence en circulation les expose suffisamment aux lipases,
principalement la lipoprotéine lipase (LPL) puis ensuite la lipase hépatique, pour qu'ils
effectuent la transition vers I'état de particule de densité intermédiaire (IDL) puis particule de
faible densité (LDL), dont la taille et la densité diminuent progressivement suite a une perte du

contenu en TG (57).

Entérocytes

AG

Autres tissue
(tissu adipeux,
muscles, etc)

Figure 1 : Schéma simplifi¢ du métabolisme postprandial des gras, adapté de (58-60).
Abréviations : AG, acides gras ; B100, apolipoprotéine B-100 ; C-1, apolipoprotéine C-I ; C-II,
apolipoprotéine C-1I ; C-I1II, apolipoprotéines C-III ; E, apolipoprotéine E ; HL, lipase
hépatique ; IDL, lipoprotéine de densité intermédiaire ; LDL, lipoprotéine de basse densité ;
LDLR, récepteur au LDL ; LPL, lipoprotéine lipase ; LRP, protéine reliée au LDLR ; TG,

triglycérides ; VLDL, lipoprotéine de treés basse densité.
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Suite a la consommation d'un repas, les gras du bol alimentaire sont digérés dans le tube
digestif par les lipases pancréatiques, libérant les acides gras qui sont alors captés par les
entérocytes (58). Ceux-ci envoient les acides gras exogenes sous formes de TG stockés dans les
chylomicrons contenant aussi 1'apoB48, 1'apolipoprotéine A-I et les esters de cholestérol (61)
vers la circulation lymphatique. Cette lymphe est drainée par le conduit thoracique et rejoint la
circulation sanguine au niveau de la veine sous-claviere gauche (62). Les chylomicrons lient
alors I'apoC-II et I'apoE en circulation (57), la premicere catalysant I'hydrolyse des TG par la
LPL dans les tissus périphériques et la lipase hépatique au foie (56). Les résidus de chylomicrons
partiellement délipidés résultants sont captés par le foie via le récepteur au LDL reconnaissant
l'apoE ou par le LRP1 (57). Dans le foie, cette contribution en TG participe a I'augmentation de
la sécrétion de VLDL (58). Alors qu'a jeun les muscles et le foie captent la majorité des acides
gras non-estérifiés (AGNE) relachés par 1'activité des lipases, postprandialement pres de 38%
des acides gras d'origine alimentaire sont stockés dans le TAB sous-cutané et 9% dans le TAB
intra-abdominal chez des sujets en santé (63). Les AGNE captés par le TAB sont stockés sous
la forme de triglycérides suite a la voie de la lipogenése, qui débute par l'action de l'acyl-CoA
synthétase pour la production d'acyl-CoA. Celui-ci est joint au glycérol-3-phosphate dans le
réticulum endoplasmique ou il sera transformé en acide lysophosphatidique sous I'action de la
glycérol-3-phosphate acyltransférase, puis en acide phosphatidique sous l'action de la 1-
acylglycérol-3-phosphate-O-acyltransférase, puis en diacylglycérol sous I'action de la
phosphatidate phosphatase et finalement en triacylglycérol sous I'action de la diacylgycérol
acyltransférase 1/2 (64). Les AGNE qui ne sont pas captés par le TAB sont captés
principalement par les muscles et le foie (58). Six heures aprés un repas, le TAB aura capté pres

de 48 % des AGNE provenant de 1'hydrolyse intravasculaire des chylomicrons (65) par la LPL
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stimulée par l'insulinémie postprandiale (66). Cette insulinémie est essentielle a la transition au
métabolisme postprandial chez l'adipocyte, tel que le démontrent les études chez les souris
déficientes en récepteur a l'insuline dans l'adipocyte (67, 68), et méne a 'inhibition de la lipolyse
des stocks endogeénes de triglycérides du TAB par déphosphorylation de la lipase
hormonosensible (HSL) (69, 70). Une expression constante de lipase endothéliale par les
cellules endothéliales vasculaires participe aussi a la liaison et a I'hydrolyse des lipides des

apoB-lipoprotéines (71).

La capacité d'ajustement de la disponibilit¢ des gras en fonction des besoins
métaboliques est possible grace a un controle du flux d'acides gras a la membrane cellulaire
(72). Celui-ci peut étre par diffusion passive via flip-flop a la membrane cellulaire (73), mais
aussi facilité par plusieurs transporteurs dont cluster of differentiation 36 (CD36), dont
l'expression durant la différentiation des adipocytes concorde avec leur capacité de transport
d'oléate, I'acides gras monoinsaturé a longue chaine le plus abondant en circulation (74). Les
autres transporteurs incluent membrane associated fatty acid binding protein, fatty acid
transport protein 1 (FATP1) et la cavéoline-1 (75, 76). La translocation de FATPI a la
membrane cellulaire semble étre une étape régulatrice de la captation des AGNE (77). A partir
du coté intracellulaire, un transport cytoplasmique des lipides et AGNE vers différents
compartiments peut s'effectuer par 1'Adipocytes Lipid Binding Protein et la Keratinocyte Lipid
Binding Protein (77) ainsi que par les cavéolines (78). Une fois au réticulum endoplasmique, ce
qui semble étre la voie dominante chez les adipocytes, car il englobe une majeure partie de la
gouttelette lipidique (79), les AGNE peuvent étre transformés en TG par la voie de synthese des
triglycérides, impliquant l'activité séquentielle des enzymes suivantes: a partir du glycérol-3-

phosphate et d'un acyl-Coa, la glycérol 3-phosphatase acyltransférase 3/4 catalyse la formation
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d'acide lysophosphatidique, qui avec un autre acyl-Coa forment les substrats de la 1-
acylglycérol-3-phosphate-O-acyltransférase 1/2 pour la production d'acide phosphatidique, qui
a son tour, est transformé en 1,2-diacylglycérol par les lipines. Ce diacylgycérol est alors couplé
a un autre acyl-Coa pour la formation d'un triglycéride par l'action de la diacylglycérol-O-

acyltransférase (80).

3.B.3 Inflammation et inflammasome Nucleotide-binding domain and

Leucine-rich repeat Receptor containing a Pyrin domain 3 (NLRP3)

L'induction de l'inflammation chronique dans le TAB est un élément critique dans le
développement des troubles cardiométaboliques. Quelques marqueurs inflammatoires sécrétés
par le TAB, dont l'interleukine-6 (IL-6), le tumor necrosis factor alpha (TNFa), et le monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), ménent a l'infiltration des macrophages et I'inflammation
locale et systémique (81). Toutefois, il semble que l'infiltration des macrophages soit un
événement tardif parmi les phénomenes proinflammatoires du TAB (81). Le systéme
inflammatoire causal dans l'apparition des maladies cardiométaboliques, dont I'induction serait
observée au début de ces troubles, n'a pas été identifié jusqu'a ce jour (82, 83). Une littérature
croissante décrit le role de l'inflammasome NLRP3 et de l'interleukine-1beta (IL-1) dans

l'inflammation du TAB et les maladies cardiométaboliques.

3.B.3.1 Régulation de l'inflammasome NLRP3

L'inflammasome est un complexe intracellulaire impliqué dans la réponse cellulaire au
stress et insultes. L'inflammasome NLRP3 est le plus étudié en regard au stress métabolique, a
la RI et au DT2 (84-89). L'inflammasome NLRP3 est un complexe protéique composé de trois

sous-unités : la protéine d'échaffaudage NLRP3, la protéine adaptatrice apoptosis-associated
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speck-like protein containing a caspase recruitment domain (ASC) et la caspase-1.
L'inflammasome NLRP3 est exprimé principalement dans les cellules immunitaires telles les
macrophages (90), mais aussi dans les hépatocytes (91), les adipocytes (85) et les cellules

pancréatiques (92).

L'activité¢ de I’'inflammasome NLRP3 nécessite deux étapes régulées par des signaux
généralement distincts. La premicre, appelée amorcage ou signal 1, est 1'expression de la prolL-
1B et des sous-unités NLRP3, ASC et procaspase-1 suite a un signal menant a l'activation de la
voie nuclear factor-kappa B (NF-xB). La seconde étape, appelée activation ou signal 2, consiste
en l'oligomérisation de ces sous-unités. Les domaines pyrin de NLRP3 lient 'ASC, qui a son
tour lie la procaspase-1 via son domaine de recrutement de la caspase. La caspase-1 clive alors

la prolL-1p en sa forme active et sécrétée IL-1f3 (93).

La production d'IL-1B est classiquement stimulée en culture par l'utilisation des
lipopolysaccharides (LPS) et adénosine triphosphate (ATP) ou nigéricine chez les macrophage
humains et murins (94). Ces LPS sont des glycolipides retrouvés dans la membrane bactérienne
sur plus de 70% de la flore intestinale (95). La portion Lipid A du LPS est un motif moléculaire
associ¢ aux pathogeénes qui active les récepteurs de type Toll (TLR) 4 (96) retrouvés sur les
monocytes et autres cellules immunitaires, cellules endothéliales, myocytes et adipocytes (95).
La translocation du LPS du lumen intestinal vers le plasma lors d'une augmentation de la
perméabilit¢é de l'intestin est une hypothése investiguée pour expliquer les troubles
cardiométaboliques associés a 'obésité (97). L'ATP active le purinorécepteur 7 de type P2X, ce
qui mene a l'ouverture des canaux potassiques et l'activation de la caspase-1 (98). L'ATP peut

se retrouver dans le milieu extracellulaire suite a la nécrose cellulaire (28).
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Figure 2 : L'amorcage et l'activation de l'inflammasome NLRP3 dans les

macrophages, adapté de (99-104). En rouge, les voies des signaux canoniques d'amorcage et

d'activation de l'inflammasome NLRP3. Abréviations : ASC, protéine adaptatrice Apoptosis-

Associated Speck-Like Protein Containing CARD ; ADN, acide désoxyribonucléique ; ATP,

adénosine triphosphate ; Ca2+, calcium ; CD36, cluster of differentiation 36 ; IL-1J,
interleukine-1beta ; LDL, lipoprotéine de basse densité ; LDLmm, LDL minimalement

modifié ; LPS, lipopolysaccharide ; NLRP3, NOD-like receptor family, pyrin domain

containing 3 ; NFkB, nuclear factor kappa B ; oxLDL, LDL oxidé ; prolL-1p, prointerleukine-

1beta ; SRC, tyrosine kinase SRC
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L'TL-1P agit en liant son récepteur de type Toll IL-1R, recrutant la protéine adaptatrice
facteur de différenciation myéloide 88 qui méne a l'activation de NF-kB et la transcription du
geéne prolL-1f (105), ce qui en permet la rétroactivation et la propagation du signal local. L'IL-
1B est aussi un signal menant a la sécrétion d'IL-6, un signal inflammatoire systémique (106).
L'activité proinflammatoire du récepteur IL-1R activé par I'[L-1p est inhibée en présence de son
antagoniste naturel, IL-1Ra, pour lequel des mutations inactivant la liaison au récepteur
engendrent une inflammation systémique séveére et mortelle dés la naissance (107, 108). A noter,
l'affinité de I'lL-1Ra pour I'IL-1R est 100 fois inférieure a celle de 1'L-1P ; les concentrations

plasmatiques d'IL-1Ra dépassent d'ailleurs de 100 fois celles d'IL-1p (109, 110).

Les signaux métaboliques potentiels a ce jour identifiés pouvant induire l'amorcage
(signal 1) de l'inflammasome NLRP3 dans les macrophages sont le LDL oxidé et minimalement
modifié (111-114), les dérivés réactifs de l'oxygene (115) et le palmitate (102, 116). Le palmitate
et le LDL oxid¢é induisent I'amorgage par un mécanisme impliquant la relache cytosolique du
calcium lysosomal (102, 103). Un mod¢le de cellules endothéliales de veine ombilicale a aussi

supporté un role potentiel de SREBP dans I'amorgage de I'inflammasome NLRP3 (117).

Parmi les signaux endogénes pouvant activer l'inflammasome NLRP3 dans les
macrophages (signal 2), les espéces réactives en oxygene (118), les cristaux de cholestérol (104),
le LDL oxidé (104), les résidus de chylomicrons (119), I'amyline observée chez les patients
diabétiques (120), les cristaux d'acide urique (121), les céramides lipotoxiques (85), le systeme
du complément via C5a et le récepteur C3a (122, 123). Le complément activé et les cristaux
d'acide urique peuvent activer l'inflammasome via la perturbation des phagolyzosomes (124).

Les concentrations ¢élevées de glucose sont un signal potentiel via 'activation de la thioredoxin-
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interacting protein, un senseur de stress oxidatif (125). Les métabolites endogeénes pouvant
activer l'inflammasome identifiés a ce jour sont les AGL, particuliérement ceux saturés comme
le palmitate, qui induisent parallélement une RI (126). La plupart de ces études ont été réalisées

dans des modeles de macrophages in vitro THP-1 humains ou ex vivo isolés de souris.

3.B.3.2 Relation entre l'inflammasome NLRP3 / systéme interleukine-1p et le risque

cardiométabolique

L'TL-1pB est une molécule grandement impliquée dans les phénomenes inflammatoires.
Elle a été découverte dans le processus de fievre puis ses roles dans I'érythropoiese, I'activation
des neutrophiles, la prolifération des fibroblastes, la sécrétion de phase aigiie et I'activation des
cellules T et B ont été décrits (94). La suractivation du systéme IL-1 est centrale dans la
pathologie de trois maladies autoimmunes dites syndrome périodique associé aux
cryopyrinopathies : le syndrome Muckle-Wells, le syndrome d'urticaire induit au froid et le
syndrome familial autoinflammatoire induit par le froid (94). L'arsenal pharmaceutique pour le

traitement de ces maladies inclut I'lL-1Ra et les anticorps monoclonaux contre I'IL-1f (127).

L’activation de I'inflammasome NLRP3 et du systéme IL-1p, telle que mesurée par la
présence de I'IL-1Ra dans le plasma, a ét¢ démontrée prédictive sur 11 ans de l'incidence de
DT2 (ratios de risque de 1,48 et 1,70) (128, 129). Son implication dans le développement du
DT?2 a initialement été décrite dans 'apoptose des cellules B du pancréas (130, 131). Celles-ci
sécretent 1'IL-1 lorsqu'exposées a des taux ¢levés de glucose, favorisant leur mort programmée.
Ce processus est favoris¢ en présence d'AGL, soulignant l'importance du flux d'acides gras dans
la survie des cellules B (84). Ce mécanisme a été confirmé par 1'effet bénéfique de l'injection

d'IL-1Ra recombinant, pour la production d'insuline par les cellules 3 et le controle glycémique
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chez les sujets atteints de DT2 (132). Toujours chez des patients atteints de DT2, l'injection de
l'anticorps monoclonal Canakinumab contre 1'IL-1p a démontré des effets similaires (133),
suggérant que ce membre de la famille IL-1 est responsable de la dégradation des cellules 3. Un
mécanisme suggéré pour expliquer l'initiation de I'inflammasome NLRP3 dans les cellules 3
implique la participation des macrophages du TAB, qui sous l'effet d'une suralimentation
chronique et d'une inflammation locale et systémique sécretent I'IL-1P, stimulant ainsi
localement les récepteurs IL-1R des adipocytes et y induisant la lipolyse. Le flux d'acides gras
ainsi que le stress répété induit par le glucose alimentaire entrainent la glucolipotoxicité dans

les tissus pancréatiques, y activant l'inflammasome NLRP3 (134).

Les premiers résultats liant 1'inflammasome NLRP3 et la dysfonction du TAB chez
I'humain sont ceux de Stienstra ef al en 2010, qui ont observés chez des préadipocytes humains
primaires une augmentation de 1'adipogenese et une moindre RI lorsque le systéme IL-13 est
interféré soit par traitement avec IL-1Ra, anticorps monoclonal contre IL-18, inhibiteur de la
caspase-1 ou ARN interférent contre la caspase-1 (84). L'expression des sous-unités de
l'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain est corrélée a l'indice de masse corporelle chez
les patients atteints de DT2 et la perte de poids par régime hypocalorique chez ceux-ci corréele
avec une diminution de l'expression de ces sous-unités et un meilleur contréle glycémique (85).
De méme, des taux d'IL-1Ra plasmatiques élevés sont observés chez les patients obéses (135),
insulinorésistants (136) et ces taux augmentent progressivement lors de la transition du
prédiabete au DT2 (137). Similairement chez les souris obéses insulinorésistantes, 1'expression
d'1l1b et de Nirp3 est augmentée (85). Les souris obeses a la suite d’une alimentation riche en

gras expriment plus de caspase-1 et d'IL-1B dans le TAB. Les préadipocytes de souris
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déficientes en caspase-1 ou NLRP3 ont une plus grande SI et adipogenese (84). De méme,
l'obésité induite chez la souris peut mener a la sécrétion d'IL-1 par les macrophages du TAB,
ce qui pourrait y expliquer I'induction de la RI (126). Une réduction de I'expression d'IL-1 dans
le TAB a été observée chez des patients obéses suite a la gastroplastie par anneau gastrique (86).
De plus, chez 'humain, le variant CC du polymorphisme nucléotidique rs1143623 favorisant
l'activité du promoteur du gene /L/B (138) est associ¢ a un moindre contrdle glycémique lors
du traitement par metformine chez les patients DT2 (139). Il est aussi associé a une élévation
des triglycérides a jeun et, suite a la consommation d'un repas riche en gras chez des jeunes
adultes en santé, a une augmentation des TG, lipoprotéines riches en TG et IL-6 (140). Ainsi,
une dérégulation de I'activité de 1'inflammasome NLRP3 pourrait expliquer certaines anomalies

cardiométaboliques.

3.B.4 Dysfonction du tissu adipeux blanc

Le TAB peut étre situé¢ dans la portion sous-cutanée ou interne. Le TAB sous-cutané,
disposé entre le derme et les fascias de la musculature, représente la masse d'adipocytes
fonctionnels la plus importante du corps (141). Dans la région gynoide, le fascia superficialis
sépare le TAB sous-cutané en localisation profonde et superficielle (64, 142), cette derniére
¢tant étudiée dans la présente thése. Le TAB interne représente 5 a 15% du volume adipeux du
corps total chez des sujets de poids normal (143). Le TAB interne comprend des dépots non-
viscéraux tels que les dépdts intra et intermusculaires de méme que les dépdts ectopiques dans
le foie et le coeur (144). Le TAB viscéral consiste en des dépots de TAB sous la paroi musculaire
abdominale, dans la région intrathoracique ou intraabdominopelvique, laquelle est soit

intrapéritonéale (omentale, mésentérique ou ombilicale) ou extrapéritonéale (intrapelvique ou
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intra-abdominale, qui comprend les régions rétropéritonéales telles péripancréatiques,
périaortiques, périrénales ou pararénales, etc) (144). Les adipocytes comptent pour 80% du
volume et 60% du nombre de cellules du TAB (64), les autres cellules étant appelées fractions
stroma-vasculaire. Celle-ci compte les cellules endothéliales, les macrophages, les cellules
souches mésenchymateuses et autres présents en moindre quantité (145). Plusieurs équipes ont
montré une association entre l'indice de masse corporelle et le taux de macrophages résidents
(146-149) et méme l'infiltration de lymphocytes T a été observée dans le TAB humain de sujets

obéses (150).

Les adipocytes sont le produit de la différenciation terminale de préadipocytes. Ceux-ci
proviennent d'un programme de différenciation des cellules mésenchymateuses en lipoblastes
(64) dont les cascades moléculaires varient selon la localisation tissulaire, tel que supporté par
les wvariations régionales en lipoatrophies observées dans les différents syndromes
lipodystrophiques partiels (151). Dans les préadipocytes, la voie canonique Wnt régule le
phénotype prolifératif vs différentiatif (152, 153). Ultimement, deux vagues de facteurs de
transcriptions sont impliquées dans la différenciation terminale en adipocytes. D'abord, les
CCAAT/enhancer-binding protein P et 9, le récepteur des glucocorticoides (GR), le récepteur X
de rétinoides (RXR) et STATSA ménent a l'activation du coactivateur CREB-binding protein
puis celle du peroxisome proliferator-activated receptor y (PPARy) et CCAAT/enhancer-
binding protein o, des facteurs de transcription centraux et essentiels de la différenciation et le

maintien des préadipocytes en adipocytes (145, 154).

Outre sa fonction traditionnellement reconnue de stockage de 1'énergie a long terme,

environ 7000 kcal par kg de TAB ce qui correspond a 50 a 60 jours de survie pour un individu
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de poids santé (64), le TAB a deux fonctions non-métaboliques, soit de coussin mécanique
comme en témoigne l'exemple du coussin graisseux du talon (155), et d'isolation thermique
(156). Le TAB a aussi une fonction endocrine ; il sécréte prés de 72 protéines différentes
impliquées dans la réponse immunitaire, le cycle cellulaire et 1'angiogenese (157), incluant les
adipokines reliées a 'homéostasie telles 1'adiponectine et la leptine (158). Deux autres fonctions
sont la lipogenése a I'état postprandial et la lipolyse a I'état a jeun (159). Cette these évaluera la
fonction de lipogenése du TAB, particuliérement en regard a la clairance plasmatique des gras

alimentaires et 'hydrolyse et le captage des gras circulants.

La dysfonction du TAB englobe plusieurs anormalités : la faible adipogenése lors de
balance calorique positive, le stockage dysfonctionnel du gras, la relache d'acides gras a jeun,
l'anormalité¢ de la fonction sécrétoire des adipocytes, la réponse proinflammatoire et la
communication dysfonctionnelle avec les autres organes (160). Le stockage dysfonctionnel des
gras consiste en une mauvaise adaptabilit¢ a I'état postprandial, notamment par une RI,
correspondant a une moindre capacité de I'insuline a : stimuler le transport du glucose, favoriser
le captage des lipides et inhiber la lipolyse (161). Le délai dans la clairance plasmatique des
acides gras circulants provenant de I'alimentation favorise la redirection de ces acides gras vers
d'autres tissus, dont les muscles, le foie et le pancréas (161). D'ailleurs, I'accumulation de lipides
dans les dépdts autres que le TAB sous-cutané est associ¢ a une augmentation du risque de
maladies cardiovasculaires et de DT2 (162). Le stockage anormal des lipides dans la région
abdominale est identifi¢ en clinique par I'évaluation du tour de taille hypertriglycéridémique
correspondant a un tour de taille (mesuré a équidistance du haut de la créte iliaque et de la
derniére cote) supérieur a 90 centimetres ainsi que triglycérides sériques supérieurs a 2,0

millimolaires (163, 164). Un tour de taille élevé est associ¢ a un risque deux a trois fois
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augmenté de DT2 pour un indice de masse corporelle (IMC) similaire (165). Le flux d'acides
gras redirigés vers le foie y augmente la sécrétion d'apoB-lipoprotéines riches en triglycérides
sous forme de VLDL, contribuant par ce cercle vicieux au taux d'apoB plasmatiques élevée (60).
Le TAB est le tissu principalement responsable du stockage de 1'énergie sous forme de
triglycérides. Vingt-quatre heures suivant un repas chez un individu de poids normal, pres de 49
% des acides gras en sont oxidés et 38 % sont stockés dans le TAB sous-cutané (63). Les AGNE
d'origine diététiques n'ayant pas été captés par le TAB représentent 5 a 35 % de tous les AGNE
plasmatiques aprés un repas (58). Le flux d'acides gras non absorbé par le TAB est plutot
absorbé par les tissus périphériques, provoquant une RI musculaire (166) et hépatique (161). La
production de céramides et la lipotoxicité sont des processus centraux de ce phénomene (167,

168).

La captation des glucides par le TAB a aussi une importance métabolique, comme le
démontre 1'ablation du récepteur GLUT4 dans le TAB de souris, qui méne a la RI musculaire et
hépatique (169). Pour maintenir I'homéostasie glucidique et contrer cette RI accrue, la
production d'insuline par les cellules béta augmente, y induisant un stress du réticulum
endoplasmique qui peut mener a l'apoptose et au DT2 (170). Une cause de l'initiation de la
dysfonction du TAB peut étre 'accumulation excessive de lipides dans I'adipocyte menant a une
dérégulation de la sécrétion d'adipokines et un état inflammatoire basal, qui ensemble
contribuent a la RT et I'lGT (171, 172). Aussi, I'inflammation dans le TAB meéne a la dysfonction
de ce tissu. Le recrutement des macrophages activés et le TNFalpha promeuvent la lipolyse des
stocks endogenes (161, 173). Le TNFa, I'IL-1p et I'TFNy diminuent I'expression de la fat specific

protein 27, une protéine régulant la lipolyse de la gouttelette lipidique (174).
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3.B.5 Interventions nutritionnelles pour la réduction du risque de diabéte de

type 2

Les études axées sur la réduction du risque de DT2 s'articulent autour de deux axes
principaux : mode de vie et pharmacothérapie. Parmi les principales études, 1'essai randomisé
Da Quing débutée en 1986 dans la Chine rurale avait démontré chez 577 sujets IGT que les
participants ayant suivi l'intervention visant une amélioration de la di¢te ont une réduction de
33% du risque relatif de développer le DT2. L'intervention consistait en un régime
hypocalorique comportant augmentation de I'apport en légumes, une réduction de l'apport en
sucres simples, le contrdle des apports en alcool, et chez les sujets en surpoids visait -0,5 a -1,0
kg/mois (175). En 2001, 1'étude randomisée contrdlée finlandaise DPS sur une population de
patients IGT avec surpoids (176) a démontré une réduction de 43% du risque relatif de DT2
aprés 7 ans de visite individuelle trimestrielle pour suivi nutritionnel et accompagnée de
programme d'exercice aérobique (177). L'intervention visait un ensemble de facteurs sur le
mode vie, soit la perte de poids de 5 %, un apport de gras de moins de 40 % des calories
consommeées quotidiennement, un apport de gras saturés de moins de 10% des calories
consommeées quotidiennement, un apport de fibres de 15 grammes pour chaque tranche de 1000
kcal consommée quotidiennement ainsi que 30 minutes d'activité physique modéré par jour.
L'é¢tude principale sur laquelle se basent les lignes directrices nord-américaines est I'étude
américaine multicentrique DPP. Elle a démontré une réduction du risque relatif de développer
le DT2 sur 4 ans chez des patients IGT lors de 1'intervention intensive sur le style de vie (-58%)
visant une perte de poids de 7 % et 150 minutes d'activité physique par semaine grace a un suivi
trimensuel puis mensuel par rapport a l'intervention standard, i.e. une rencontre annuelle de 30

minutes (178, 179). L'intervention intensive sur le style de vie (risque relatif de 2,05, P<0.01)
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et une plus grande perte de poids (risque relatif de 1,34, P<0.01) sont des facteurs indépendants

améliorant la probabilité de retrouver la normoglycémie (180).

Conséquemment a ces résultats, les lignes directrices visant la prévention de l'apparition
du DT2 ne ciblent que les patients prédiabétiques et aucun médicament n'est approuvé au
Canada pour la prévention du DT2 chez les sujets non prédiabétiques (181). Les interventions
visent le contrdle des portions, la perte de poids ou son maintien lorsqu'applicable, 1'évitement
des sucres ajoutés et des aliments a index glycémique ¢levé, ainsi que l'activité physique

réguliere (182).

11 faut toutefois noter qu'il existe une forte variabilité dans la réduction de 1'incidence du
DT?2 en réponse a ces interventions sur le mode de vie. Une méta-analyse des études ciblant les
patients a haut risque de DT2 dans un contexte clinique a calculé une incidence de 34 cas de
DT2 par 1000 personnes-années (intervalle de confiance a 95%: 22 a 56) dans les groupes avec
intervention sur le mode de vie (3), ce qui est inférieur a la progression naturelle au DT2 de 47,
56 ou 76 cas par 1000 personnes-années chez des sujets similaires avec anormalité¢ de la
glycémie a jeun, IGT ou les deux, respectivement (183). Toutefois, considérant que ces
interventions n'empéchent pas l'apparition du DT2 dans une proportion importante de la
population (44 a 67%) (184), une meilleure compréhension de la pathophysiologie précoce
pourrait faciliter 1'identification et le ciblage des sujets avant l'apparition des anormalités de la

glycémie.

Quelques équipes se sont penchées sur 1'effet de la diéte hypocalorique sur la réduction
des facteurs de risque évalués dans le cadre de cette thése, notamment la RI, la sécrétion

d'insuline, la clairance plasmatique des gras postprandiaux et la lipogénese par le TAB. Par
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exemple, une étude n'a pas observé de corrélation entre I'amplitude de la perte de poids et la
réduction de l'indice a jeun HOMA-IR (185), alors qu'une autre 1'a observée chez 178
participants obeses suite a une di¢te hypocalorique de 2 mois (1500 kcal/j) (186). Dans le cas
de la RI mesurée par le taux d'infusion de glucose (GIR) lors du clamp hyperinsulinémique
euglycémique, la technique de référence, le groupe de Reeds a pu détecter une amélioration du
GIR dans une population de femmes obéses séropositives avec HOMA-IR supérieur a 3 (187).
Toutefois, ils ont exclu les participantes n'atteignant pas la cible de perte de poids de 6 a 8%, ce
qui isole l'effet de la perte de poids au détriment de I'effet de l'intervention hypocalorique et
diminue ainsi l'applicabilité clinique des découvertes. Une autre étude chez sept jeunes adultes
insulinorésistants issus d'au moins un parent diabétique a démontré une amélioration de 30% du
GIR suite a l'intervention hypocalorique (188). Une amélioration du GIR a aussi été mesurée
chez huit femmes obéses préménopausées suite a une diete hypocalorique intensive (189). Ainsi,
plusieurs études ayant démontré une amélioration de la SI mesurée par clamp
hyperinsulinémique euglycémique suite a la die¢te hypocalorique ont soit ciblé des petits
¢chantillons de sujets a trés haut risque ou ont utilisé des di¢tes hypocaloriques plus intensives.
D'un autre c6té, les études suivantes ont choisi des interventions hypocaloriques plus modérées
mais plus applicables a la pratique clinique. Chez 56 femmes obéses, une étude de la Montreal-
Ottawa New Emerging Team (MONET) a observé une amélioration du GIR normalis¢ sur
l'insulinémie suite a l'intervention hypocalorique visant une perte de poids de 10% sur six mois
(190). Chez treize hommes obéses, le GIR n'a pas ét¢ modifié suite & une intervention
hypocalorique modérée (35 kcal/kg de poids idéal/j avec une substitution de repas) de trois mois
menant a une perte de poids moyenne de 6,1% (191). Il est important de noter ici qu'en accord

avec le modéle du développement du DT2 proposant qu'une I'augmentation progressive de la
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résistance a l'insuline mene a I'hyperinsulinémie et I'épuisement subséquent des cellules B, la
réduction de la résistance a 1l'insuline vise ultimement a réduire la sécrétion d'insuline et donc

préserver les cellules 3 (192).

Peu d'études ont évalué l'effet de la diete hypocalorique isolément de celui de l'exercice
physique sur la sécrétion d'insuline mesurée lors d'un test de tolérance au glucose intraveineux
(TTGI). Petite parenthése a ce sujet, malgré qu'il soit la technique de référence pour la sécrétion
d'insuline, le TTGI est régulierement utilis¢ au lieu du clamp hyperinsulinémique euglycémique
afin de calculer la RI via le modéle minimal de Bergman (193) car il est moins invasif, plus
abordable et requiert moins d'expertise technique. Comme le modele minimal calcule la RI a
partir des valeurs sériques de glucose et d'insuline, la sécrétion d'insuline pouvant étre mesurée
par l'aire sous la courbe (AUC) de d'insuline ou C-peptide durant le TTGI n'est pas toujours
présentée. 11 est probable que les auteurs en omettent la publication afin d'éviter la comparaison
de différents paramétres tous calculés a partir des mémes valeurs de glucose et d'insuline. Les
¢tudes présentées suivantes sont plutdt basées sur le TTOG pour la mesure de la sécrétion
d'insuline. L'étude randomisée controllée de Bouchonville a démontré une réduction de 22% de
I'AUC d'insuline suite a la diéte hypocalorique (déficit de 500 a 750 kcal/j) d'un an chez 26
sujets obeses (194). Une autre étude a démontré une réduction de 24% de I'AUC d'insuline suite
a la diete hypocalorique (déficit de 16 a 20% de la dépense énergétique totale quotidienne) chez

18 sujets avec IMC de 23,5 4 29,9 kg/m? (195).

Qu'en est-il de la clairance plasmatique des gras postprandiaux et de la fonction du TAB
lors de la dic¢te hypocalorique? L'AUC incrémentale des TG postprandiaux est améliorée de

30% suite a la perte de poids de 9% chez des sujets obéses par diéte hypocalorique modérée
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(1250 kcal/j incluant un repas substitué/j) a sévere (500 kcal/j incluant 3 repas substitués/j)
(196). Concernant la fonction du TAB sous-cutané, la lipogenése glutéale in vivo mesurée par
l'incorporation des AG dans le TAB suite a un repas riche en trioléine-H? n'a pas été augmentée
suite a la diete hypocalorique combinée a I'exercice chez 23 sujets obeses, malgré une tendance
positive chez les femmes (197). Une augmentation de la lipogenése de novo basale et
insulinostimulée des adipocytes ex vivo a été observée apres une intervention tres intensive : une
perte de poids moyenne de 24% dans une population de 25 femmes obéses dont 18 ont subi une
chirurgie laparoscopique avec mise en place d'anneau gastrique ajustable et 7 une intervention

intensive sur le style de vie (dicte et exercice) (198).
3.C ApoB-lipoprotéines

3.C.1 Définition, structures

Les lipoprotéines sont des complexes macromoléculaires transportant des lipides et des
protéines dans le plasma. Leur couche externe est composée de molécules amphipatiques : des
phospholipides, du cholestérol non-estérifié¢ et des protéines appelées apolipoprotéines. Leur
intérieur consiste en des lipides neutres tels les triglycérides et les esters de cholestérol (199).
Elles sont séparées en lipoprotéines anti-athérogenes, soit les lipoprotéines de haute densité
(HDL) ne contenant pas l'apolipoprotéine B (apoB) et responsables du transport inverse du
cholestérol, et les lipoprotéines athérogeénes, qui augmentent le risque de formation de la plaque
athéromateuse et contiennent I'apoB. Ces derniéres sont appelées apoB-lipoprotéines. Les apoB-
lipoprotéines se déclinent en quatre classes, soit les lipoprotéines de faible densité (LDL), les

lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et
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les chylomicrons. Dans ce continuum, on observe une croissance de la composition en
triglycérides et une décroissance de celle en cholestérol (voir Tableau I) (56). Les
apolipoprotéines peuvent participer a la stabilisation de la structure des lipoprotéines, la liaison
de récepteurs et la catalysation d'activités enzymatiques(199). L'apolipoprotéine E permet la
captation des lipoprotéines par sa liaison au LDLR, a la protéine-1 reliée au LDLR et aux
protéoglycans d'héparane sulfate (199). L'apoB est une apolipoprotéine structurale
majoritairement hydrophobique de 540 kDa dont on ne retrouve qu'un seul exemplaire par
lipoprotéine. Ainsi, en mesurant la concentration d'apoB plasmatique, on mesure le nombre de
ces apoB-lipoprotéines circulantes (200). Les LDL comptent d'ailleurs pour plus de 90% du
nombre de particules d'apoB-lipoprotéines circulantes (201, 202). L'apoB est le produit du gene
apobec-1 : la protéine est appelée apoB-100 lorsque le géne de 4653 acides aminés est exprimé
et apoB-48 lorsque I'ARN messager est édité pour n'exprimer que la forme de 2153 acides
aminés (203). L'apoB permet la captation des particules LDL grace a son domaine de liaison au
récepteur LDL (LDLR) situé¢ dans la région des acides aminés 3100 a 3600 (204, 205). Un
décompte des molécules principales composant une particule de LDL correspond a : une d'apoB-
100, 80 a 100 de protéines secondaires, 170 de TG, 1600 d'esters de cholestérol, 700 de
phospholipides et 600 d'esters de cholestérol (206). Plusieurs apolipoprotéines telles I'apoE et
'apoC-III sont liées de fagon réversibles et peuvent étre échangées entre les lipoprotéines en

circulation (199).
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Tableau I : Caractéristiques des lipoprotéines

Chylomicrons VLDL IDL LDL HDL
Densité (g/mL) 0,95 0,095-1,006  1,006-1,019  1,019-1,063 1,063-1,21
Poids moléculaire 400 10-80 5-10 2,3 0,17-0,36
(x 10° Da)
Diamétre (nm) 75-1200 30-80 25-35 18-25 5-12
Contenu en TG (%) 80-95 55-80 20-50 5-15 5-10
Contenu en cholestérol (%) 2-7 5-15 20-40 40-50 15-25
Contenu en phospholipides (%) 39 10-20 15-25 20-25 20-30
Apolipoprotéines principales B48, A-I, B100, E, C-I, B100,E, C-I, BI100,E, A-I, A-II,

A-IV,E,C-1, C-II, C-III C-II, C-1IT C-11 C-1, C-I11,

C-II, C-1II E

Abbréviations : B100, apolipoprotéine B-100 ; C-I, apolipoprotéine C-I ; C-II,

apolipoprotéine C-1I, C-III, apolipoprotéines C-I1I ; E, apolipoprotéine E ; IDL, lipoprotéine de

densité intermédiaire ; LDL, lipoprotéine de basse densité ; HDL, lipoprotéine de haute densité

; TG, triglycérides ; VLDL, lipoprotéine de treés basse densité. Adapté de (56, 199, 207).

3.C.2 Importance classique dans le risque cardiovasculaire

Le role central et causal des apoB-lipoprotéines dans la pathologie de I'athérosclérose

est étudi¢ depuis 1913 (208) et est maintenant supporté par une abondance d'études

épidémiologiques et génétiques, de modeles expérimentaux et d'essais randomisé€s controlés

(200). Les taux circulants de LDL-C et plus récemment d'apoB et de cholestérol non-HDL sont

associés au risque d'infarctus du myocarde et a l'athérosclérose (209, 210). Les lignes directrices

de la Société Canadienne de Cardiologie indiquent I'apoB plasmatique ¢élevée (> 1.2 g/L) comme

32



critere alternatif au LDL-cholestérol (LDL-C) pour l'initiation de la pharmacothérapie
préventive chez les adultes avec risque de Framingham intermédiaire. De plus, un taux d'apoB
plasmatique < 0.8 g/L y est utilis¢ comme cible alternative au LDL-C lors de la

pharmacothérapie (211).

Le mécanisme de l'athérosclérose implique un passage des apoB-lipoprotéines
plasmatiques vers l'espace endothélial dans les régions de flux non-laminaire des artéres, ou
elles sont ensuite capturées par l'interaction de 1'apoB avec les récepteurs protéoglyqués (212,
213). Cette accumulation favorise le recrutement de macrophages qui expriment la lipoprotéine
lipase, augmentant la rétention des apoB-lipoprotéines (214). Ces apoB-lipoprotéines, alors
davantage oxidées, sont captées par les récepteurs scavenger de type Al, All, BI et CD36, le
récepteur 1 au LDL oxidé et TLR (215) des macrophages et participent ainsi a la formation des
cellules spumeuses (200). Celles-ci expriment une pléthore de protéines proinflammatoires
favorisant l'infiltration de monocytes, le remodelage de la matrice extracellulaire et empéchant
la résolution de l'inflammation (200). Ultimement, ce mécanisme mene a I'accumulation de

lipides dans I'espace subendothélial et a la formation de la plaque athérosclérotique.

3.C.3 Importance dans le risque de diabéte de type 2

L'hyperapoB, soit une concentration ¢levée d'apoB-lipoprotéines en circulation, est déja
identifiée comme la dyslipoprotéinémie majeure chez les sujets insulinorésistants et atteints de
DT2 (216). Plus récemment, le taux d'apoB plasmatique élevé a été identifié comme prédicteur
de l'incidence du DT2 jusqu'a 10 ans dans plusieurs populations : canadienne (217), turque
(218), finnoise (219) et coréenne (220). Cette association est indépendante de 1'age (217, 219,

221), le sexe (217, 219), I'adiposité centrale (217, 218, 220), I'IMC (219), l'insulinémie a jeun
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(220), les TG et HDL-C sériques (220), I'hypertension (217, 220), la glycémie a jeun (217, 220)
et 'HbAlc (220). Le taux d'apoB est ainsi relié¢ au risque de développer le DT2, mais par quels

mécanismes les apoB-lipoprotéines pourraient-elles augmenter le risque de DT2?

Les précédents travaux de Dre Faraj ont démontré dans une population de femmes post-
ménopausées en surpoids non-diabétique que le dosage de 1'apoB était parmi les parameétres
lipidiques le meilleur prédicteur des facteurs inflammatoires circulants tels IL-6, hsCRP,
orosomucoide, haptoglobine et alpha-antitrypsine, apres ajustement pour I'IMC (222). De plus,
dans la méme population, la réduction de I'apoB était le parametre lipidique le mieux associé a
la réduction d'hsCRP, orosomucoide, haptoglobine ainsi qu'a I'amélioration de la SI (GIR durant
le clamp hyperinsulinémique) suite a une di¢te hypocalorique balancée (55% hydrates de
carbone, 30% lipides) visant 10% de réduction du poids en 6 mois (190). Outre I'L-6, tous ces
facteurs inflammatoires sont des protéines de phase aigiie sécrétés par le foie, ce qui a mené a
I'hypothése que 'apoB pourrait induire ces protéines suite a une action délétére sur le captage
des acides gras par le TAB et conséquemment la redirection du flux d'acides gras vers les autres

tissus (222).

Toujours chez les femmes postménopausées en surpoids, mes travaux de maitrise ont
démontré une relation chronique entre les apoB-lipoprotéines et la dysfonction du TAB. Un taux
d'apoB plasmatique > 0.93 g/L est associ¢ a une moindre clairance plasmatique postprandiale
des lipides diététiques (p=0.015) a la suite de la consommation d'un repas riche en gras (600
kcal/m? de surface corporelle, 68 % de lipides, 18 % d'hydrates de carbone). L'apoB plasmatique
est aussi négativement associé a la fonction d'hydrolyse et de stockage des lipides d'un substrat
de lipoprotéines synthétiques riches en triglycérides marqués par le TAB (=-0.48) (4).

Concernant I'effet chronique, les préadipocytes 3T3-L1 murins différenciés pendant 7 jours avec
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des quantités physiologiquement élevées de LDL (1.2 g d'apoB/L), soit le 75¢ percentile de la
population canadienne (223), ont une moindre capacité d'hydrolyse et de stockage du substrat
de lipoprotéines synthétiques riches en TG marqués (4). Ce résultat est en accord avec celui
d'autres groupes, qui ont démontré une moindre différentiation et un phénotype davantage

prolifératif des 3T3-L1 en adipocytes lorsqu'exposés au LDL oxidé (oxLDL) (224, 225).

Les apoB-lipoprotéines entrainent de fagon aigué la dysfonction du TAB. Toujours dans
la méme étude, 1'ajout du LDL des participantes sur leur propre biopsie de TAB sous-cutané
entraine une réduction la fonction d'hydrolyse et de stockage de lipides mesurée avec un substrat
de lipoprotéines synthétiques riches en TG marqués (4). Ceci pourrait étre expliqué par un effet
inhibiteur du LDL sur la captation d'AGNE liés a 1'albumine par le TAB ainsi que sur 'activité

de la lipoprotéine lipase isolée (4).
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Figure 3 : Le cercle vicieux des apoB-lipoprotéines et de la dysfonction du TAB,
entrainant I'hypertriglycéridémie postprandiale, la résistance a 1'insuline et I'hyperinsulinémie.
Abréviations : apoB, apolipoprotéine B-100 ; AGNE, acides gras non estérifiés ; IDL,
lipoprotéine de densité intermédiaire ; LDL, lipoprotéine de basse densité ; LPL, lipoprotéine
lipase ; sdLDL, LDL petits et denses ; TG, triglycérides. Les lignes continues indiquent

l'activation et celles pointillées I'inhibition. Adapté de (226).
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Chapitre 4 : Méthodologie

4.A Protocoles d'étude des sujets

Les participants aux résultats indiqués dans ce projet proviennent de deux études décrites
ci-bas effectuées a I'RCM. Mon premier article intitulé «High plasma apoB identifies obese
subjects who best ameliorate white adipose tissue dysfunction and glucose-induced
hyperinsulinemia after a hypocaloric diet» a évalué les parametres principaux de l'intervention
reliée a I'étude «Cibler I'apoB pour réduire le risque de diabéte de type 2 chez les sujets obéses,
mécanisme d'action». Mon second article, intitulé¢ «Plasma IL-1Ra : linking hyperapoB to risk
factors for type 2 diabetes independent of obesity in humansy», évalue la population pré-
intervention de 1'étude «Cibler 1'apoB pour réduire le risque de diabéte de type 2 chez les sujets
obéses, mécanisme d'action». Mon troisi¢éme article, intitulé «Native LDL upregulate the
NLRP3 inflammasome in human white adipose tissue», a porté sur la population pré-
intervention préliminaire de 32 sujets recrutés, testés et dont les parameétres principaux sont
mesurés et analysés en date du 21 décembre 2018 dans le cadre de 1'é¢tude «Supplémenter en

acides gras oméga-3 pour réduire le risque de diabéte de type 2 chez I'humainy.

4.A.1 Population de 1'étude « Cibler 1I'apoB pour réduire le risque de diabéte

de type 2 chez les sujets obéses, mécanisme d'action »

Les participants ont été recrutés a I'RCM pour cette étude prospective financée par les
Instituts de Recherche en Santé du Canada (MOP 95581) visant a tester cliniquement si 1'apoB
plasmatique est associée aux facteurs de risque du DT2 initialement ainsi qu'a une meilleure
réponse en amélioration de ces facteurs de risque suite a une intervention nutritionnelle

hypocalorique de six mois. Un autre objectif plus mécanistique était de déterminer si les apoB-
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lipoprotéines promeuvent directement la moindre fonction du TAB, ce que j'ai pu démontrer
durant ma maitrise (4). Les issues primaires de 1'étude clinique sont les facteurs de risque de
DT2 suivants : SI, SIGS et inflammation systémique dans la population totale (N=82) et
clairance plasmatique des gras postprandiaux, fonction ex vivo du TAB dans la sous-étude
(N=32). La taille d'échantillon nécessaire de I'é¢tude principale (N=82) a été calculée a partir de
différence de groupe entre I'apoB plasmatique et la moindre SI estimée a partir de résultats
obtenus par clamp hyperinsulinémiques euglycémiques chez des femmes avec apoB
plasmatique ¢élevée vs basse d'une étude avec criteres d'inclusion et d'exclusion similaires
(N=17/groupe) (222). En 1'absence de données chez les hommes, la taille d'échantillon a été
doublée pour déterminer les effets liés au sexe dans la relation de l'apoB plasmatique aux
facteurs de risque du DT2. Ensuite, un facteur de 20% a été ajouté pour tenir compte des
abandons et de l'attrition durant l'intervention de six mois. La taille d'échantillon de la sous-
¢tude (N=32) pour une puissance de 80% et une valeur alpha de 0,05 a été calculée a partir de
la différence de clairance plasmatique des gras postprandiaux marqués au C'* observée lors
d'une étude précédente chez des femmes post-obeses versus jamais obéses (N=8 par groupe)
(227), puis la taille a été doublée pour tenir compte de I'effet lié au sexe. La force de corrélation
attendue entre 1'apoB plasmatique et la moindre SI avec un échantillon de N=82, alpha =0,05 et
puissance=80% est de r=0,26. En terme de réponse a l'intervention, une étude précédente chez
les femmes effectuée par Dre Faraj avait détecté une corrélation entre I'apoB plasmatique initiale
et I'amélioration de la SI mesurée par clamp hyperinsulinémique euglycémique chez 56 femmes
ayant complété une intervention hypocalorique de six mois (190), validant ainsi que I'échantillon
prévu de 68 participants ayant complété 1'étude devrait permettre une puissance suffisante pour

détecter la corrélation entre 1'apoB plasmatique et I'amélioration de la SI. Les participants ont
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tous signé le formulaire de consentement de 1'étude principale ainsi que celui de la sous-étude
lorsqu'applicable, tous deux sont disponibles en annexe et ont été¢ approuvés par le comité
d'éthique de I'IRCM. Les critéres d'inclusion sont : femmes postménopausées et hommes agés
de 45 a 74 ans, avec IMC > 27 kg/m?, sédentaires (< 2 h d'activité physique encadrée
hebdomadaire), non-fumeurs et faible consommation d'alcool (< 2 consommations

quotidiennes).

Les principaux critéres d'exclusion sont : maladie cardiovasculaire, diabéte, cancer dans
les trois années précédentes, maladie thyroidienne non-traitée, hypertension requérant un
traitement pharmaceutique, prise de médicament affectant le métabolisme (tel thérapie de
remplacement hormonal [excepté les hormones thyroidiennes a dose stable], corticostéroides
systémiques, médication  antipsychotique = ou  psychoactive, anticoagulothérapie,
antihypertenseurs, agonistes adrénergiques ou visant la perte de poids), Score de Risque de
Framingham >20%, valeur plasmatique anormale (hémoglobine < 120 g/l, créatinine > 100
umol/l, aspartate aminotransférase ou alanine aminotransférase > trois fois la limite normale),
abus de drogue connu, et manque de temps. Tous les participants ont été invités a participer a la
sous-¢tude, pour laquelle le seul critére d'exclusion supplémentaire était la cholécystectomie. Le

recrutement des sujets a été effectué par annonces dans les quotidiens et journaux locaux.

4.A.1.1 Intervention hypocalorique

L'intervention hypocalorique de six mois a ¢ét¢ administrée par des rencontres
individuelles mensuelles d'une heure avec nutritionniste accréditée et visait une perte de poids
de 10% sur 24 semaines. Les besoins énergétiques ont été calculés a partir du métabolisme au

repos mesuré par calorimétrie indirecte, multiplié par un coefficient d'activité physique
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sédentaire de 1,4 (228) puis 500 kcal/j en ont été soustraits (190). La dicte a été balancée selon
les apports nutritionnels de référence (45 a 65% d'hydrates de carbone, 20 a 35% de lipides, 15
a 35% de protéines) (229). Des conseils étaient prodigués par voie orale et écrite lors des visites
: 1) les apports recommandés pour chaque groupe alimentaire, 2) la balance énergétique et
comment atteindre un déficit, 3) les types de gras, la réduction des apports en gras totaux, saturés
et trans et I'augmentation des apports en gras insaturés, 4) les fibres alimentaires et leur effet
sur la satiété, 5) les protéines et leur effet sur la satiété, 6) la densité énergétique et
I'augmentation des apports en aliments a faible densité énergétique et 7) les stratégies pour
controler I'appétit aux repas. Les participants ont regu 'instruction de ne pas modifier leur niveau
d'activité physique durant I'étude et la conformité des participants a été encouragée par une pesée

enregistrée durant la visite mensuelle.

4.A.2 Population de 1'étude « Supplémenter en acides gras oméga-3 pour

réduire le risque de diabéte de type 2 chez I'humain »

Les participants ont été enr6lés a I'RCM pour cette étude prospective financée par les
Instituts en Santé du Canada (MOP# 123409) sur la supplémentation orale durant trois mois en
acides gras oméga-3 (1,8 g d'acide eicosapentaénoique et 0,9 g d'acide docosahexaénoique par
jour). L'hypothése principale sur laquelle est basée le calcul de puissance est : les sujets avec
apoB plasmatique ¢élevée ont une plus grande activité de l'inflammasome NLRP3 du TAB. Les
issues secondaires non-explorées dans le cadre de cette thése concernent l'effet de la
supplémentation en acides gras oméga-3 sur la réduction en apoB plasmatique et les facteurs de
risque du DT2, spécifiquement la SI, la SIGS, la clairance plasmatique des gras postprandiaux
et l'inflammation du TAB ex vivo chez les sujets avec apoB plasmatique élevée vs basse. La

taille d'échantillon nécessaire (N=44) a été basée sur la sécrétion d'IL-1p par le TAB lors de
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résultats préliminaires non publiés, indiquant que N=16 participants par groupe par sexe sont
nécessaires afin de détecter une différence d'un écart-type avec une puissance de 80% et une
valeur alpha de 0,05. Afin de tenir compte de l'attrition et des abandons durant l'intervention,
'échantillon est ensuite majoré d'un facteur de 20%. Quatre patients ont ét¢ ajoutés afin
d'optimiser les conditions expérimentales pour la sécrétion d'IL-1f par le TAB. Les participants
ont signé le formulaire de consentement en annexe, préalablement approuvé par le comité
d'éthique de I'IRCM. Les critéres d'inclusion sont : femmes postménopausées et hommes agés
de 45 4 74 ans, IMC>20 kg/m?, sédentaires (< 2 h d'activité physique encadrée hebdomadaire),
non-fumeurs et faible consommation d'alcool (< 2 consommations quotidienne). Les principaux
criteres d'exclusion sont : maladie chronique (incluant hypertension, diabéte ainsi que maladie
auto-immune, inflammatoire ou cardiovasculaire), maladie thyroidienne non-traitée, prise de
médicament affectant le métabolisme (tel thérapie de remplacement hormonal [excepté les
hormones thyroidiennes a dose stable], corticostéroides systémiques, médication
antipsychotique ou psychoactive, anticoagulothérapie, antihypertenseurs, agonistes
adrénergiques ou visant la perte de poids), Score de Risque de Framingham > 20%, valeur
plasmatique anormale (hémoglobine < 120 g/l, créatinine > 100 pmol/l, aspartate
aminotransférase ou alanine aminotransférase > trois fois la limite supérieure de la normale),
abus connu de drogue, allergie aux poissons ou fruits de mer et indisponibilité pour la durée de
I'étude (18 semaines). Le recrutement des sujets a été effectué par annonces dans les quotidiens,
journaux locaux et les médias sociaux. Les résultats suite a l'intervention de cette étude toujours

en cours ne sont pas inclus dans cette these.
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4.B Procédures in vivo

4.B.1 Mesures anthropométriques et biochimiques

La composition corporelle a été mesurée par absorptiométrie a rayon X en double
énergie (iDXA, GE Healthcare, Little Chalfont, UK), le tour de taille par ruban a mesurer souple
a la hauteur de la créte iliaque, le tour de hanche par métre ruban au périmétre maximal des
hanches, le métabolisme au repos par calorimétrie indirecte durant 15 minutes (Vmax Encore,
CareFusion, San Diego, CA, USA), le glucose par analyseur YSI (YSI Incorporated, Yellow
Springs, OH, USA), les lipides et I'apoB sériques par analyseur COBAS Integra 400 (Roche
Diagnostic, Basel, Suisse), l'insuline et le C-peptide sériques par trousse d'essai
radioimmunologique (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) et 1'[L-1p, I'lL-1Ra et
'apoB48 plasmatiques par trousse de méthode immunoenzymatique hautement sensible (R&D

system, Minneapolis, MN, USA).

4.B.2 Mesure de la sécrétion d'insuline gluco-stimulée et la sensibilité a

I'insuline par clamp Botnia

Apres vérification hebdomadaire de la stabilité du poids (£ 2 kg durant trois semaines),
la SIGS et la SI des participants ont ét¢ mesurés par clamp Botnia modifié¢ tel que publié (4,
222, 230-233), qui consiste en un TTGI d'une heure suivi immédiatement d'un clamp
hyperinsulinémique euglycémique de trois heures. Le TTGI est instigué par un bolus de glucose
(0,3 g glucose/kg de poids corporel) dans la veine antécubitale et suivi par échantillonnage
répété. L'aire sous la courbe de glucose, insuline ou C-peptide des dix premiéres minutes
correspond a la premiere phase, celle des cinquantes minutes suivantes a la deuxieme phase et

celle des soixantes minutes du test au total. Le clamp hyperinsulinémique euglycémique débute
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alors immédiatement a la soixantiéme minute par une infusion d'insuline intraveineuse par bolus
(14 mU/kg de poids corporel) et dose constante (75 mU x min'! x m?) pour les trois heures
subséquentes, durant lesquelles une infusion intraveineuse de dextrose (20% m/v, HOS7935150,
Hospira, Lake Forest, IL, USA) sera concomitamment ajustée afin d'obtenir une glycémie dans
une intervalle correspondant au jetine (4,5 a 5,5 mmol/L). La SI mesurée est M/I, qui correspond
au taux d'infusion de glucose moyen dans les derniéres trentes minutes (GIR) divisée par le taux
d'insuline sérique correspondant. La SI a aussi été mesurée par les indices a jeun HOMA-IR,
[(glycémie a jeun en mmol/l)*(insulinémie a jeun en pU/ml)/22.5] et le quantitative insulin-
sensitivity check index (1/(glycémie a jeun en logio mg/dL + insulinémie a jeun en logio pU/ml))

(234).

4.B.3 Mesure du métabolisme postprandial par I'administration du repas

riche en gras

La clairance plasmatique des gras postprandiaux est mesurée par I'administration aux
participants d'un repas riche en gras marqué au C'3 (600 kcal/m? de surface corporelle, 68% de
lipides, 0,017 g trioléine-C'3/g gras, 36% de gras saturés, 18% d'hydrates de carbone) et suivie
sur six heures par échantillonnage de sérum et d'air expiré et mesure de la calorimétrie indirecte.
Dans le sérum, les TG et le glucose sont directement mesurés, ainsi que les TG marqués au C'3
par spectrométrie par ratio de masse isotopique (Elementar Amerixas Inc, Ronkonkoma, NY,
USA). Dans le souffle, l'enrichissement en CO, marqué au C!* a été mesuré afin de mesurer
l'oxidation des gras postprandiaux. La clairance plasmatique des gras postprandiaux correspond
a l'aire sous la courbe incrémentale des TG plasmatiques ou l'aire sous la courbe des TG marqués

au C13,
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4.B.4 Prélevement des biopsies de tissu adipeux blanc

Les biopsies de tissu adipeux sous-cutané sont prélevées le jour du test de la clairance
plasmatique des gras postprandiaux, une premiere fois a jeun (45 minutes avant le repas riche
en gras) et une seconde de 1'autre coté quatre heures post-repas. Elles sont collectées au quadrant
supéro-externe fessier en alternance gauche-droite pour la seconde biopsie de la journée, par
aspiration a l'aiguille (#14; 1,5") dix minutes suite a une anesthésie locale (Xylocaine 2%, 4 a 6
ml) puis rincées sur un filtre de nylon stérile avec une solution stérile de NaCl 0,9% a 37°C.
Une portion est immédiatement mise de c6té pour conservation immédiate dans 1'azote liquide,
le reste est transféré dans un tube contenant du Hank's Buffered Saline Solution stérile a 37°C

pour sa préparation subséquente pour les expériences ex vivo.

4.C Procédures ex vivo

4.C.1 Matériel de culture

Le sérum foetal bovin, le Dulbecco's modified eagle medium : nutrient mixture F12
(DMEM:F12) (1:1) et la solution tampon phosphate proviennent de Gibco BRL (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Les plaques 48 puits (polystyréne, fond plat) proviennent
de Corning Incorporated (Corning, NY, USA). L'heptane, 1'isopropanol, le chloroforme, le
méthanol, I'é¢ther éthylique, 'acide acétique et les tubes a scintillation proviennent de Fisher
Scientific (Pittsburg, PA, USA). Les plaques de plaque de silice SILGUR-25-C #810123 pour
la chromatographie sur couche mince proviennent de Macherey-Nagel (Duren, Allemagne). Le
liquide a scintillation Cytoscint provient de MP Biomedicals (Santa Ana, CA, USA). Le Hank's
Buffered Saline Solution (Invitrogen #14605, Carlsbad, CA, USA) est supplémenté de 0,5% v/v

de solution de NaHCO3 7,5% (Invitrogen #25080), 1% (v/v) de solution de pénicilline 10000
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unités/ml, streptomycine ug/ml et amphotéricine B 25ug/ml (Invitrogen #15240), 0,5% v/v de
gentamicine  10mg/ml  (Invitrogen #15170) et 0,5% de sulfonate de N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethane 1mmol/l (Invitrogen #15560). L'IL-1 est mesurée par

trousse alphalLISA (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

4.C.2 Isolation des lipoprotéines

L'ultracentrifugation par densités séquentielles permet l'isolation des lipoprotéines. Le
sang des participants a jeun est collect¢ dans un tube avec K;EDTA (BEC367861, Becton,
Dickinson and Company, Franklyn Lakes, NJ, USA) puis centrifugé a 3000rpm a 4°C pour 15
minutes. Le plasma surnageant en est récolté et dilué dans 2 volumes de solution NaCl:EDTA
a densité 1,006 g/L et 0,01% EDTA (m/v) puis ultracentrifugé 2 heures (ultracentrifugeuse XL-
90 Beckman, rotor Ti50, tubes 10 mL, 45 000 rpm, 5°C). Le 2 mL surnageant est collecté par
aspiration a l'aiguille puis conservé ; c'est la fraction contenant les VLDL. Le culot est
resuspendu par pipetage et sa densité augmentée a 1,019 g/L par 1'ajout d'une solution de KBr a
densit¢ 1,069 g/L, 0,01% EDTA (m/v) puis ultracentrifugé 8 heures selon les paramétres
susmentionnés. Le 2 mL surnageant est aspiré puis jeté ; c'est la fraction contenant les IDL. Le
culot est resuspendu par pipetage puis sa densité¢ augmentée a 1,063 g/L par une solution de KBr
a densité 1,310 g/mL, 0,01% EDTA (m/v) puis ultracentrifugé 32 heures. Le 2mL surnageant
est aspiré et conservé ; c'est la fraction contenant les LDL. Le culot est resuspendu par pipetage
puis sa densité augmentée a 1,210 g/L par une solution de KBr a densité 1,310 g/mL, 0,01%
EDTA (m/v) puis ultracentrifugé 24 heures. Le 2mL surnageant est aspiré¢ et conservé ; c'est la

fraction contenant les HDL.
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Les solutions de lipoprotéines sont dessalées puis stérilisées avant leur utilisation. Ils
sont dessalés par trois cycles de centrifugation dans un tube de filtration Amicon Ultra-15
Centrifugal Filter Devices (ultracel 100 kDa) (3000 rpm, swinging bucket, Sorvall, 1h30, 4°C)
et dilution avec 12 mL de solution saline 0,15 M NaCl, 0,01 % m/v EDTA. Une quatri¢éme
centrifugation (mémes parameétres) permet de concentrer la solution de lipoprotéine, qui est
ensuite stérilisée par filtration via seringue 1 mL U-100 et filtre 0,2 pm Super Membrane, Low
Protein Binding (PALL Life Sciences) vers un tube 2 mL stérile pour conservation jusqu'a 3
semaines avant utilisation. La concentration d'apoB ou d'apoA-I est mesurée par turbidimétrie

dans un analyseur automatis¢ COBAS INTEGRA 400 (Roche Diagnostic, Montréal, Canada).

4.C.3 Préparation de la biopsie de tissu adipeux blanc pour les expériences

ex vivo

Les biopsies de TAB sont transférées sur un filtre de nylon stérile et les globules de TAB
sont extraits du tissu conjonctif lache non-adipocytaire par tiraillement délicat a I'aide de pinces
stérilisées édentées puis rincées avec 200 mL de Hank's Buffered Saline Solution a 37°C. Elles
sont ensuite transférées dans un pétri de polycarbonate de 100mm avec 25 mL de Hank's
Buffered Saline Solution. A 'aide des mémes pinces et d'une balance analytique (£ 0,1 mg), elles
sont pesées en aliquots de 5 a 10 mg et transférés dans une plaque 48 puits (Corning
Incorporated, Corning, NY, USA) avec 300 uL de Hank's Buffered Saline Solution dans un

incubateur a 37°C et 5% de CO> jusqu'a leur utilisation.

4.C.4 Mesure de la fonction du tissu adipeux blanc

Le substrat de micelles de triglycérides marqués radioactivement dans une solution

aqueuse physiologique est préparé en quatre étapes. Primo, une phase lipidique de triol€¢ine non-
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marquée est préparée par 1'ajout de phosphatidylcholine (54 pg/puit), de trioléine non-marquée
(640 nmol/puit) et de trioléine radioactive (3,15 puCi/puit) dans du toluéne (5 puL/puit) dans un
tube conique de 15 mL en polypropyléne, puis vortexé 10 secondes. Secondo, le tout est évaporé
20 minutes sous jet faible d'azote. Tertio, la phase aqueuse d'albumine sérique bovine (BSA)
8,5 % (m/v dans du DMEM:F12 1:1) (2,04 % m/v finale), de tampon TRIS (2 M, pH 7,2, 113
puL/puit), de sérum d'homme a jeun (34 pL/puit) et de DMEM:F12 (1:1, 45uL/puit) est ajoutée
puis vortexée 10 secondes. Quarto, la solution est soniquée avec un sonicateur a sonde (M375,
Heat Systems Ultrasonic) (75 watts, 200 sec, 10 sec ON/OFF sur glace en alternance) afin
d'assembler les micelles. L'activité spécifique, soit la mesure des comptes par minute
correspondant a cette concentration de triglycérides de 640 nmol/puit, est mesurée par compteur
a scintillation. Cette solution est diluée 9 dans 10 avec la solution NaCl:EDTA (0,15 M NacCl,

0,01% m/v EDTA), constituant ainsi le médium d'incubation.

Le tout est transféré (500 uL/puit) dans une plaque 48-puits en polystyréne a fond plat,
Falcon (Franklin Lakes, NJ, USA). Les biopsies de TAB aliquotées y sont ajoutées. Suite a une
incubation de quatre heures, la plaque est immédiatement mise sur glace et les aliquots de
biopsies transférés dans une plaque contenant la solution de tampon phosphate a 4°C, aussi sur
glace. Le médium d'incubation est conservé a -80°C dans des tubes Eppendorf. Les aliquots de
TAB sont ensuite transférés dans des tubes Eppendorf 1,5 mL. Un mL d'heptane:isopropanol
(3:2, v/v) est utilisé pour extraction des lipides jusqu'au lendemain, puis 0,5 mL est utilisé¢ pour
une seconde extraction d'une heure. L'heptane:isopropanol (3:2, v/v) est ensuite conservé a -
20°C. L'analyse des lipides contenus dans l'heptane:isopropanol nécessite une évaporation a
température piece puis resuspension dans 200 pL de chloroforme:méthanol (2:1, v/v). Vingt uL

en sont alors transférés vers un tube de scintillation, auquel 5 mL de liquide a scintillation sont
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ajoutés puis vortexés pour mesure les comptes par minute dans un compteur a scintillation
Wallac Rackbeta (300 secondes par échantillon, fenétres 5 a 320, Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA) . L'analyse des lipides du médium d'incubation s'effectue par l'isolation des triglycérides
et AGL puis leur mesure. D'abord, 200 uL de médium d'incubation est transféré dans un tube 2
mL, dans lequel est ajouté 1 mL de chloroforme:méthanol (2:1, v/v). Aprés étre vortexé et laissé
a température piece 30 minutes, le tube est centrifugé a 1500 rpm pour 15 minutes (centrifugeuse
de table). La phase supérieure aqueuse (méthanol) et l'interphase de protéines sont aspirés puis
jetés. La phase inférieure apolaire de chloroforme et de lipides est évaporée jusqu'au lendemain
puis resuspendue dans 25 pL. de chloroforme:méthanol (2:1, v/v). Vingt uL en est transféré sur
une plaque de silice LK5 150 A pour effectuer la séparation des lipides par chromatographie sur
couche mince. La phase mobile d'hexane : éther éthylique : acide acétique (80:20:1.5, v/v/v)
permet la séparation des TG (R=0,22) et AGNE (R#=0,5) durant 1h30min. Aprés séchage de 15
min, les TG-*H et AGNE-*H sont révélés avec de la vapeur d'iode et identifiés grice a des

standards de TG et AGNE.

4.C.5 Mesure de I'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le tissu adipeux

blanc

La mesure de 'activité de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB s'est effectuée par deux
incubations séquentielles dans une plaque 48 puits a 37°C et 5% CO: dans un volume de 300
puL contenant 270 pl. de DMEM:F12 supplémenté avec 5% de sérum foetal bovin puis 30 puL.
de solution saline de controle (solution de dessalage du LDL). La premiére incubation de 4h
s'est effectuée avec ou sans addition de LPS (0,3 pg/mL, L4591, Sigma-Aldrich, Saint-Louis,

MO, USA) ou LDL 1,2 g apoB/L. Apres un changement de médium, la seconde incubation de
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3h s'est effectuée avec ou sans addition d'ATP (3 mmol/L, A2383, Sigma-Aldrich) ou LDL 1,2
g apoB/L. Afin de tester l'effet du LDL en tant que signal d'amor¢age de l'inflammasome
NLRP3, son ajout dans la premiére incubation lorsque suivi d'une seconde incubation avec ATP
a été comparé a l'incubation du TAB avec seulement le signal ATP durant la seconde incubation.
Afin de tester l'effet du LDL en tant que signal d'activation de l'inflammasome NLRP3, son
ajout dans la seconde incubation lorsque précédé d'une premiére incubation avec LPS a été
comparé avec l'incubation du TAB avec seulement le LPS durant la premiére incubation. Dans
toutes ces conditions expérimentales, la sécrétion d'IL-1B par le TAB a été mesurée dans le

médium de la deuxiéme incubation par essai alphaLISA.

Incubation de 4h Incubation de 3h
[ +LPS (0,3 ug/mL) — +ATP (3 mmol/L) ]
1 1
1 1
I — !
1 1
(] ]
I +LPS (0,3 pg/mL) — !
1 1
[ — +LDL (1,2 g apoB/L) |
I I
[ —] + ATP (3 mmol/L) i
1 1
1 1
[ + LDL (1,2 g apoB/L) — + ATP (3 mmol/L) |
1 1
1 [
| +LDL (1,2 g apoB/L) —i +LDL (1,2 g apoB/L) i
i i
I I
v v
Changement de médium Collecte de médium

pour mesure d’IL-13

Figure 4 : Schéma expérimental de la mesure de l'activité de l'inflammasome NLRP3
dans le TAB humain ex vivo. Abbréviation : ATP, adénosine triphosphate ; IL-1p3,

interleukine-1beta ; LPS, lipopolysaccharide.
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4.D Analyse statistique

4.D.1 Article 1 : «High plasma apolipoprotein B identifies obese subjects who
best ameliorate white adipose tissue dysfunction and glucose-induced

hyperinsulinemia after a hypocaloric diet»

Les données sont présentées en moyenne + déviation standard. Les associations ont été
examinées par corrélation de Pearson pour chaque sexe. En absence de différence de pente et
d'ordonnée a l'origine entre les hommes et femmes, la régression a été présentée pour la
population totale avec une ligne pleine. L'analyse de régression pas a pas ascendante a été
utilisée pour prédire la SIGS et la SI avec ajustement pour sexe ainsi que les changements
absolus en IMC ou masse grasse androide ou ratio de masse grasse androide/gynoide. En
considération du N inférieur dans la sous-étude, 1'analyse de régression pas a pas ascendante
pour prédire la clairance plasmatique des gras postprandiaux et la fonction ex vivo du TAB a été
ajustée pour soit le sexe, les changements absolus en IMC, ceux en masse grasse androide ou
en ratio de masse grasse androide/gynoide. Pous tous ces mod¢les, les variables indépendantes
analysées pour collinéarité et entrées étaient les valeurs a jeun d'apoB plasmatique, cholestérol
total, HDL-C ou LDL-C. Les différences de groupes ont été analysées par analyse de variance
a deux facteurs a mesures répétées avec l'interaction groupe x temps. En présence d'interaction
significative, les différences inter et intra-groupes ont été analysées par test ¢ bilatéral non
apparié et apparié, respectivement. Les seuils de significativité des comparaisons multiples ont
¢été ajustées par correction de Bonferroni. Une analyse de sensibilité a été effectuée avec un test
non-paramétrique Wilcoxon-Mann-Whitney pour les différences inter-groupes et un test des

rangs signés de Wilcoxon pour les différences intra-groupes. Les analyses statistiques ont été
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effectuées avec un seuil de significativité fixé a P<0,05 grace a SPSS (version 24, IBM, Armonk,

NY, USA) et GraphPad Prism (version 7, Graphpad Software, La Jolla, CA, USA).

4.D.2 Article 2 : «Plasma IL-1Ra : linking hyperapoB to risk factors for type 2

diabetes independent of obesity in humans»

Les données sont présentées en moyenne + erreur standard de la moyenne. Les
associations ont ¢été examinées par corrélation de Pearson pour chaque sexe. Considérant
l'absence de différence de pente et d'ordonnée a l'origine entre les hommes et femmes pour
toutes les corrélations observées, elles ont été présentées pour la population totale. Les données
d'aires sous la courbe de l'insuline et C-peptide ainsi que M/I, IL-1p plasmatique et IL-1Ra
plasmatique ont été transformées par logio car ces parametres démontraient une variance inégale
des résidus autour de la droite lors de corrélations. Les différences de groupes chez les sujets
avec apoB plasmatique basse versus €levée ont ét¢ examinées par modele linéaire général
univarié¢ avec correction pour l'anthropométrie (IMC, gras androide et gynoide et total, ratio
androide/gynoide, masse maigre, tour de taille et tour de hanche), I'lL-1Ra plasmatique et le
sexe. La régression partielle a été utilisée pour corriger 'effet de I'anthropométrie, I'L-1Ra
plasmatique et le sexe. Les analyses statistiques ont été effectuées avec un seuil de significativité
fixé a P<0,05 grace a SPSS (version 22, IBM, Armonk, NY, USA) et GraphPad Prism (version

6, Graphpad Software, La Jolla, CA, USA).

4.D.3 Article 3 : «Native LDL upregulate the NLRP3 inflammasome in

human white adipose tissue»
Les données sont présentées en moyenne + erreur standard de la moyenne, a I'exception

de la moyenne + interquartiles présentée en Figure 3. Les différences inter-groupe ont été
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examinées par test ¢ bilatéral non apparié et une analyse de sensibilité a été conduite par test de
Wilxocon-Mann-Whitney. Dans le méme ordre d'idée, les corrélations de Pearson ont été
validées par corrélations de Spearman et l'identification des données aberrantes a été effectuée
par la méthode d'identification robuste et d'élimination des données aberrantes de GraphPad
Prism avec un facteur Q=1%. L'effet du LDL sur la sécrétion d'IL-1f par le TAB a été analysée
par test de rang signé de Wilcoxon avec appariement et par analyse de variance de Friedman
avec comparaison multiples corrigées par méthode de Dunn. La régression partielle a été utilisée
pour corriger l'effet de 'MC et de la sécrétion d'IL-1p3 par le TAB sur les relations entre 'apoB
plasmatique et les facteurs de risque du DT2. Les analyses statistiques ont été effectuées avec
un seuil de significativité fixé a P<0,05 grace a SPSS (version 25, IBM, Armonk, NY, USA) et

GraphPad Prism (version 8, Graphpad Software, La Jolla, CA, USA).
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Chapitre S : Résultats
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Article 1 : «High plasma apolipoprotein B identifies obese subjects
who best ameliorate white adipose tissue dysfunction and glucose-

induced hyperinsulinemia after a hypocaloric diet»

Simon Bissonnette, Nathalie Saint-Pierre, Valérie Lamantia, Catherine Leroux, Viviane

Provost, Yannick Cyr, Rémi Rabasa-Lhoret et May Faraj. High plasma apolipoprotein B identifies
obese subjects who best ameliorate white adipose tissue dysfunction and glucose-induced

hyperinsulinemia after a hypocaloric diet. Am J Clin Nutr. 2018;108(1):62-76.

Apport original

Cet article est le premier a démontrer une association entre I'apoB plasmatique initiale
¢levée et I'amélioration des facteurs de risque du DT2 (augmentation de la SI et de la fonction du
TAB et réduction de la SIGS) suite a la diéte hypocalorique de six mois chez des participants en
surpoids et obeses, indépendamment du sexe. De plus, seul le groupe de sujets avec apoB
plasmatique initiale élevée a pu améliorer suite a l'intervention la fonction du TAB et la SIGS,
indépendamment des changements anthropométriques et du sexe. Les résultats de cette étude
indiquent que cibler les sujets avec apoB plasmatique élevée pourrait maximiser les bénéfices de

la di¢te hypocalorique en termes de réduction des facteurs de risque du DT2.

Contribution personnelle

Excepté celles exigeant un professionnel de la santé, j'ai contribué a toutes les étapes de la
collecte des données : recrutement, suivi et tests des participants incluant le clamp Botnia et
I'évaluation du métabolisme postprandial, la manipulation, le stockage et I'analyse des échantillons
biologiques, la gestion du matériel, I'entrée des données et leur vérification dans la base de
données. J'ai aussi conduit les expériences sur le TAB. J'ai effectué l'analyse statistique des

données et 1'écriture du manuscrit, conjointement avec les co-auteurs.
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Abstract:

BACKGROUND: To optimize the prevention of type 2 diabetes (T2D), high-risk obese subjects
with the best metabolic recovery after a hypocaloric diet should be targeted. ApoB-lipoproteins
induce white adipose tissue (WAT) dysfunction, which in turn promotes postprandial
hypertriglyceridemia, insulin resistance (IR) and hyperinsulinemia.

OBJECTIVE: To explore whether high plasma apoB-lipoproteins (apoB) identifies subjects
who best ameliorate WAT dysfunction and related risk factors after a hypocaloric diet.

DESIGN: Fifty-nine men and post-menopausal women (58+6 yrs, 32.6+4.6 kg/m?) completed a
prospective study with a 6-month hypocaloric diet (-500kcal/day). Glucose-induced insulin
secretion (GIIS) and insulin sensitivity (IS) were measured by 1-hour intravenous glucose-
tolerance test (IVGTT) followed by 3-hour hyperinsulinemic-euglycemic clamp, respectively. Ex
vivo gynoid WAT function (i.e. hydrolysis and storage of *H-triolein-labeled-triglyceride-rich-
lipoproteins) and 6-hour postprandial plasma clearance of 3*C-triolein-labeled-high-fat-meal were
measured in a subpopulation (N=25).

RESULTS: Post-intervention 1% phase GIISivgrT and total C-peptide secretion were decreased in
both sexes, while 2" phase and total GIISivgrr and clamp IS were ameliorated in men (P<0.05).
Baseline plasma apoB was associated with post-intervention increase in WAT function (#=0.61)
and IS (M/Lciamp r=0.30) and decrease in 1% phase, 2" phase and total GIISvgrr (7=-0.30 to -0.35)
without sex-differences. Its association with post-intervention amelioration in WAT function and
GIISivgrt was independent of plasma cholesterol (total, LDL and HDL), sex and/or changes in
body composition. Subjects with high baseline plasma apoB (1.2+0.2g/L) had significant increase

in WAT function (+105%, P=0.012) and decrease in total GIISivgrr (-34%, P<0.001), while sex-
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matched subjects with low plasma apoB (0.7+0.1g/L) did not, despite equivalent changes in body
composition, energy intake and expenditure.

CONCLUSIONS: High plasma apoB identifies obese subjects who best ameliorate WAT
dysfunction and glucose-induced hyperinsulinemia independent of changes in adiposity following
a hypocaloric diet. We propose that hyperapoB subjects are an optimal target group for the primary

prevention of T2D by hypocaloric diets.

Keywords: HyperapoB, plasma apoB-lipoproteins, white adipose tissue function, postprandial fat

clearance, insulin sensitivity and secretion, risk factors for type 2 diabetes, weight-loss, hypocaloric

diet, Botnia clamp, overweight and obese subjects.
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Introduction

Diabetes is a major cause of morbidity, mortality and health-care burden (1, 2). Recent
analysis on worldwide trends in diabetes revealed that the number of adults with diabetes, more
than 90% of which represents T2D, increased from 108 million in 1980 to 422 million in 2014 (2).
While obesity is a major risk factor for T2D, only a minority (~10-20%) of obese subjects becomes
diabetic (3). Moreover, T2D is preventable by behavior modification and medication (4, 5). In fact,
an intensive lifestyle intervention with diet and exercise that aimed at 7% weight-loss over 5 years
was better than metformin in preventing new-onset T2D in high-risk obese subjects (5). However,
a large inter-subject variability exists in the response to lifestyle interventions (6). As not all obese
subjects present the same risk for T2D nor do they respond equally to T2D prevention efforts,
identifying and targeting high-risk subjects who would best respond to the hypocaloric diet may

have a major impact on the primary prevention of T2D.

White adipose tissue (WAT) dysfunction, more than obesity per se, plays a central role in
the pathology of T2D (7, 8). After a meal, healthy WAT buffers the sudden influx of exogenous
fat by the hydrolysis and storage of triglyceride-rich lipoproteins (TRLs) mediated by endothelial-
bound lipoprotein-lipase (LPL) (7, 9, 10). On the other hand, dysfunctional WAT has reduced
metabolic flexibility. This promotes a chronic state of hypertriglyceridemia that 1) competes with
glucose oxidation leading to hyperglycemia, 2) favors the enlargement of visceral WAT increasing
metabolic risk, and 3) promotes systemic lipotoxicity and associated insulin resistance (IR) (7, 11-
13). Hyperinsulinemia develops to compensate for chronic IR, which in time is believed to promote
[-cell exhaustion and progression to T2D (12, 14). Additionally, increased hepatic influx of lipids
together with hepatic-IR promotes the overproduction of atherogenic apoB-lipoproteins (VLDL,

IDL and LDL) (15).
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Work from our lab strongly suggests that high plasma apoB-lipoproteins may be a cause,
and not a mere consequence, of WAT dysfunction and T2D in humans (16, 17). Differentiation of
preadipocytes in the presence of native human LDL decreases adipocyte differentiation and
function (reduced hydrolysis and storage of TRLs) (17). In line, plasma apoB is an independent
predictor of dysfunctional WAT and associated risk factors for T2D: IR, glucose-induced
hyperinsulinemia, postprandial hypertriglyceridemia, and subclinical inflammation (16-20). This
is confirmed by epidemiological studies reporting that plasma apoB predicts T2D before its onset
by 3-10 years in Turkish (21), Canadian (22), Finnish (23), and Korean (24) populations,

independent of traditional risk factors.

Consequently, we examined the hypothesis that high plasma apoB also identifies
overweight and obese subjects who best ameliorate WAT dysfunction and related risk factors for
T2D following a hypocaloric diet. To test this hypothesis, we employed gold-standard techniques
to assess the concomitant changes in glucose-induced insulin secretion by intravenous-glucose
tolerance test (GIISivgrr), insulin sensitivity by euglycemia hyperinsulinemia clamp (IS),
postprandial fat metabolism after a '*C-triolein labeled high-fat meal and ex vivo WAT function
quantified as in situ LPL activity in response to a 6-month hypocaloric diet, and their association

to baseline plasma apoB in non-diabetic overweight and obese subjects.
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Subjects, materials and methods

Study objective, population and design: A prospective clinical study, in conjunction with
basic studies, was conducted at the Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). Its
objectives were to test the hypothesis that the plasma apoB-lipoproteins (i.e. apoB) was associated
with baseline and post-intervention changes in risk factors for T2D following a 6-month
hypocaloric diet in overweight and obese subjects, and that apoB-lipoproteins directly promote
WAT dysfunction. The primary outcomes measured to assess risk factors for T2D were IS,
GIISiverr and systemic inflammation in the total population (termed principal study, N=82), in
addition to postprandial fat metabolism and ex vivo gynoid WAT function and inflammation in a
sub-population (termed sub-study, N=32). The sample size (N=82) was based on the primary
hypothesis that high plasma apoB was associated with IR. It was estimated from our previous study
using the hyperinsulinemic euglycemic clamp in women with high and low plasma apoB with a
similar inclusion/exclusion criteria (N=17/group) (16). As no data existed for men, the sample size
was doubled to allow the examination of sex-differences in the relation of plasma apoB to the risk
factors for T2D. It was then increased by 20% to account for dropout and attrition during the 6-
month intervention. Given the sensitivity of stable isotopes to trace dietary fat in vivo, and our
previous work with 3C-labeled high fat meal where a sample of 8 per group was sufficient to
distinguish women with low and high efficiency of plasma clearance of dietary fat (9), the sample
size needed to examine fat metabolism in vivo and ex vivo in WAT (i.e. sub-study) was set at N=32
to include men. Of note, we previously demonstrated a correlation of baseline plasma apoB with
the change in ISciamp in 56 women who completed a 6-month hypocaloric diet (same population
used for baseline data) (25). Thus a sample size of 68 completers in this study was expected to

demonstrate a correlation of baseline plasma apoB with the change in the primary outcome (IS).
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Volunteers were recruited by newspaper advertisements with inclusion/ exclusion criteria
as previously reported for baseline (17-20). In brief, men and post-menopausal women were aged
45-74 years, non-smokers, with a BMI > 27 kg/m?, a sedentary lifestyle, and a low alcohol
consumption. Subjects were excluded if they had: high risk for CVD (>20% of Framingham Risk
Score), CVD and hypertension requiring medication, diabetes, cancer (within the past 3 years),
kidney or hepatic dysfunction, use of drugs affecting metabolism (including hormone-replacement
therapy except thyroid at stable dose), lack of time, cholecystectomy (for the sub-study only), and
all other medical/ psychological conditions deemed inappropriate by the physician (e.g. reactive
hypoglycemia, aggressiveness). All volunteers who were enrolled in the principal study were
invited to participate in the sub-study. Subjects signed informed consent forms for the principle

study and sub-study, which were approved by the Human Ethics Board at the IRCM.

Subjects were placed on a 4-week weight-stabilization period verified weekly at the IRCM
and aiming at maintaining weight within 2 kg range (25), after which baseline measurements of
the risk factors for T2D were conducted. Three-day food reports were also completed by the
subjects (2 week-days, 1 weekend) and verified by the dietitian for completion upon reception. The
assessment of GlIISivgrr, IS and systemic inflammation was conducted on one day, while the
assessment of postprandial fat metabolism and WAT function and inflammation, when completed,
were conducted on a 2™ day, one week apart. Subjects were then placed on 6-months hypocaloric
diet and the post-intervention 3-day food records were completed in the last week of the
intervention. A 4-week post-intervention weight-stabilization period followed the hypocaloric

intervention, after which the measurement of the risk factors for T2D were repeated.

Hypocaloric-diet intervention: The hypocaloric diet was administered during individual

sessions by 2 registered dietitians. Daily energy needs were calculated as basal metabolic rate,
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measured by indirect calorimetry (Vmax Encore, Carefusion, San Diego, CA, USA), multiplied by
a sedentary physical activity factor of 1.4, from which 500 kcal were subtracted (25). Subjects were
counseled to follow a balanced diet based on the Canadian Food Guide and Health Canada
composed of 45-65% carbohydrate, 20-35% fat and 15-35% protein (26). To encourage
compliance, subjects met monthly with the study dietitian for 1 hour at baseline and during the
intervention. During these visits, body weight was recorded and subjects received written and oral
counseling on 7 consecutive sets of nutritional topics covering: 1) recommended daily intake of
the 6 food groups, 2) energy balance and how to achieve a negative balance to lose weight, 3) types
of fat with the aim to decrease the intake of total, saturated and trans fats and increase the intake of
unsaturated fats, 4) dietary fiber and their advantage in promoting satiety, 5) proteins and their
advantage in promoting satiety, 6) energy density with the aim to increase the intake of low energy-
dense items, and 7) strategies to control appetite during meal consumption. Subjects were
encouraged to maintain their habitual (i.e. sedentary) activity level during the hypocaloric-diet.
Nutritional analysis of the food records was conducted using The Food Processor software (version

11.3.285, ESHA Research, Salem, OR).

Insulin sensitivity and secretion technique: Concomitant but independent measurements
of GIISivgrT and IS were conducted using a modified Botnia clamp (27) as previously reported
(18-20). Glucose-induced insulin and C-peptide secretions were measured during 1-hour
intravenous glucose tolerance test (IVGTT, 0.3 g glucose/kg body weight). First phase, second
phase and total GIISivgrr and C-peptide secretion were measured as the AUC of the first 10
minutes, the following 50 minutes and the total 60 minutes of the IVGTT, respectively. Insulin
sensitivity was then measured by 3-hour hyperinsulinemic-euglycemic clamp, during which

hyperinsulinemia was maintained using a primed exogenous insulin infusion (75 mU/min*m?)
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while plasma glucose was maintained between 4.5 to 5.5 mmol/L using 20% dextrose infusion.
Insulin sensitivity was expressed as glucose infusion rate (GIRclamp) alone or divided by plasma
insulin in the last 30-minutes of the clamp (expressed as M/Iciamp) (16, 18-20, 27). Fasting index of
IR, HOMA-IR, was calculated as published (28). Three-days prior to the Botnia clamps, subjects
were reminded by a phone call to maintain a high carbohydrate intake of at least 300 g/day for men

and 225 g/day as previously published (18-20).

Postprandial fat metabolism technique: Postprandial plasma clearance and oxidation
rates of a high-fat meal labeled with *C-triolein (600 kcal/m?, 0.017 g *C-triolein/g fat, 68% fat,
18% carbohydrate) were measured for 6 hours as reported (17-20, 29-31). The '3C enrichment in
breath CO; and plasma TGs was measured by isotopic ratio mass spectrometer (Elementar
Americas Inc). Postprandial plasma clearance of total TGs, '3C-TGs and chylomicrons was
measured as the incremental increase in the area under the 6-hour curve above baseline (1IAUCén)

of plasma total TGs, '3C-TGs, and apoB48, respectively.

Ex vivo gynoid WAT function technique: Fasting WAT samples were obtained from the
right hip by needle biopsy under local anesthesia (Xylocaine 20 mg/ml, AstraZeneca) and gynoid
WAT function was assessed as in situ LPL activity as reported (17, 18, 20, 29, 30, 32, 33). Briefly,
clean fresh WAT samples (2-4 pieces/well, for a total of 5-10 mg/well, with 3- 6 wells/subject)
were incubated in 500 pl of synthetic *H-triolein-labeled TRLs (*H-TRLSs) (95% TGs, 1.27 mmol/L
TGs) for 4 hours. WAT function was measured as the hydrolysis of the *H-TRLs and the uptake
and storage of LPL-released *H-non-esterified fatty acids (*H-NEFAs). WAT 3H-lipids were

extracted, counted and expressed as *H-TRLs hydrolyzed per milligram of WAT.

Anthropometry and metabolic measurements: Body composition was measured by dual

energy X-ray Absorptiometry (iDXA, GE Healthcare, Little Chalfont, UK), plasma lipids, apoB
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and apoA-1 by an automated analyzer (Cobas Integra 400, Roche Diagnostic, Basel, SWE), plasma
apoB48 (i.e. chylomicrons) by an ELISA kit (Biovendor LLC, Asheville, NC, USA), plasma
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) by an ELISA Kit (CircuLex, MBL
International), plasma glucose by an automated analyzer (Y SI Incorporated, Yellow Springs, OH,
USA), serum insulin and C-peptide by radioimmunoassay kits (Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA) and LDL diameter by an automated FDA-approved system (Lipoprint, Quantimetrix,
Redondo Beach, CA, USA) as reported (17-20, 29, 34). Sample analyses were conducted in a

blinded manner using subject identification number.

Separation of the subjects into groups of high and low baseline plasma apoB: We
divided the study population who underwent the principal study with complete measures of
GIISiverT and IS during the Botnia clamp into tertiles based on baseline plasma apoB per sex, to
account for sex difference in the measured parameters. Two women completed the IVGTT but not
the hyperinsulinemic euglycemic clamp due to discomfort during the clamp and were excluded
from this group analysis (i.e. N=57). Accordingly, each group included 9 men and 10 women.
Average apoB in the high apoB group was 1.22 + 0.16 g/L (women=1.05-1.80 and men=1.04-1.34
g/L) and in the low group was 0.69 + 0.16 g/L (women=0.34-0.79 and men=0.51-0.85). Given the
smaller sample size in the sub-study (N=25), subjects were divided based on median plasma apoB
per sex (women=1.05 and men=0.99 g/L). Average apoB in the high apoB group was 1.22 + 0.18
g/L (N=13) and in the low apoB group was 0.79 + 0.16 g/L (N=12). Notably, average plasma apoB
in the groups with low and high plasma apoB (in both the principal and sub-study) were < 25" and

> 75" percentile of a Canadian population, respectively (35).

Statistical analyses: Data are presented as mean + SD. The association between the

examined variables was analyzed by Pearson correlation per sex. When no-sex differences existed
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in the regression lines (in slope and elevation), data from women and men were pooled and a solid
regression line was presented on the graphs. Stepwise forward regression analysis was used to
predict GIISiverT and IS and was adjusted for sex and absolute changes in BMI, android fat mass,
and android/gynoid fat ratio. Regression analysis to predict postprandial fat metabolism and WAT
function were adjusted for either sex or absolute change in BMI, change in android fat or change
in android/gynoid fat ratio (given the smaller sample). All regression models used baseline fasting
plasma apoB, total cholesterol, HDL-C and LDL-C as independent variables and were analysed
for collinearity. Group differences were analyzed by RM 2-way ANOVA with (group x time)
interaction. When the interaction was significant, inter-and intra-group differences were analyzed
by unpaired and paired t-tests, respectively, with correction for multiple comparisons using
Bonferroni’s statistical hypothesis testing. Given variability of some data, sensitivity analysis was
performed using non-parametric Mann-Whitney U test for inter-group differences and Wilcoxon
matched-pairs signed rank test for intra-group differences to validate significant findings in Tables
1 and 3 and Figure 3. Statistical analyses were performed using SPSS V24, while the analyses of
the AUC and the sex-differences in regression lines were performed using GraphPad Prism V7

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Significance was set at P<0.05.
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Results

Baseline and post-intervention changes in the risk factors for T2D: The recruitment for
this study was initiated in March 2010 and was completed in November 2013. A total of 110
subjects were screened. FEighty-two subjects (33 men and 49 women) who met the
inclusion/exclusion criteria and were enrolled completed baseline measurements of the principal
study. Of the 82 subjects, 32 also completed baseline measurements of the sub-study (14 men and
18 women). During the 6-months intervention with the hypocaloric diet, 15 subjects dropped out
(8 for lack of time, 5 for personal and family reasons, 1 for not wanting to undergo the post-
intervention clamp, and 1 was unreachable). Moreover, 8 subjects were excluded by the
investigators (6 for developing health conditions unrelated to the intervention that required medical
treatment, and 2 for having malaise following the IVGTT). One women who participated in the
sub-study did not complete the '’C-labeled-high-fat meal at baseline and was excluded from
completing the post-intervention sub-study. Accordingly, this analysis presents baseline and post-
intervention data of the primary outcomes of the principal study (except systemic inflammation)
on 59 subjects (26 men and 33 women), and the primary outcomes of the sub-study (except WAT
inflammation) on 25 subjects (12 men and 13 women) (Supplemental Figure 1). Of note, a sample
size of 59 completers can detect a correlation of 7=0.36 between baseline plasma apoB and post-
intervention changes in the principal study outcomes, while a sample of 25 completers can detect
a correlation of 7=0.54 between baseline plasma apoB and post-intervention changes in the sub-

study outcome measures with a power of 80% and a-value of 0.05.

The anthropometry and metabolic characteristics of the study population before and after
the intervention are presented in Table 1. Total energy intake decreased by an average of -

11.14£22.6%, accompanied by a reduction of -5.6+4.9% in BMI, -10.7£9.9% in fat mass and -
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15.2+13.0% in the risk-associated android fat in the whole group, with no sex-time interaction
except for the reduction in android/gynoid fat ratio that was significant in men only. As anticipated,
there was a large inter-subject variability in post-intervention changes in body composition
assessed as weight, BMI, total, gynoid and android fat, lean body mass, and waist and hip
circumferences (Supplemental Figure 2A-H), fasting plasma lipoprotein-related parameters
including total, LDL and HDL -cholesterol, LDL size, TG, apoB, apoA-1 and PCSK9
(Supplemental Figure 3A-H), and indices of GIISivgrr assessed as 1% phase, 2" phase and total
insulin secretion and total C-peptide secretion (Supplemental Figure 4A-D) and clamp IS
assessed as GIRclamp and M/I¢lamp (Supplemental Figure 4E and 4F). As presented in Table 1 and
confirming previous report on baseline data (N=82, (19)), women had higher baseline IS (lower
fasting HOMA-IR and higher GIRcamp) and lower insulin secretion (lower fasting plasma insulin,
and 2" phase and total GIISvgrr) (»<0.05 for all). Following the hypocaloric diet, there was a
significant increase in IS (decrease in fasting HOMA-IR and total AUCverr glucose) and decrease
in insulin secretion (decrease in fasting plasma C-peptide, total glucose-induced C-peptidervarr
secretion, and 1% phase GIISivgrr) in all subjects with no sex differences, except in HOMA-IR,
where men had a greater decrease than women (p=0.029). Additionally, there was a significant
increase in clamp measures of IS (GIRclamp and M/Iciamp) and a decrease in insulin secretion (fasting

plasma insulin and 2" and total GIISivgrr) in men only (Table 1, p<0.05 for all).

Data related to the sub-study examining postprandial plasma clearance of dietary fat and ex
vivo gynoid WAT function (i.e. in situ LPL activity using *H-TRLs) are presented in Table 1.
Similar to the clamp data, there was a large inter-subject variability in these parameters in response
to the dietary intervention (Supplemental Figure 4G-I). Despite no change in post-intervention

postprandial plasma clearance of total TG, there was a significant post-intervention delay in

68



postprandial plasma clearance of dietary '*C-TGs (increased iAUCen *C-TG, p=0.008) but an
increase in postprandial plasma clearance of chylomicrons (decreased iAUCesn apoB48, p<0.001)
with no sex differences. No other significant changes were observed including postprandial

oxidation rate of 3C-TG and ex vivo WAT function.

The change in android fat was positively associated with the change in glucose-induced C-
peptide secretionivgrr (1=0.35, P=0.007), and the change in ex vivo gynoid WAT function was
negatively associated with the change in fasting plasma TGs (r=-0.48, P=0.025) in all subjects with
no sex differences. In men only, the change in clamp indices of IS (GIRciamp or M/Iciamp) Was
negatively associated with the change in adiposity (BMI, android fat or gynoid fat, r=-0.44 to -
0.59, P<0.05), but not in ex vivo gynoid WAT function. On the other hand in women only, the
change in GIISivgrr (1% phase, 2" phase and total) was negatively associated with the change in
ex vivo gynoid WAT function (r=-0.71 to -0.80, P<0.05) but not in BMI, gynoid fat, or android fat.
The changes in BMI, android fat and gynoid fat were not associated with the change in ex vivo

gynoid WAT function.

Association of baseline plasma apoB with changes in gynoid WAT dysfunction and
associated risk factors for T2D following the hypocaloric diet: We previously reported in the
baseline analysis of this study that fasting plasma apoB was positively associated with 2" phase
and total GIISivgrT, total C-peptide secretion rvgrT, and iAUCen of postprandial plasma clearance
of TGs, dietary '*C-TGs, and apoB48 (in women only for iAUCeh apoB48). It was also negatively
associated with the clamp indices of IS (GIRciamp and M/Iciamp) and ex vivo WAT function (in situ
LPL activity) independent of sex and body composition (18-20). These associations of baseline
plasma apoB with the risk factors for T2D remained significant in the smaller sample who

completed the principal study (Figure 1C, E, G) and the sub-study (Figure 2A, C, E, G).
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As hypothesized, baseline plasma apoB was associated with post-intervention decrease in
1%t phase (Figure 1B), 2" phase (Figure 1D) and total GIISivgrr (Figure 1F) and increase in IS
(M/Ictamp, Figure 1H). It was also associated with the increase in gynoid WAT function (Figure
2B). However, despite the association of plasma apoB with delayed postprandial plasma clearance
of all measures of TRLs at baseline (Figure 2C-E-G), it was not associated with post-intervention
changes in postprandial plasma clearance of total plasma TGs (Figure 2D) or apoB48 (Figure 2H),
while it associated with an increase, not a decrease, in iAUCen *C-TGs (Figure 2F). Exploratory
analysis of the data revealed however that the post-intervention change in iAUCen *C-TGs was
also negatively associated with the changes in 1% phase GIISwvgrr (r=-0.48, P=0.018) and total
GIISvrr (r=-0.58, P=0.002) in all subjects and with the change in 2" phase GIISiyGrr in men (r=-

0.57, P<0.001).

We then examined in regression analyses whether the association of baseline plasma apoB
with the post-intervention changes in the risk factors for T2D was independent on sex and changes
in adiposity and body fat distribution, and whether plasma cholesterol (total, LDL and HDL) was
a better predictor than plasma apoB. As presented in Table 2, concomitant adjustment for sex, and
changes in BMI, android fat, and android/gynoid fat ratio eliminated the association of baseline
plasma apoB with the increase in IS. It also rendered baseline plasma cholesterol the primary
predictor of 1 phase GIISivgrr. On the other hand, baseline plasma apoB remained the primary
predictor of the reduction in 2™ phase and total GIISivarr and the increase in ex vivo gynoid WAT
function, whereas total cholesterol, LDL-C and HDL-C were excluded from the regression models.
Furthermore, plasma apoB remained positively associated with post-intervention change in iAUCen

3C-TGs, and not associated with those of iAUCéeh total TGs or apoB48.

70



Differences in subjects with high versus low baseline plasma apoB: To increase the
clinical utility of our findings, we evaluated the concomitant changes in gynoid WAT dysfunction
and associated risk factors in subjects with high versus low baseline plasma apoB with
approximately equal numbers of men and women. Despite the lack of significant differences in the
baseline and post-intervention changes in body composition, baseline metabolic rate, total energy
intake, macronutrient intake and alcohol consumption (Table 3), subjects with higher baseline
plasma apoB had higher baseline 2" phase GIISivgrr and lower ex vivo WAT function (p<0.05).
They also had a significant increase in IS (decreased % AUCivgrr glucose) and a decrease in
GlISwvarr (1% phase, 2™ phase and total GIISivarr) as presented for the absolute changes (Table
3) and/or the percent changes (Figure 3A-D). These parameters were not significantly improved
in subjects with lower baseline plasma apoB. Moreover, only subjects with higher plasma apoB
had a significant % increase in WAT function (+104%, Figure 3E), and there was a group-
differences in the absolute change in WAT function (Table 3, p=0.006). No group differences
existed in the changes in all measures of postprandial plasma clearance of TRLs (TGs, *C-TGs,
apoB48) (Table 3). There were no significant differences in baseline or changes in body
composition, energy intake and expenditure between the groups with lower or higher baseline

plasma apoB examined in the principal study versus the sub-study.
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Discussion

In this study in overweight and obese men and post-menopausal women, we examined the
novel hypothesis that baseline plasma apoB was associated with the amelioration in ex vivo gynoid
WAT dysfunction and associated risk factors for T2D (hyperinsulinemia, IR, and delayed
postprandial plasma clearance of TRLs) in response to a 6-month hypocaloric-diet. The major
findings reported were: 1) baseline plasma apoB was associated with post-intervention
improvement in ex vivo gynoid WAT dysfunction and with clamp IS and GIISivgrr with no sex
differences, 2) the association of plasma apoB to post-intervention changes in GIISivgrrand WAT
dysfunction was independent of baseline plasma cholesterol and/or the changes in adiposity or fat
distribution, and 3) despite equal post-intervention changes in body composition, energy intake and
expenditure, only subjects with high, not low, baseline plasma apoB had significant improvement
in WAT function and GlISvgrr following the hypocaloric diet . While the increase in clamp
measure of IS following hypocaloric diets was reported in previous studies, including ours (25,
36), to our knowledge, this is the 1% study that examined the effect of hypocaloric diets on
GIISiverT and a dynamic measure of WAT function in obese subjects. Moreover, although many
of the analyses presented remain correlative in nature, this study is strengthened by the use of gold-
standard techniques for the concomitant assessment of major risk factors for T2D in relation to

each other in the same cohort and in both sexes.

A major aim of hypocaloric-diets is to correct cardiometabolic abnormalities that may have
been induced by the accumulation of excess body fat. However it is well accepted that WAT
dysfunction more than obesity per se plays a central role in the pathophysiology of cardiometabolic
diseases such as T2D (7, 8, 14). Indeed, we recently reported that lower gynoid WAT function,

measured as lower in situ LPL activity, was associated with lower IS (M/lcamp) and delayed
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postprandial plasma clearance of chylomicrons in women in the baseline analyses of this
intervention (20). Baseline adiposity per se was not associated with baseline gynoid WAT function
in both sexes (20), nor is the change in adiposity associated with the change in gynoid WAT
function as reported here. This may further add to the large inter-subject variability that exists in
the response to hypocaloric diets, especially that the measurement of WAT function is not
assessable in clinical practice. Having a simple clinical index to predict the benefit of hypocaloric

diets on WAT function and associated risk factors may optimize the prevention of T2D in obesity.

Work from our lab (17, 18, 20) and others (37, 38) documented that apoB-lipoproteins
predict and promote adipocyte and WAT dysfunction. The negative effect of apoB-lipoproteins is
induced by 2 mechanisms. The first is chronic, as the uptake of native (17) and oxidized (37, 38)
LDL, the major form of apoB-lipoproteins, into preadipocytes during their differentiation reduces
adipocyte differentiation and function (i.e. reduced in situ LPL activity). This suggests that
increased LDL uptake during WAT turnover, which requires ~10 years to be completed in humans
(39), may promote the generation of dysfunctional WAT (i.e. reduced LPL mass and/or activity,
reduced adipogenic and/or lipogenic gene expressions and function, etc). The 2" mechanism is
acute, and may be related to the “physical” interaction of LDL with LPL, TRLs and NEFAs in the
postprandial phase. LDL were reported to compete with the binding of TRLs with purified LPL
(40) and to associate with NEFAs in vitro promoting the generation of electronegative or modified/
oxidized LDL in vivo (41-43). Furthermore, we reported that LDL inhibit the activity of purified
and heparin-releasable LPL from adipocytes in a dose-dependent manner, as well as the hydrolysis
and storage of *H-TRLs in adipocytes and human WAT (17, 20). Collectively, this explains why
baseline plasma apoB is associated with baseline ex vivo WAT dysfunction and associated risk

factors (hyperinsulinemia, IR and delayed postprandial plasma clearance of TRLs) as reported for
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this population (17-20) and demonstrated here. Moreover, apart from WAT-related abnormalities,
uptake of apoB-lipoproteins into myocytes impairs glucose-metabolism and insulin signaling (44,
45), while their uptake into pancreatic cell promotes B-cell apoptosis and dysfunction (46-49).
Accordingly, we hypothesized here that baseline plasma apoB identifies obese subjects who best
ameliorate WAT dysfunction and associated risk factors for T2D after a hypocaloric diet given that

it identifies subjects with the highest risk at baseline.

Indeed, as presented in the correlation analyses (Figure 1 and 2) and separation of the study
subjects based on plasma apoB (Table 3 and Figure 3), high plasma apoB identified subjects with
favorable responses to the hypocaloric-diet in respect to increasing ex vivo gynoid WAT function
and IS and decreasing GlISivgrr. Intriguingly, the adjustment for multiple post-intervention
changes in body composition did not eliminate the association of baseline plasma apoB with the
improvement in gynoid WAT dysfunction and GIISivrr. This suggests that intervention-related
factors other than the changes in body composition promoted increased gynoid WAT function and
reduced GIISiverr in subjects with high plasma apoB. While these factors remain to be
investigated, this may be related to increased WAT-specific IS and/or endocrine function, which
were not evaluated in this study. Alternatively, this may be related to improved preadipocytes
differentiation, although 6 months may be too short considering that human WAT turnover is

estimated at a rate of 10% per year (39).

On the other hand, high baseline plasma apoB was associated with a deterioration, not an
amelioration in postprandial clearance rate of 3C-TGs following the intervention. This may be
confounded by the negative association of post-intervention changes in GIISivgrr with both
baseline plasma apoB and post-intervention changes in postprandial plasma clearance of '*C-TGs.

While it cannot be determined with certainty, WAT-IS was likely increased following the

74



intervention, supported by an increase in systemic IS measured during the clamp. The post-
intervention reduction in GIISvarr may have hindered insulin-mediated activation of WAT-LPL
activity resulting in reduced postprandial hydrolysis and clearance of dietary '*C-TGs in vivo. It
should be noted however that the pool of dietary '3C-TGs represents a minor fraction of total
plasma TGs, which is unlikely to offset the overall benefit of hypocaloric diets on reducing the risk

factors for T2D in subjects with high plasma apoB.

Finally, it is important to underscore that the findings of this study are limited to subjects
who are free of cardiometabolic disease and not taking any lipid lowering agents. Subjects with
low plasma apoB secondary to medical interventions such as statins have higher risk for T2D,
which may be secondary to increased uptake of apoB-lipoproteins into peripheral tissues reducing
their function as previously proposed (18, 20). In addition, it remains to be examined whether a
reduction in plasma apoB in subjects with high plasma apoB would add to the beneficial effects of
a hypocaloric diet on WAT dysfunction, particularly with longer interventions to allow longer
WAT turnover. While there was no reduction in plasma apoB in this study, we reported in a recent
review that hypocaloric diets that induced a weight loss of ~6-12% over 4-52 weeks reduced fasting
plasma apoB in parallel with a reduction in fasting plasma TGs (which reduce hepatic production
of apoB-lipoproteins) (50). Moreover, isocaloric diets composed of 26-50% carbohydrates, 36-
46% fat and 14-32% proteins (over 3-4 weeks only) have a beneficial effect on plasma apoB (50).
In this study, the cardiovascular health criteria for inclusion were elevated to exclude subjects
requiring hypocholesterolemic agents during the 6-month intervention, which resulted in normal
baseline plasma apoB (average < 50" percentile (35)). This, together with the healthy baseline
dietary composition may explain why there was little post-intervention changes in plasma apoB-

lipoprotein parameters.
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In conclusion, high plasma apoB identifies overweight and obese subjects who best
ameliorate ex vivo WAT function (in situ LPL activity) and GIISiverr independent of sex, plasma
cholesterol and changes in body composition, including android fat, in response to a 6-month
hypocaloric diet. We propose that subjects with hyperapoB are an optimal target group for

hypocaloric diets aiming at the primary prevention of T2D in an overweight and obese population.
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Table 1: Baseline data, post-intervention data and absolute changes in anthropometric and metabolic parameters in men and

women who completed the principal study (N=59) and the sub-study (N=25)

Principal study
Men (N=26) Women (N=33) P value
parameters
Post- Post- Time Sex
Baseline Change Baseline Change Interaction
intervention intervention effect effect

Anthropometric parameters
Age (years) 57.2+6.5 57.8+6.6 0.6+0.5 58.9+6.1 59.6+6.2 0.7+0.5 <0.001 0.30 0.47
Weight (kg) 101.6+20.5 96.4+20.9 -5.245.0 81.2+11.8 76.7+11.3 -4.6+4.2 <0.001 | <0.001 0.59
BMI (kg/m?) 33.4+£5.5 31.7£5.7 -1.7+£1.6 31.9£3.8 30.14£3.8 -1.8+1.5 <0.001 0.19 0.84
Waist (cm) 115.1+13.5 110.2+14.1 -4.945.8 101.4+10.5 98.4+11.3 -3.0+6.1 <0.001 | <0.001 0.25
Hip (cm) 110.0+10.6 108+11 -2.443.3 112.3+£8.2 108.0+9.3 -4.3+5.4 <0.001 0.59 0.12
Fat mass (kg) 37.0£13.9 33.0+14.3 -4.0+4.5 36.7+8.3 33.048.1 -3.743.6 <0.001 0.96 0.80
Lean body mass (kg) 60.9£8.2 60.2+8.7 -0.6%1.8 41.6+4.7 41.0+4.4 -0.5+1.2 0.004 | <0.001 0.80
Android fat mass (g) 4424+1694 3761£1697 -664+668 3374+967 2891+991 -483+422 <0.001 | 0.007 0.21
Gynoid fat mass (g) 4920+1985 4399+1858 -521£576 6220+1329 5491+1349 -729+692 <0.001 | 0.006 0.22
Android/gynoid (g/g) 0.92+0.19 0.87£0.17° | -0.06+£0.07 0.55+0.12 0.53+0.12 | -0.02+0.04** | <0.001 | <0.001 0.008
Basal metabolic rate <0.001 0.96

1633+£287 1612+196 -20.9£312 12594126 12364220 -23.9+199 0.51
(kcal/d)
Energy intake (kcal) ! 25274497 2191+638 -337+615 1798+523 1568+436 -230+446 <0.001 | <0.001 0.46
Fat intake (% kcal)! 34.4+6.0 31.1£7.7 -3.3£7.7 34.1+6.9 29.246.8 -4.94+5.6 <0.001 0.52 0.38
Carbohydrate intake (% 0.53 0.81

45.5+8.2 47.6+8.6 2.1+7.8 46.3+6.0 48.9+4.8 2.6£5.2 0.011
kcal) !
Protein intake (% kcal) ! 17.04£3.5 18.8£3.4 1.8+4.5 17.1£2.7 19.543.4 2.5£3.4 <0.001 0.55 0.54
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Alcohol (% kcal)! 3.17+4.28 2.5244.16 -0.15+1.71 2.514+3.99 2.36+3.84 -0.65+2.55 0.17 0.7 0.39

Fasting parameters

SBP (mm Hg) 131+13 128+14 -1+11 119+18 119+17 0+l11 0.77 0.015 0.79

DBP (mm Hg) 8248 8148 -1+6 75410 7549 0+6 0.64 0.010 0.49

Plasma apoB (g/L) 0.96+0.22 0.97+0.27 0.00+0.18 0.92+0.28 0.95+0.30 0.03+0.15 0.43 0.65 0.49

Plasma cholesterol 0.008 0.16
4.90+0.97 4.65+1.00 -0.26+0.69 5.60+1.12 5.57+£1.19 -0.03+0.55 0.08

(mmol/L)

Plasma non-HDL-C 0.33 0.19
3.87+1.00 3.55+0.97 -0.31+0.69 4.05+1.20 3.94+1.26 -0.11+0.49 0.008

(mmol/L)

Plasma LDL-C (mmol/L) 2.75+0.56 2.734+0.78 -0.02+0.57 3.334+0.95 3.33+1.03 0.00+0.45 0.87 0.009 0.86

Plasma HDL-C (mmol/L) 1.04+0.20 1.09+0.21 0.06+0.14 1.55+0.48 1.63+0.46 0.08+0.18 0.002 | <0.001 0.51

Plasma TGs (mmol/L) 2.45+1.79 1.97+2.04 -0.48+2.03 1.59+0.97 1.34+0.87 -0.24+0.48 0.06 0.028 0.53

Plasma NEFA (mmol/L) 0.40+0.12 0.40+0.16 0.00+0.16 0.50+0.18 0.55+0.17 0.05+0.18 0.32 <0.001 0.29

Plasma ApoA-I (g/L) 1.39+0.19 1.41+0.19 0.02+0.19 1.67+0.29 1.72+0.28 0.05+0.20 0.17 <0.001 0.49

Plasma PCSK9 (ng/mL) 251+71 240+81 -11+81 340+131 329+139 -11+133 0.47 0.001 0.99

Mean LDL size (A°) 266+7 267+7 1+5 269+5 271+4 245 0.029 0.005 0.50

Plasma glucose (mmol/L) 5.30+0.49 5.22+0.43 -0.08+0.46 5.05+0.43 4.86+£0.46 -0.18+0.34 0.015 0.007 0.33

Plasma insulin (pU/mL) 23.1+12.0 16.0+6.3 -7.1£9.0 17.9+5.6* 15.1£8.0 -2.8+5.4* <0.001 0.11 0.028

Plasma C-peptide (ng/ml) 2.60+0.90 2.21+1.00 -0.39+0.72 2.16+0.76 1.94+1.43 -0.22+1.12 0.021 0.16 0.51

HOMA-IR (mmol/L) x b 0.06 0.029
5.45+2.89 3.71+£1.42 -1.74+2.19 4.03+1.35* 3.32+2.002 | -0.71£1.33* | <0.001

(pU/mL)

Botnia clamp data

I phase GIISwarr 0.07 0.44
1158+961 9264745 -232+512 825+470 669+347 -156+214 <0.001

(pU/mL)

ond phase GIISwvarr 0.07 0.002

(WU/mL) 4389+3713 297743109 | -1412+1583 | 2698+1555% | 2291+1481 -408+723** | <0.001

pU/m
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Total GIISverr (U/mL) 554744509 | 39033664 | -1644+1960 | 3523+£1937* | 2959+1758 | -564+856** | <0.001 | 0.06 0.006
Total C-peptiderverr 0.16 0.94
351+160 2844100 -67+134 305+116 242+104 -64+78 <0.001
(ng/mL)
Total AUCwerr glucose 0.69 0.23
664+68 63462 -30+49 647+86 637+66 -10£73 <0.001
(mmol/L)
IS (GIRclamp mg/kg*min)? 9.76+3.39 12.2144.49° | 2.45+3.53 | 12.7543.95%% | 12.36+£3.29 | -0.39+2.16%* | <0.001 0.10 <0.001
IS (M/Tetamp (mg/kg*min) 0.81 <0.001
0.040+0.020 | 0.062+0.028* | 0.02+0.02 | 0.053£0.028 | 0.052+0.021 | 0.00+0.02%** | <0.001
/(uU/ml))?
Men (N=12) Women (N=13) P value
Post- Post- Time Sex )
Sub-study parameters Baseline ) ) Change Baseline ] ] Change Interaction
intervention intervention effect effect
Fasting  plasma TGs 0.76 0.55
1.65+0.79 1.50+0.86 -0.15+0.43 1.61£1.06 1.33+0.76 -0.28+0.61 0.05
(mmol/L)
Fasting plasma apoB48 0.63 0.18
7.84+4.14 5.28+3.37 -4.83+8.14 7.45+4.74 7.28+5.58 -0.174+5.37 0.13
(mg/L)*
1AUCen TGs (mmol/L) 5.73+2.04 6.19+3.45 0.46+2.53 6.97+4.27 6.44+4.53 -0.53+1.32 0.92 0.61 0.23
iAUCeh *C-TGs (umol/L) 373+188 495+368 121£267 373+£274 525+410 152+205 0.008 0.93 0.75
% 13C recovered in breath 6.24+2.27 6.11£3.15 -0.13+1.94 6.51+2.14 6.20+1.57 -0.31+1.53 0.60 0.12 0.80
iAUCeh apoB48 (mg/L)* 46.8+16.2 12.9+£12.3 -28.7£22.5 39.2420.4 27.6+20.1 -11.6+24.4 | <0.001 0.80 0.10
Gynoid WAT function (*H
lipids)  (nmol  *H-TGs 4.98+3.90 3.89+3.37 -1.09+4.38 3.64+1.86 4.25+2.94 0.62+3.14 0.78 0.65 0.31
hydrolyzed/ mg)?

Data are presented as average = SD. Statistical analysis conducted using RM 2-way ANOVA. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

for significant difference from men, and ? p<0.05, ® p<0.001 for significant change from baseline (data in bold). Significant findings hold
g p p g
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for data with high variability when performing non-parametric sensitivity analysis. ! for N=25 men and N=30 women, 2 for N=31 women,

3 for N=25 men and N=31 women, * for N=11 men, and > for N=11 men and N=11 women due to missing data.
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Table 2: Prediction of post-intervention changes in the risk factors for T2D following the hypocaloric-diet by baseline fasting

plasma lipoprotein-related parameters.

Dependent variable Steps Independent variables Coefficients Adjusted P
(SE) R? value
Change in IS (GIRclamp)' Model 1 0.37 <0.00
1
Change in IS (M/I¢iamp)? Model 1 0.31 <0.00
1
Change in 1% phase GIISivarT Model 1 0.06 0.112
1 Model 1 + total cholesterol -105.8 (43.6) 0.14 0.022
Change in 2" phase GIISivarT Model 1 0.21 0.002
1 Model 1 + apoB -1503.9 0.30 <0.00
(561.1) 1
Change in total GIISivgrT Model 1 0.20 0.003
1 Model 1 + apoB -1930.1 0.29 <0.00
(678.8) 1
Change in total  C-peptide Model 1 0.13 0.024
secretionvGTr
Change in gynoid WAT function Sex 0.85(1.37) 0.01 0.545
(*H-lipids)’ 1 Sex + apoB 7.59 (2.38) 0.32 0.005
Change in gynoid WAT function Change in BMI 0.43 (0.39) -0.02 0.290
(*H-lipids)’ 1 Change in BMI + apoB 7.95 (2.29) 0.35 0.003
Change in gynoid WAT function Change in android fat 0.00 (0.00) 0.02 0.217
(*H-lipids)’ 1 Change in android fat + apoB 7.69 (2.27) 0.36 0.003
Change in android/gynoid fat 1.31 (12.33) -0.03 0.916
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Change in gynoid WAT function Change in android/gynoid fat +  7.84 (2.39) 0.31 0.004
(*H-lipids)? apoB
Change in iAUCen plasma TGs Sex -0.99 (0.80) 0.02 0.226
Change in iAUCgh plasma TGs Change in BMI 0.20 (0.25) -0.02 0.429
Change in iAUCen plasma TGs Change in android fat 0.00 (0.00) -0.04 0.867
Change in iAUCen plasma TGs Change in android/gynoid fat 2.70 (6.66) -0.04 0.689
Change in iAUCgh plasma 3C-TGs Sex 6.40 (87.20) -0.04 0.942
Sex + apoB 364.4 (155.4) 0.13 0.028
Change in iAUCgh plasma 3C-TGs Change in BMI 5.31 (26.86) -0.04 0.845
Change in BMI + apoB 367.7 (154.5) 0.13 0.026
Change in iAUCgh plasma 3C-TGs Change in android fat -0.04 (0.07) -0.03 0.539
Change in android fat + apoB 368.7 (153.1) 0.15 0.025
Change in iAUCgh plasma 3C-TGs Change in android/gynoid fat -71.5 (705.2) -0.04 0.920
Change in android/gynoid fat + 366.9 (154.7) 0.13 0.027
apoB
Change in iAUCgh plasma apoB48 4 Sex 22.4 (8.3) 0.22 0.013
Change in iAUCgh plasma apoB48 Change in BMI 2.74 (2.95) 0.00 0.363
Change in iAUCgh plasma apoB48 * Change in android fat 0.00 (0.00) -0.04 0.679
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Change in iAUCgh plasma apoB48 Change in android/gynoid fat 75.2 (74.5) 0.00 0.324

Independent variables entered in stepwise forward regression analyses were baseline fasting plasma apoB, total cholesterol, LDL-
C, and HDL-C. Analysis to predict changes in GIRciamp, M/Iclamp, and 1% phase, 2" phase and total GIISiverr and total C-peptide
secretionivgtt were adjusted for sex and post-intervention changes in BMI, android fat, and android/gynoid fat ratio (Model 1) (N=26
men and N=33 except for ! for N=31 women, and 2 for N=25 men and N=31 women due to missing data). Analyses to predict changes
the in gynoid WAT function and iAUCen TGs, 1*C-TGs and apoB48 were adjusted for sex or post-intervention changes in BMI or android
fat or android/gynoid fat ratio (N=12 men and N=13 women except for * for N=11 men and 11 women, # for N=11 men due to missing

data).
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Table 3: Baseline data, post-intervention data, and absolute changes in anthropometric and metabolic parameters in subjects

with low versus high baseline plasma apoB separated based on tertiles plasma apoB in the principal study, and based on median

plasma apoB in the sub-study

Principal study parameters Low baseline plasma apoB (N=19) High baseline plasma apoB (N=19) P values
Baseline Post- Change Baseline Post- Change Time - Group Interaction
intervention intervention effect  effect
Plasma apoB (g/L) 0.69+0.13 0.71+0.21 0.02+0.15 1.22+0.16 1.19+0.26 -0.03+0.20 0.99  <0.001 0.40
Anthropometric parameters
Age (years) 58.0+5.3 59.0+5.2 0.7+0.5 58.9£5.6 59.7+5.8 0.8+0.4 <0.001 0.59 0.23
Weight (kg) 91.6+14.4 86.3+12.1 -5.3+4.4 90.3+19.3 84.0+17.9 -6.3+£5.2 <0.001 0.73 0.53
BMI (kg/m?) 33.443.9 31.543.6 -1.9£1.5 32.3+4.0 30.0+3.5 -2.3+£1.8 <0.001 0.29 0.51
Waist (cm) 109.5+13.0  104.7+10.5 -4.9+6.6 107.3£12.9  103.2+12.5 -4.14£5.8 <0.001 0.63 0.69
Hip (cm) 112.2+8.1 109.4+8.4 -2.9+4.1 110.6+10.6 106.6+8.9 -3.9+4.3 <0.001 0.45 0.49
Total fat mass (kg) 37.249.7 32.7+8.8 -4.4+4.1 37.3+10.1 32.2+8.8 -5.14£3.8 <0.001 0.94 0.60
Lean body mass (kg) 51.0+11.6 50.7€11.7 -0.2+11.5 49.9+12.1 48.8+11.5 -1.1£1.5 <0.001 0.70 0.07
Android fat mass (g) 382041191 31584973 -662+670 3978+1309  3238+1168 -740+460 <0.001 0.75 0.68
Gynoid fat mass (g) 58161890  5097+1750 -719+£722 56251771  4798+1468 -827+730 <0.001 0.66 0.65
Android/gynoid (g/g) 0.70+0.23 0.66+0.20 -0.04+0.07 0.75+0.29 0.70+0.26 -0.05+0.05 <0.001 0.57 0.90
Basal metabolic rate (kcal/d) 14574278 14264282 -41+193 14424263 14164294 -26+258 0.37 0.93 0.84
Energy intake (kcal)! 21214585 18174662 -304+339 2155+647 2006+604 -150+617 <0.001 0.56 0.35
Fat intake (% kcal)! 35.0+6.6 30.6+7.6 -4.4£5.6 35.7¢4.7 30.8+7.2 -5.0+£6.3 <0.001 0.83 0.78
Carbohydrate intake (% kcal)! 45.2+7.9 48.6+8.1 3.4+5.8 44.3+£5.8 46.5+6.1 2.246.3 0.009 0.50 0.58
Protein intake (% kcal)! 16.94£3.2 18.4+4.2 1.44+4.6 17.0£3.0 19.8+3.3 2.9+4.1 0.006 0.44 0.34
Alcohol intake (% kcal)! 2.86 4.16 2.474.62 -4.7+49.8 2.97 4.35 2.853.82 34.9+100.4 >0.99 0.79 >0.99
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Fasting parameters
SBP (mm Hg)
DBP (mm Hg)

Plasma cholesterol (mmol/L)
Plasma non-HDL-C (mmol/L)
Plasma LDL-C (mmol/L)
Plasma HDL-C (mmol/L)
Plasma TGs (mmol/L)
Plasma NEFAs (mmol/L)
Plasma ApoA-I (g/L)

Plasma PCSK9 (ng/mL)
Mean LDL size (A°)

Plasma glucose (mmol/L)
Plasma insulin (WU/mL)
Plasma C-peptide (ng/mL)
HOMA-IR (mmol/L) X
(pU/mL)

Botnia Clamp parameters

1* phase GIISivarT (LU/mL)
2" phase GIISwverr (WU/mL)
Total GIISiverr (WU/mL)

Total C-peptide secretionverr
(ng/mL)
Total
(mmol/L)
IS (GIRclamp mg/kg*min)

AUCwerr  glucose

121+20
75+11
4.47+0.62
3.04+0.60
2.44+0.53
1.43+0.60
1.32+0.72
0.47+0.21
1.53+0.31
262+64
270+4
5.2+0.4
18.7£7.0
289+123

43+1.7

898+720

2698+1405
3596+1972

289+123

657+78

12.25+3.47

119+19
749
4.37£1.02
2.86+0.85
2.45+0.72
1.51+0.57
0.91+0.40
0.49+0.22
1.59+0.35
246+59
27243
5.1+0.5
15.6£3.7
243+108

3.5+0.8

847+563
2301+980

3149+1425

243+108

653£55

13.3+4.4

-2.34£8.2
-1.3£5.7
-0.10+0.65
-0.18+0.56
0.01+0.45
0.08+0.17
-0.41+0.58
0.02+0.16
0.07+£0.22
-16+69
1.6+4.0
-0.03+0.32
-3.14£7.1
-0.3+0.6

-0.8+1.5

-51+355
-396+1078
-448+1332

-46+107

-4£72

1.1+4.2

124+15
79+8
6.29+1.05
5.01+1.04
3.77+0.74
1.28+0.41
2.70+£1.95
0.49+0.13
1.56+0.31
314+118
265+8
5.3+0.6
21.0£8.0
371+£143

49+1.9

1125+731
4029+2296*
515442963

374+139

669+78

9.70+£3.35
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124+14
798
5.90+1.21
4.55+1.10
3.76+0.94
1.35+£0.41
1.74+0.85
0.47+0.16
1.56+0.26
290493
267+7
5.0+0.4
15.3+7.1
272+107

3.5¢1.9

738+461 *
2414+1493 *
3153+1875*

275+105

62665

11.543.1

0.3+12.3
0.0+6.0
-0.39+0.68
-0.45+0.66
-0.01+0.61
0.07+0.15
-0.96+1.74
-0.02+0.12
0.00+0.19
-24+107
2.0+6.2
-0.26+0.41
-5.7+6.9
-0.4+1.5

-1.4+1.7

-387+451*
-1615+£1635**
-2001£1927**

-100+80

-43+50

1.8£2.4

0.57
0.52
0.030
0.003
0.96
0.007
0.003
0.94
0.30
0.18
0.039
0.025
<0.001
0.06

0.001

0.002
<0.001
<0.001

<0.001

0.023

0.014

0.44
0.10
<0.001
<0.001
<0.001
0.34
0.009
0.99
0.99
0.052
0.003
0.97
0.56
0.25

0.51

0.76
0.14
0.23

0.11

0.71

0.042

0.44
0.51
0.19
0.17
0.91
0.82
0.20
0.47
0.35
0.79
0.83
0.41
0.26
0.74

0.24

0.015
0.010
0.007

0.09

0.06

0.51



IS (M/clamp (mg/kg*min)
(WU 0.057+0.031 0.059+0.029 0.002+0.031 | 0.039+£0.018 0.055+0.019  0.016+0.020 0.042 0.11 0.12
Sub-study parameters Low baseline plasma apoB (N=12) High baseline plasma apoB (N=13) P values
Baseline Post- Changes Baseline Post- Changes Time  Group Interaction
intervention intervention effect  effect
Fasting plasma apoB (g/L) 0.79+0.16 0.90+0.17 0.10+0.18 1.22+0.18 1.23+0.37 0.01+0.21 0.16  <0.001 0.25
Fasting plasma TGs (mmol/L) 1.20+0.59 1.11+0.57 -0.09+0.40 2.03+1.01 1.69+0.89 -0.34+0.61 0.052 0.029 0.25
Fasting plasma apoB48 (mg/L) 5.91+£3.47 5.50+4.45 -0.41+4.89 9.35+4.65 7.22+5.00 -4.254+8.45 0.17 0.12 0.35
1AUCeh TGs (mmol/L) 5.76£2.95 5.67+3.66 -0.09+2.01 6.94+3.75 6.91+4.30 -0.03£2.10 0.89 0.41 0.94
AUCeh *C-TGs (umol/L) 3274231 443+324 134+229 4344239 573+434 140+244 0.008 0.29 0.95
% *C recovered in breath 6.74+2.45 5.93+2.01 -0.81+1.75 6.04+1.89 6.36+2.78 0.32+1.53 0.46 0.89 0.10
iAUCsn apoB48 (mg/L)’ 38.3£21.9 19.9+14.2 -18.5+21.8 47.0+14.3 21.8+22.8 -25.2+24.3 <0.001  0.38 0.48
Gynoid WAT function (CH
lipids) (nmol ‘H-TGs  5.87+3.19 3.53+2.56 -2.34£3.68 | 2.75+2.04* 4.61+3.59 1.86+2.73** 0.73 0.33 0.006
hydrolyzed/ mg)*

Data are presented as average + SD. Statistical analysis conducted using RM 2-way ANOVA. * p<0.05, ** p<0.01 for significant
difference from the low apoB group and ? p<0.001 for significant change from baseline (data in bold). Significant findings hold for data
with high variability when performing on-parametric sensitivity analysis. For the principal study parameters, N=9 men and N=10 women
per group except ! for N=8 men and N=9 women in the high apoB group and ? for N=8 men in the low apoB group due to missing data.
For the sub-study parameters, N=6 women and N=6 men for the low apoB group, and N=7 women and N=6 men for the high apoB
group except 3 for N=5 men in the high apoB group, and # for N=5 women for the low apoB group, and N=6 women and N=5 men for

the high apoB group due to missing data.
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Figure 1: Pearson correlation of baseline plasma apoB to baseline and change in 1st
phase GIISIVGTT (A and B), baseline and change in 2nd phase GIISIVGTT (C and D), baseline
and change in total GIISIVGTT (E and F), and baseline and change in IS (M/Iclamp) (G and H)

during the Botnia clamp (N=26 men and N=33 women, except panels G and H where N=25 men

and N=31 women due to missing data)
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Figure 2: Pearson correlation of baseline plasma apoB to baseline and change in fasting
ex vivo gynoid WAT function (A and B) and baseline and change in iAUCén total plasma TGs (C
and D), baseline and change in iAUC6h plasma '*C-TGs (E and F), and baseline and change in
1AUCgh plasma apoB48 (G and H) during the 6-hour postprandial measure of fat metabolism
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G and H where N=11 men and N=13 women due to missing data).
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Figure 3: Post-intervention percent changes in 1st-phase GIISivgrr (A), 2nd phase
GIlISivgrT (B), and total GIISivgrr (C) and total glucose response (D) during the IVGTT in
subjects with the lowest versus the highest tertile of fasting baseline plasma apoB in the principal
study, and post-intervention percent changes in ex vivo gynoid WAT function measured as the
hydrolysis and storage of *H-TRLs (E) in subjects below versus above the median of fasting
baseline plasma apoB in the sub-study. Data is analyzed by RM 2-way ANOVA (N=9 men and
N=10 women per group for panels A-D. For panel E, N=6 men and N=5 women for the low and
N=5 men and N=6 women for the high apoB group due to missing data. Significant findings hold

for data with high variability when performing non-parametric sensitivity analysis.
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Online Supplemental Material

Assessed for eligibility (n=110)

Enrollment

Excluded (n= 28)

v

+ Not meeting inclusion criteria (n=27)

+ Declined to participate (n=1)

Underwent measurements of GIIS, IS and systemic
inflammation (principal study, n=82, 33 men, 49

women) L

+ Received intervention (n=82)
+ Did not receive intervention (n=0)

Also underwent measurements of
postprandial fat metabolism and WAT
function and inflammation (sub-study,
n=32, 14 men and 18 women)

+ Received intervention (n=32)

+ Did not receive intervention (n=0)

[ Follow-Up } v

Dropped out (n=15, 6 men, 9 women)
+ Lack of time (n=8, 4 men, 4 women)
+ Personal/family reasons (n=5, 2 men, 3
women)
+ Declined to undergo post-intervention clamp
(n=1 woman)
+ Unreachable (n=1 woman)

Excluded by investigators (n=8)

+ Developed health conditions unrelated to the
intervention that required treatment (n=6, 1
man, 5 women)

+ Developed malaise following the IVGTT (n=2
women)

Dropped out (n=4, 2 men, 2 women)
+ Lack of time (n=3, 2 men, 1 woman)
+ Personal reasons (n=1 woman)

Excluded by investigators (n=2)

+ Developed health conditions
unrelated to the intervention that
required medication or surgery (n=2
women)

Excluded from the sub-study only (N=1)
+ Did not complete baseline 3C-
labeled-high fat meal (n=1 woman)

[ R |

Analysed (n=59, 26 men, 33 women)

+ Excluded from analysis (n=0)

Analysed (n=25, 12 men, 13 women)

+ Excluded from analysis (n=0)

Supplemental Figure 1: Subject flow chart
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Supplemental Figure 2: Individual changes in body composition in response to the 6-

months hypocaloric diet intervention (N=26 men and N=33 women).
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Supplemental Figure 3: Subject individual changes in fasting plasma lipoprotein-related
parameters in response to the 6-months hypocaloric diet intervention (N=26 men and N=33

women).
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Supplemental Figure 4: Individual changes in response to the 6-month hypocaloric diet
in 1st phase, 2nd phase and total GIISIVGTT (A-C), total C-peptide secretionlVGTT (D), and IS
(GIRclamp and M/Iclamp, E and F) during the Botnia clamp, and in postprandial plasma
clearance of dietary 13C-TG (G) and chylomicrons (H) and ex vivo gynoid WAT function (using
3H-TRL) during the 6-hour measurement of postprandial fat metabolism (Panels A-F included
N=26 men and N=33 women, except panels E where N=31 women, and F where N=25 men and
N=31 women. Panels G-I included N=12 men and N=13 women, except panel H where N=11

men and N=13 women, panel I where N=11 men and N=11 women due to missing data)
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Article 2 : «Plasma IL-1Ra : linking hyperapoB to risk factors for type

2 diabetes independent of obesity in humans»

Simon Bissonnette, Nathalie Saint-Pierre, Valérie Lamantia, Yannick Cyr, Hanny Wassef

et May Faraj. Plasma IL-1Ra: linking hyperapoB to risk factors for type 2 diabetes independent of
obesity in humans. Nutr Diabetes. 2015;5(9):e180.

Apport original

Cet article est le premier a démontrer une activation chronique du systéme IL-1f tel que
mesuré par les niveaux d'IL-1Ra plasmatique chez les sujets avec apoB plasmatique élevée. De
plus, l'association entre 1'apoB plasmatique et la SIGS et la moindre SI observée chez ces sujets est
dépendante des niveaux d'IL-1Ra plasmatique, suggérant qu'ils pourraient étre impliqués dans cette

relation.
Contribution personnelle

Excepté celles nécessitant un professionnel de la santé, j'ai contribué a toutes les étapes de
la collecte des données : recrutement, suivi et tests des participants incluant le clamp Botnia, la
manipulation, le stockage et 1'analyse des échantillons biologiques, la gestion du matériel, 1'entrée
des données et leur vérification dans la base de données. J'ai aussi effectué 1'analyse statistique des

données et 1'écriture du manuscrit, conjointement avec les co-auteurs.
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Abstract

Background/Objective: Elevated plasma apoB predicts the incidence of T2D; however the link
between apoB-lipoproteins and T2D risks in non-diabetic subjects remain unclear. Insulin
resistance (IR) and compensatory hyperinsulinemia characterize prediabetic states, and the
involvement of an activated interleukin-1 family, mainly IL-1f and its receptor antagonist (IL-Ra),
in this process is well reported. Here we tested the hypothesis that obese subjects with hyperapoB
have hyperinsulinemia and IR, and that this is dependent on the IL-1 family.

Subjects/Methods: Eighty-one well-characterized normoglycemic men and post-menopausal
women were examined (> 27 kg/m?, 45-74 years, non-smokers, sedentary, free of chronic disease
and medication affecting metabolism). Insulin secretion and sensitivity were measured by the gold-
standard Botnia clamp, which is a combination of a 1-hour intravenous-glucose-tolerance test
followed by 3-hours hyperinsulinemic euglycemic clamp.

Results: Plasma IL-1p was near detection limit (0.071-0.216 pg/mL) while IL-1Ra accumulated at
1000 folds higher (77 - 1068 pg/mL). Plasma apoB (0.34 — 1.80 g/L) associated significantly with
hypersinsulinemia (totalivgrt: C-peptide 1=0.27, insulin r=0.22), IR (M/I=-0.29) and plasma IL-
1Ra (r=0.26) but not IL-1p. Plasma IL-1Ra associated with plasma IL-1p (=0.40), apoB (r=0.26),
and more strongly with hyperinsulinemia and IR than apoB, while the association of plasma IL-1f
was limited to 2" phase and total insulin secretion (r=0.23). Adjusting the association of plasma
apoB to hyperinsulinemia and IR for IL-1Ra eliminated these associations. Furthermore, subjects
with hyperapoB (> 80" percentile at 1.14 g/L) had higher C-peptide secretion and lower insulin
sensitivity than those with low plasma apoB (< 20" percentile at 0.78 g/L) despite equivalent body

composition. Adjustment for plasma IL-1Ra eliminated all group differences.
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Conclusion: Plasma apoB is associated with hyperinsulinemia and IR in normoglycemic obese
subjects, which is eliminated upon adjustment for plasma IL-1Ra. This may implicate the IL-1

family in elevated risks for T2D in obese subjects with hyperapoB.
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Introduction

Normal plasma glucose is maintained by insulin sensitivity that is balanced by insulin
secretion 2, which increases in pre-diabetic states as a compensatory mechanism for increased
insulin resistance (IR) % 3. In time, this is believed to promote B-cells exhaustion, reduction in
insulin secretion and T2D *. HyperapoB, or elevated concentrations of atherogenic apoB-
lipoproteins, is among the most common dyslipoproteinemia in subjects with IR and T2D,
increasing morbidity and mortality in this population . However, accumulating evidence from our
lab and others suggest that hyperapoB may precede and promote the development of T2D. ApoB-
lipoproteins were shown to reduce white adipose tissue function %!? and promote abnormalities in

%13 and pancreatic cells ®'2. Accumulating epidemiological

insulin action and secretion in muscle
evidence confirmed that plasma apoB predicted T2D 3-10 years before its onset in Turkish

(N=2,248 women only) '4, Canadian aboriginals (N=492) '°, Finnish (N=12,804) !¢ and Korean

14-16’ S 15,16

(N=48,394) !7 populations, independent of traditional risk factors such as age ex > '°, smoking

16 central adiposity!®, hypertension'”, and fasting plasma glucose '>!7, lipids'® 7, and

status
glycated hemoglobin!”. Taken together, this suggests that subjects with hyperapoB may have

increased risk for T2D before normal fasting glucose is affected. However the clinical evidence is

limited.

While the etiology of T2D is mutifaceted, chronic subclinical inflammation particularly
involving the interleukin-1p (IL-1) is believed to play a major role in this process. Interleukin-1f
is a master regulator of inflammation, and has long been implicated in the pathology of T1D, and
more recently T2D ¥ 1°, TL-1B promotes pancreatic B-cell destruction as well as IR in insulin
sensitive tissue like muscle and white adipose tissue 2% 2!, IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) is

produced in response to IL-1f as a compensatory mechanism to block IL-1f actions by competitive
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binding to IL-1R without intracellular signalling 2. An increased local B-cell production of IL-1§
relative to IL-1Ra is believed to promote B-cell toxicity, apoptosis and T2D 2%-21-23, In circulation
however, plasma IL-1f is near detection limit in healthy subjects and the physiologically relevance
of circulating, in face of locally-produced, IL-1p is unknown ?*. On the other hand, plasma IL-1Ra

accumulate in the plasma, and elevated plasma IL-1Ra were reported in subjects with obesity 3,

25 26

impaired glucose tolerance and metabolic syndrome “°. Gradual increases in IL-1Ra
concentrations were also reported in subjects ranging from prediabetic to diabetic states 2’. Similar
to hyperapoB, elevated plasma IL-1Ra predicted the onset of T2D by 10 years independent of
traditional risk factors such as age and BMI 2% ?°, In contrast, T2D patients have low plasma IL-
1Ra %, Elevated plasma IL-1Ra in obesity and prediabetic states are believed to be the body’s

attempt to offset the detrimental effects of increased IL-1( production and to preserve insulin

secretion and sensitivity, efforts that eventually fail 2 24,

IL-1B is the end product of the activation of the NLRP3 inflammasome (for nucleotide-
binding leucine-rich repeat-containing pyrin receptor 3), an innate-immunity-related complex of
intracellular proteins implicated in the recognition of obesity-associated metabolic signals in
macrophage and pancreatic cells ! 2°. ApoB-lipoproteins, VLDL 3! and oxidized LDL *, were
reported to activate the NLRP3 inflammasome leading to IL-1P secretion from monocytes and
macrophages. This suggests that subjects with hyperapoB may also have an activated
inflammasome leading to elevated production of IL-1p and IL-1Ra and explaining increased risks
for T2D in this population. However clinical evidence supporting this is lacking.

Here we tested the hypotheses that elevated plasma apoB is associated with 1) activated IL-
1 family in vivo (i.e. elevated plasma IL-1f and IL-1Ra), and 2) hyperinsulinemia and IR in an IL-

1 family-dependent manner. To explore our hypotheses, we employed a gold-standard technique,
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the Botnia clamp, to measure glucose-induced insulin secretion and insulin sensitivity in 81 well-

characterized overweight and obese, yet normoglycemic, men and post-menopausal women.
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Methods
Study population:

Metabolic studies measuring insulin sensitivity and secretion in vivo were conducted
between 2010 and 2014 at the Clinical Research Institute of Montreal (IRCM) with the following
inclusion criteria as previously reported®®; BMI > 27 kg/m?, age = 45-74 years, confirmed
menopausal status (FSH > 30 U/l, or > 1 year without menses), non-smoker, sedentary (<2 hours
of structured exercise/ week), low alcohol consumption (< 2 alcoholic drinks/day). The exclusion
criteria were: 1) history of CVD and hypertension requiring medication, 2) diabetes (or fasting
glucose > 7 mmol/L), 3) cancer (within the last 3 years), 4) untreated thyroid disease, kidney
disease (or creatinine > 100 pumol/L) or hepatic disease (or AST/ALT > 3 times normal limit), 5)
claustrophobia, 6) anemia (Hb < 120 g/L) and blood coagulation problems, 7) current or past 3-
months use of drugs affecting metabolism (hormone replacement therapy except thyroid hormone
at a stable dose, systemic corticosteroids, anti-psychotic/psycho-active drugs, anticoagulant,
weight-loss, and adrenergic agonist), 8) known substance abuse, 9) exceeding the annual allowed
radiation dose exposure, and 10) all other medical or psychological conditions deemed
inappropriate according to the physician.

Out of the 110 subjects recruited, 82 were eligible and were included in this study (49
women and 33 men). One woman who was included in another genetic study at IRCM had a
familial mutation that affects the metabolism of apoB-lipoproteins and was thus excluded from this
analysis. All subjects signed an informed consent prior to initiation of the study, which was
approved by the Ethics Board of Montreal Clinical Research Institute (IRCM).

Anthropometry and metabolic measures:
After a 4-week weight-stabilization period (i.e. £ 2 kg), body composition was measured

by dual-energy x-ray absorptiometry (intelligent or iDXA, GE Healthcare), which measures total
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body fat as well as android or central fat mass (starting above the pelvis), and gynoid fat mass
(comprising the hips and thighs). Plasma lipids, apoA-1, and apoB were measured by an automated
analyser COBAS 400 (Roche Diagnostic), glucose by automated analyser (YSI Incorporated,
InterScience), insulin by human insulin radioimmunoassay kit (Millipore Corporation) and LDL
diameter by an automated electrophoresis family (Lipoprint, Quantimetrix, FDA-approved) 3334,
Plasma IL-1B and IL-1Ra were measured by commercial high-sensitivity ELISA kits (R&D
system, Minneapolis, MN, USA). The lower detection limits for plasma IL-1 of the kit was 0.057
pg/mL while that for IL-1Ra was 6.3 pg/mL.

Insulin sensitivity and secretion:

Concomitant assessment of insulin sensitivity and secretion was conducted using a
modified Botnia clamp. In brief, subjects underwent a 1-hour intravenous glucose tolerance test
(IVGTT) using a bolus infusion of 20% dextrose (0.3 g glucose/kg body weight)®* 3. This was
followed by a 3-hours hyperinsulinemic euglycemic clamp, during which plasma insulin was
elevated to a plateau concentration using a primed-exogenous constant insulin infusion (75
mU/m?/min), while plasma glucose was maintained within fasting range (4.5 — 5.4 mM) by 20%
dextrose infusion as previously published ¢ 333638, First phase, second phase, and total IS during
the IVGTT were assessed as the area under the curve of plasma insulin during the first 10 minutes
(AUC10 min), last 50 minutes (AUCso min) or the total 60 minutes (AUCeomin) of the IVGTT,
respectively. Total C-peptide secretion during the IVGTT was assessed as the AUC of the plasma
C-peptide during the total 60 minutes of the IVGTT. Insulin sensitivity during the steady state of
the clamp (last 30 minutes) as glucose infusion rate (GIR)/ steady-state plasma insulin (M/I) 3%
36-38  Fasting indices of insulin sensitivity (QUICKI) was calculated as [1 / (log(fasting insulin
pnU/mL) + log(fasting glucose mg/dL))] as published 7. Disposition index (DI) during the Botnia

clamp was calculated as insulin sensitivity (expressed as M/I) multiplied by 1% phase or total insulin
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secretion during the IVGTT . All subjects were placed on a high carbohydrate diet (300 g/day for
men and 225 g/day for women) for the 3 days preceding the Botnia clamp to maximize glycogen
stores. Given that, to our knowledge, this is the first time that Botnia Clamp data is presented in
overweight and obese subjects, the full clamp data in presented in Figure 1.

Statistics:

Data are presented as mean + SEM. Sex differences in table 1 were analysed by 2-tailed #-
test. Pearson correlation was used to examine the association between the variables in the whole
group of 81 subjects. Slope analysis revealed no sex differences in the direction of associations for
men and women, thus data remained pooled in all analysis. Data were log transformed when equal
variance of residual values around the correlation line failed. All analysis using total, 15 phase, and
2" phase insulin secretion, total C-peptide secretion, M/I and plasma IL-1P and IL-1Ra used the
Logio of these variables. Partial regression analysis was used for correction for obesity and body
composition indices, plasma IL-1Ra and sex (as factor entered as 0 vs 1). Group differences in
subjects with low and high plasma apoB where analyzed by General Linear Model univariate
analysis with correction for obesity and body composition indices, plasma IL-1Ra and sex.
Statistical analyses and slope analysis were performed using SPSS V22 and GraphPad Prism

(version 6.03) and significance was set at p < 0.05.
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Results
Insulin sensitivity and secretion

Fasting baseline characteristics and indices of insulin sensitivity and secretion during the
Botnia clamp of the 48 women and 33 men subjects are presented in table 1. Plasma IL-1p was
close to the detection limit of the hsELISA kit (0.057 pg/mL) ranging from 0.071 —0.216 pg/mL,
while plasma IL-1Ra ranged from 77 - 1068 pg/mL, more than 10 folds higher than the detection
limit of the hsELISA kit (6.3 pg/mL) and 1000 folds higher than plasma IL-1p. Sex differences
existed in adiposity, fat distribution and plasma lipids, but not in plasma apoB, IL-1p or IL-1Ra.

A hyperbolic relationship existed between insulin sensitivity and secretion when measured
using 2 separate tests, whether insulin (Fig 2A) or C-peptide (Fig 2B) were evaluated, which was
driven by 2" phase insulin secretion (Fig 2D, ~78% of total). This is in concordance with that
reported using a single test by frequently sampled IVGTT 3° or oral glucose tolerance test 2. Despite
comparable plasma glucose, HbAC, and disposition index (1% phase or total insulin secretion),
men had higher indices of insulin secretion (fasting C-peptide, 1% phase, 2™ phase, and total insulin
and C-peptide secretions) while women has higher indices of insulin sensitivity (QUICKI, GIR ciamp
and M/Icamp) (Table 1 and Fig 1 and 2). As anticipated, obesity indices, particularly android,
associated positively with hyperinsulinemia, IR and IL-1Ra (but not IL-1p) (Supplement table 1).
Correcting for android/gynoid fat ratio, waist/hip circumference ratio or lean body mass eliminated
all these sex-differences, while correcting for any other index (BMI, total, gynoid fat or android fat

mass, or waist circumference) had no effect.

Relation of plasma apoB to plasma IL-1f and IL-1Ra, hyperinsulinemia and IR
As hypothesized, plasma apoB correlated with plasma IL-1Ra (Fig 3B), though not with

IL-1B (Fig 3A). Moreover, plasma apoB correlated positively with total insulin (Fig 3C) and C-

112



peptide (Fig 3D) secretions, mainly 2" phase insulin secretion (Fig 3E) but not 1°t phase. It also
correlated negatively with insulin sensitivity measured during the clamp (Fig 3F) but not with that
at fasting (Supplement table 1). There was no sex differences in the relationship of plasma apoB
with any of these variables as evident in Fig 3. Notably, as previously reported in a similar
normoglycemic post-menopausal obese women by our group , there was no association between
plasma apoB with any measured indices of body composition and with no sex-differences
(Supplement Figure 1). Nevertheless, to verify that the association of plasma apoB to
hyperinsulinemia, IR and plasma IL-1Ra was independent of adiposity, we used a partial
correlation analysis. Adjusting for BMI, total, gynoid or android fat mass, lean body mass, waist
or waist/hip ratio did not eliminate any of the associations in Fig 3, while adjusting for
android/gynoid fat mass only eliminated that with total insulin secretion. This suggests that the
relation of plasma apoB to plasma IL-1Ra, hyperinsulinemia and IR is in general independent of
body composition in this population.

Finally, given the hyperbolic relation between insulin sensitivity and secretion, we tested
whether the association of apoB to glucose-induced insulin secretion was dependent on its
association with IR. Adjusting for insulin sensitivity (LogioM/I) increased the association of
plasma apoB to LOGio 2" phase and total insulin secretion (r=0.894 and r=0.889, respectively, p
< 0.001). C-peptide is however a better index of insulin secretion given its longer half-life than
insulin (20 — 30 versus 3 — 5 minutes)*’, and adjusting for insulin sensitivity (LogioM/I) eliminated

the association of plasma apoB to LOG1o C-peptide. This suggests that the association of apoB to

insulin secretion is not independent its association to IR.

Relation of plasma IL-1 family to hyperinsulinemia and IR
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To test whether the relation of plasma apoB to hyperinsulinemia and IR was dependent on
the IL-1 family, we first examined whether plasma IL-1f and its receptor antagonist were related
to hyperinsulinemia and IR during the Botnia clamp in an obese population, which to our
knowledge has never been reported. Plasma IL-1B correlated with total and 2"-phase insulin
secretion (Fig 4A, 4B) but not with insulin sensitivity (fasting or clamp indices, p>0.05). On the
other hand, plasma IL-1Ra correlated with glucose-stimulated insulin and C-peptide secretions
(Figs 4C, 4D and 4F) and with IR (Fig 4G). Moreover, there was a positive correlation between
plasma IL-1Ra and IL-1P (Fig 4H), which supports that increased IL-1Ra is secreted, at least in
part, in response to increased IL-1B production. White adipose tissue is a source of IL-1Ra, and

41,42 which is also demonstrated in this study (Supplement

plasma IL-1Ra is elevated in obesity
table 1). Adjusting the associations of plasma IL-1Ra to insulin sensitivity and secretion for total
or android fat only eliminated its association to total C-peptide secretion, while adjusting for
android fat also eliminated its association with M/I and total insulin secretion. Adjusting for any
other obesity index (BMI, gynoid fat mass, android/ gynoid fat mass ratio, waist circumference or
waist/hip ratio) had no effect. Finally, adjusting for insulin sensitivity (Logio M/I) eliminated the

association of plasma IL-1Ra to LOGjo 2™ phase insulin, total insulin and C-peptide secretions.
p p pep

Thus, the association of plasma IL-1Ra to insulin secretion is not independent of IR.

The association of hyperapoB to hyperinsulinemia and IR is dependent on plasma IL-1Ra

We examined whether the relation of plasma apoB to hyperinsulinemia and IR was
dependent on the IL-1 family by 2 methods. First, in a partial correlation analysis, adjusting for
plasma IL-1Ra eliminated the association of plasma apoB to all indices of insulin secretion and
sensitivity (p > 0.05 for all indices in Fig 3). Adjusting this model for IL-1 had no effect. Second,

we divided the study population into subjects with hyperapoB (> 80 percentile of plasma apoB)
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and those with low plasma apoB (< 20™ percentile) and compared the 2 groups. Given the sex
differences in insulin sensitivity and secretion described before, we assured equal number of men
and women in each group by selecting the quintiles per sex. This resulted in 7 men and 10 women
in each group. Of note, plasma apoB in the low apoB and hyperapoB groups corresponded to <
25" percentile (apoB = 0.79 /L) and > 75" percentile (apoB = 1.17 g/L) of a larger Canadian
population (N=3,519), respectively 4.

While no differences existed in any index of adiposity or body fat distribution, subjects
with hyperapoB had higher indices of insulin secretion (fasting and total C-peptide secretion), IR
(lower GIR and M/I) and elevated plasma IL-1Ra (Table 2 and supplement figure 2). Adjustment
for obesity indices (BMI, total, android, gynoid, or android/gynoid fat ratio, waist, or waist/hip
ratio) or for sex did not eliminate group differences in indices of insulin sensitivity, C-peptide
secretion and plasma IL-1Ra. However, adjusting for IL-1Ra alone, though not IL-1, eliminated

all group differences in insulin sensitivity and secretion.
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Discussion

We used gold standard techniques to independently assess insulin sensitivity and secretion
in a population of 81 overweight and obese yet normoglycemic subjects. Here we present that 1)
independent of sex, obesity or body composition, plasma apoB was positively associated with
hyperinsulinemia, IR and plasma IL-1Ra, and 2) the association of plasma apoB to
hyperinsulinemia and IR was eliminated when adjusted for plasma IL-1Ra suggesting the
involvement of an activated IL-1 family.

Before embarking on data interpretation, 3 important points need to be underscored. First,
the correlative nature of this study does not imply causality; however it provides a translation of
the basic findings on the relation of apoB-lipoproteins to the activation of the inflammasome 3! 32
into clinical observations. Moreover, it allows for the generation of novel hypotheses regarding the
link between atherogenic lipoproteins and risks for T2D in obese subjects. This is particularly
strengthened by the use of 2 gold-standard tests to independently measure glucose-induced insulin
secretion and sensitivity, which reduces the risk for auto-correlation that may be generated using a

single test 4.

Second, the associations of plasma apoB and IL-1 family to IR and glucose-induced insulin
and C-peptide secretions should be evaluated in the context of the pathophysiology of T2D and the
health status of the population examined. Current evidence on the progression of normal glucose
tolerance to T2D in humans favors a 2-step model. In the 1% step, normal glucose tolerance
progresses to impaired glucose tolerance, with progressive IR driving higher insulin secretion >
4 In the 2" step, impaired glucose tolerance progresses to T2D, with the progressive loss of B-
function and eventual decline in insulin secretion. Secretion of insulin encompasses 2 phase; the

1* phase involves the fusion of a small “readily releasable pool” of granules (~ 50-200) that are
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pre-docked %7, or situated close to *%, the plasma membrane leading to the quick discharge of insulin
and is the first to decline during the progressive loss of B-function *°. The 2" phase represents a
“reserve pool” of storage granules that are mobilized in response to glucose and produces a
substantial and prolonged insulin secretion 4. Quantitatively, the 2"¢ phase insulin secretion is
larger (~ 80%) *7 as also demonstrated in this study. Despite their obesity and age range that
increase their risk to T2D, subjects examined this study were free of chronic disease and with
normal fasting glucose on average. They represented a very early stage in step 1 towards
progression to T2D, if ever. Therefore, it is not surprising that there was no associations of plasma
apoB and IL-1 family with 1% phase insulin secretion and that their association with 2" phase and
IR were not too strong. Stronger associations may be observed with the progression of prediabetic

to diabetic states; however this remain to be explored in future studies.

Finally, men had higher IR and secretion than women in this study. Similar sex-differences

50, 51’ and

in insulin sensitivity were observed by some studies using the hyperinsulinemia clamp
frequently sampled IVGTT 2 but not by insulin suppression test 2. Men were also found to have
lower whole-body insulin clearance 33, which may explain in our hands higher plasma insulin
during the Botnia clamp. These findings however underscores the need for adjusting for steady-

state plasma insulin when both sexes are being evaluated for insulin sensitivity during the

hyperinsulinemia clamp, as is done in this study using M/I.

Nevertheless, despite these sex differences, the association of plasma apoB to IR and
hyperinsulinemia was independent of sex or body composition and may be related to the effects of
apoB-lipoproteins per se. ApoB-lipoproteins and their uptake into peripheral tissue promote
multiple degenerations in tissue function. In our hand, differentiation of 3T3-L1 pre-adipocytes

with elevated but physiological concentrations of LDL (1.4 g/L apoB) reduced adipocytes function
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assessed as the hydrolysis and clearance of triglyceride-rich-lipoproteins ’

. In line, post-
menopausal obese women with high plasma apoB had delayed postprandial plasma fat clearance
in vivo and dysfunctional white adipose tissue ex vivo ’. Similarly, oxidized LDL were reported to

increase 3T3-L1 proliferation and decrease differentiation 3

, a defect that was dependent on
scavenger receptor, CD36 >+ 3, In the muscle, TRL remnants ? and ceramide-rich LDL ! decreased
insulin action in rat L6 muscle cells, paralleled by intramyocyte lipid accumulation and reversed
by inhibition of LDL receptor family °. Finally, human B-cells express LDL receptors °° and
internalization of LDL by B-cell induce B-cell dysfunction and apoptosis %12, It should be noted
however that while apoB-lipoproteins induce multiple degenerations in -cells, their association to

insulin secretion in vivo was likely driven by their effects in insulin sensitive tissues, as adjusting

for insulin sensitivity, eliminated the association of apoB to C-peptide.

Finally, adjusting the association of plasma apoB with IR and hyperinsulinemia for plasma
IL-1Ra eliminated this association, suggesting the involvement of the IL-1 family in vivo. In vitro,
IL-1P has been shown to reduce adipose tissue ability to hydrolyze triglycerides *’ and to interfere
with adipocyte differentiation *. Moreover, while low levels of IL-1B are important for B-cell
function *°, excess IL-1p is implicated in B-cell deterioration and the development of T2D 20 €0,
and IL-1B is overexpressed in the islets of T2D patients ®'. This is in line with the positive
association of plasma IL-1f with glucose-induced insulin secretion in our population, despite that
plasma IL-1P was near detectable limits. Notably, administration Anakinra, a recombinant IL-1Ra,
improved 1% phase insulin secretion in subjects with impaired glucose tolerance and insulin
production and glycemic control in patients with T2D 2! 62, findings which were confirmed using

anti-IL-1B in T2D patients 2!. This supports the involvement of IL-1, particularly IL-1pB, in the

pathogenesis of T2D. Finally, while it cannot be excluded that the association of plasma apoB to
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hyperinsulinemia and IR may also be related to increased production of IL-1a and thus IL-1Ra.

However, IL-1a is rarely found in circulation and its role in T2D in humans is less clear 22!,

IL-1B is the end product of the activation of the NLRP3 inflammasome, which is implicated
in the recognition of obesity-associated metabolic signals in macrophage and pancreatic cells %2,
ApoB-lipoproteins, VLDL 3! and oxidized LDL %, activate the NLRP3 inflammasome leading to
the expression and secretion of IL-1fB from monocytes and macrophages. Thus it is plausible that
apoB-lipoproteins may be recognized by the NLRP3 in insulin-sensitive tissues such as adipose
tissue and muscle and by the pancreas. This in turn promotes the activation of the inflammasome,
local hyper-secretion of IL-1B compared to IL-1Ra, which is reflected in vivo by elevated IL-1Ra,
and progression of IR to T2D. Reduction of plasma apoB may reduce the activation of the NLRP3

inflammasome and the risk for T2D, however this remains to be elucidated.

In conclusion, elevated plasma apoB associates with hyperinsulinemia and IR independent
of adiposity in normoglycemic overweight and obese subjects. This association may be dependent

on the activation of the IL-1 family, particularly IL-1p and IL-1Ra.
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Table 1: Fasting baseline anthropometric and metabolic characteristics and indices of

insulin sensitivity and glucose-induced insulin secretion during the Botnia Clamp in the study

population
Characteristics Women (N=48) Men (N=33) p value
Age (yrs) 58.2+0.82 56.6£1.16 0.250
Weight (kg) 81.6+1.8 103.6 £ 3.6 <0.001
BMI (kg/m?) 32.2+0.59 34.0+0.97 0.093
Total fat mass (kg) 374+ 1.2 384+25 0.689
Lean body mass (kg) 41.3+0.7 61.5+14 <0.001
Android fat mass (kg) 3.48 £1.47 4.59 £ 3.15 0.001
Gynoid fat mass (kg) 6.39 = 0.20 5.14 £ 0.35 <0.001
Android/gynoid (kg/kg) 0.55 +£0.02 0.91 +£0.03 <0.001
Waist circumference (cm) 102.3 £1.5 116.3 £2.5 <0.001
Hip circumference (cm) 112+£2 113£1 0.535
Waist/ hip ratio 0.90 £ 0.01 1.04 = 0.01 <0.001
PlasmaapoB (gL) 095+0.04 1.00+£0.04 0374
Plasma total cholesterol (mM) 5.65+0.14 499 +£0.16 0.003
Plasma non-HDL cholesterol (mM) 4.13+£0.16 3.95+0.17 0.458
Plasma LDL cholesterol (mM) 3.40 £0.12 2.88 £0.11 0.004
Plasma HDL cholesterol (mM) 1.53 +£ 0.06 1.04 = 0.04 <0.001
Mean LDL size (A°) 268.7 £ 0.7 2654 +1.1 0.013
Plasma TG (mM) 1.61 = 0.14 2.36 £0.29 0.011
Plasma NEFA (mM) 0.507 + 0.024 0.408 + 0.022 0.005
Plasma ApoA-I (g/L) 1.68 £ 0.04 1.40 £ 0.03 <0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 120+ 2 130 £2 0.005
Diastolic blood pressure (mmHg) 751 82+1 <0.001
Plasma IL-1B (pg/mL) 0.101 £ 0.004 0.099 + 0.004 0.729
Plasma IL-1Ra (pg/mL) 336 + 46 334 + 35 0.976
Fasting plasma glucose (mM) 512+0.07  531+008 0.102
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Fasting plasma insulin (uU/mL)

Fasting plasma C-peptide (ng/ml)
Fasting HbA1C (mmol/mmol)

Fasting QUICKI

1% phase insulin secretionivgrt (uU/ml)
2" phase insulin secretionygrr (uU/ml)
Total insulin secretionivgrr (uU/ml)
AUCqvart glucose (mM)

Total C-peptide secretionivgrT (ng/ml)
Insulin at steady stateciamp (WU/ml)
Glucose infusion rateciamp (mg/kg*min)
M/Iclamp (mg/kg*min) /(uU/ml)

DIi™ phase insulin secretion (Mg/kg*min)

DIotal insulin secretion (mg/ kg*mln)

21.4+45
2.0+£0.1
0.057 £0.001
0.315+0.003
769.0 £ 69.0
2623.9 +269.5
3466 = 373
655+ 13
287.7 £16.2
255.9+10.4%
12.6 + 0.6°
0.054 £ 0.004%
353+£3.2
147.8 £9.1

28.76 £4.14
2.7+0.2
0.056 £ 0.001
0.301 = 0.003
1135.7 £ 157.0
4639.5 £ 620.5
5775+ 749
677 =13
371.8 £29.2
294.0 + 18.3%8
9.3+0.6
0.036 £ 0.00458
354+4.2
162.8 £12.6

0.257
0.001
0.057
0.002
0.020
0.001
0.004
0.249
0.009
0.058
<0.001
0.002
0.989
0.325

Data is presented as mean = SEM. ® for N=44 and %* for N=32 for missing samples.
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Table 2: Characteristics of subjects with low and high plasma apoB.

Low plasma apoB HyperapoB

(<20™ percentile, (>80™ percentile,

Characteristics N=17) N=17)
Plasma apoB (g/L) 0.66 + 0.03 1.32 £ 0.04%**
(min-max) 0.34-0.78 1.14 - 1.80
Sex (male:female) 7:10 7:10
Age (yrs) 56.2+1.1 594+1.3
Weight (kg) 91.4+£53 89.6 4.4
BMI (kg/m?) 33.8+1.2 329+1.2
Total fat mass (kg) 384+2.8 37.7+2.6
Lean body fat (kg) 494 +3.1 48.7+£2.6
Android fat (kg) 3.98+0.43 4.11+£0.34
Gynoid fat (kg) 6.09 + 0.44 5.69 +0.39
Android/gynoid (kg/kg) 0.676 £ 0.059 0.744 + 0.059
Waist circumference (cm) 111+4 108 +£3
Waist/hip circumference 0.98 +£0.03 0.97+0.02
Plasma total cholesterol (mM) ~ 442+0.16 6.57 £ 0.23%**
Plasma non-HDL cholesterol (mM) 291+0.14 5.33 £0.23%**
Plasma LDL cholesterol (mM) 2.39+0.13 4.02 £ 0.16%***
Plasma HDL cholesterol (mM) 1.51 £0.15 1.24 +£0.09
Mean LDL size (A°) 270 £ 1 264 + 2%*
Plasma TG (mM) 1.14+0.17 2.87 + 0.49%**
Plasma NEFA (mM) 0.474 + 0.047 0.498 + 0.031
Plasma ApoA-I (g/L) 1.58+0.08 1.59 +0.07
Systolic blood pressure (mmHg) 123 £5 127+ 4
Diastolic blood pressure (mmHg) 76 +3 79 + 1
Plasma IL-1B (pg/mL) 0.094 +0.004 0.091 + 0.002
Plasma IL-1Ra (pg/mL) 269 + 34 463 + 113%*
Fasting plasma glucose (mM) . 510£0.09 536017
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HbAlc (mmol/mmol) 0.056 + 0.001 0.058 £ 0.001%
Fasting plasma insulin (uU/mL) 194+ 1.8 22.8+23
Fasting plasma C-peptide (ng/ml) 2.15+0.21 2.77+0.22*
Fasting QUICKI 0.312 £0.005 0.303 £ 0.004
1% phase insulin secretionrvgrt (WU/ml) 948 + 180 1087 + 136
2" phase insulin secretionrvgrr (WU/ml) 2898 + 375 4052 + 611
Total insulin secretionivgrr (uU/ml) 3646 + 509 5138 + 724
Total C-peptide secretionrvgrT (ng/ml) 291 +33 394 + 38*
Insulin at steady stateclamp (uU/ml) 255+ 13 276 + 21
Glucose infusion rateclamp (mg/kg*min) 122+ 1.0 9.1+1.1*
M/Ictamp (mg/kg*min) /(uU/ml) 0.052 + 0.007 0.037 +0.006*
Disposition index (mg/kg*min) 163 +15 159 + 20

Data is presented as mean + SEM. * for N=16 and & for N=15 for missing samples. * for p< 0.05
and ** for p < 0.01 for group differences by unpaired t-test. Statistical analysis was conducted on

the Logio of insulin and C-peptide secretions, M/I and IL-1Ra.
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Figure 1: Plasma glucose, insulin, and C-peptide, and glucose infusion rates (GIR) during
the IVGTT in women (A) and men (B) and the hyperinsulinemia euglycemia clamp in women
(C) and men (D), the 2 component test of the Botnia clamp.* for sex difference at p < 0.05 and **

for p<0.01.
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Figure 2: Hyperbolic relation (one phase decay) of insulin sensitivity with total insulin

secretion (A), total C-peptide secretion (B), 1st-phase insulin secretion (C), 2nd-phase insulin

secretion (D) in women (open circles) and men (closed circles).
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Supplement Table 1: Association of anthropometric and metabolic parameters with insulin secretion and sensitivity and

plasma IL-1f and IL-Ra in 81 overweight and obese subjects (N=48 women and N=33 men)

Parameters HOM QUICK Logio Logio Logio Logio Logio Logio Logio Logio
A-IR I [M/] [1%'phase [2" phase [Total [Total [Plasma [Plasma [IL-1Ra/
insulin insulin insulin ~ plasma C-  IL-18] IL-1Ra] IL-1p]
secretion]  secretion]  secretion] peptide]
Anthropometric
parameters
Weight 0.12  -0.39** -0.50** 0.32%* 0.51%* 0.48** 0.47%* -0.04 0.39*%*  (.31**
BMI 0.14  -0.36** -0.48** 0.27% 0.46%* 0.42%* 0.44** 0.04 0.45*%*  0.31**
Total fat 0.10  -0.28**% -0.44** 0.25% 0.39%* 0.37%* 0.47%* 0.05 0.50%*  0.34%*
Lean body mass 0.12  -0.37**% -0.48** 0.26* 0.45%* 0.42%* 0.31%* -0.10 0.16 0.19
Android fat 0.13  -0.40** -0.52** 0.31%* 0.52%=* 0.48** 0.53** 0.04 0.54*%*  (.37**
Gynoid fat 0.03 -0.04 -0.23* 0.15 0.12 0.13 0.27% 0.08 0.28** 0.15
Android/ gynoid  0.07  -0.36%* -0.32%* 0.14 0.40%* 0.35%* 0.29** -0.06 0.29** 0.26*
Waist 0.23*  -0.46** -0.48** 0.33** 0.52%=* 0.52%* 0.51%* 0.03 0.41** 0.29*
Hip 0.09 -0.18  -0.37%* 0.15 0.25% 0.24* 0.35%* 0.13 0.37%* 0.18
Waist/Hip ratio 021  -0.43%* -0.44** 0.28* 0.47%* 0.44%* 0.35%* 0.09 0.20 0.20
Fasting lipoproteins parameters
ApoB 0.05 -0.16 -0.29* 0.13 0.24* 0.22% 0.26* -0.09 0.26* 0.25%
ApoAl -0.03 0.20 0.34** -0.27* -0.33%* -0.33%* -0.34%* -0.01 -0.11 -0.08
Total cholesterol ~ 0.09 -0.04 -0.03 0.04 0.07 0.07 0.15 -0.03 0.14 0.12
Non HDL-C 0.12 -0.16 -0.17 0.12 0.21 0.20 0.26* -0.05 0.21 0.19
LDL-C 0.09 -0.04 -0.04 0.04 0.07 0.06 0.14 -0.01 0.22% 0.17
HDL-C -0.07  0.30**%  0.33** -0.20 -0.35%* -0.33%* -0.28* 0.06 -0.19 -0.19
TG 0.09 -0.22%  -0.24* 0.16 0.27% 0.25% 0.27% -0.08 0.07 0.10
NEFA -0.12 -0.09 -0.12 -0.06 -0.07 -0.08 0.04 0.16 0.30%* 0.11
Mean LDL size -0.08 0.23* 0.22 -0.21 -0.29%* -0.28* -0.34%* -0.06 -0.11 -0.04

* for p <0.05 and ** for p < 0.01 by Pearson correlation. Units of presented parameters are equivalent to those in Table I.
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Supplement Figure 1: Correlation of plasma apoB with BMI (A) weight (B) waist

circumference (C), hip circumference (D), total fat mass (E), android fat mass (F), gynoid fat

mass (G), android/gynoid fat mass (H) in women (N=48, open circles) and men (N=33, solid

circles).
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Article 3 : «NVative LDL upregulate the NLRP3 inflammasome in

human white adipose tissue»

Simon Bissonnette, Valérie Lamantia, Yannick Cyr, Viviane Provost, Marie Devaux,

Maya Saleh, Michel Chrétien et May Faraj. Native LDL upregulate the NLRP3 inflammasome in

human white adipose tissue. Journal of Nutrition (en préparation)

Apport original

Cet article est le premier a démontrer que les LDL natifs peuvent induire l'activité de
l'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain, principalement en agissant en tant que signaux
d'amorcage. Les participants avec apoB plasmatique élevée ont une sécrétion augmentée de I'IL-
1B par le TAB, ce qui pourrait expliquer la réduction de la clairance plasmatique des gras

postprandiaux observée chez ces sujets.

Contribution personnelle

Excepté celles exigeant un professionnel de la santé, j'ai contribué a toutes les étapes de la
collecte des données : recrutement, suivi et tests des participants incluant le clamp Botnia et
I'évaluation du métabolisme postprandial, la manipulation, le stockage et I'analyse des échantillons
biologiques, la gestion du matériel, I'entrée des données et leur vérification dans la base de
données. J'ai aussi optimisé et conduit les expériences sur la sécrétion d'IL-13 du TAB de méme
que l'isolation des lipoprotéines pour ces expériences. J'ai effectué 'analyse statistique des données

et I'écriture du manuscrit conjointement avec les co-auteurs.
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Abstract

Objective/hypothesis: White adipose tissue (WAT) NLRP3 inflammasome upregulation and
interleukin-1beta (IL-1P) secretion are linked to type 2 diabetes (T2D) (NLRP3 for
Nucleotidebinding domain and Leucine-rich repeat Receptor containing a Pyrin domain 3).
However, metabolic signals that upregulate human WAT NLRP3 inflammasome are unclear.
We reported that native low density lipoprotein (LDL) induce preadipocyte/ WAT dysfunction;
however by unknown underlying mechanisms. We hypothesized that native LDL are metabolic
signals that upregulate the WAT NLRP3 inflammasome.

Methods: Glucose-induced insulin secretion (GIIS) and insulin sensitivity (IS) were measured
by Botnia clamps in non-diabetic subjects (N=44, BMI>20 kg/m?, 45-74 yrs). Postprandial
plasma clearance of a high-fat meal (600 kcal/m?, 68% fat) was followed over 6-hours and hip
WAT samples were collected by needle-biopsy. Fasting native LDL were isolated by
ultracentrifugation. Lipopolysaccharide (LPS, 0.3 ug/mL, 4h) and adenosine triphosphate (ATP,
3 mM, 3h) were used as positive controls for priming and activation of WAT NLRP3
inflammasome, respectively.

Results: Preliminary data in 21 women and 11 men confirmed that plasma apoB is associated
with reduced IS (M/Lciamp: r=-0.43), increased total and 2"¢ phase C-peptide secretioniyGrr
(r=0.38), and delayed postprandial plasma clearance of fat (r=0.54, P<(0.05) without sex
differences. Baseline WAT IL-1p secretion was close to detection limits. Incubating subjects’
WAT with their own LDL (1.2 g apoB/L, 7h) induced IL-1f secretion (0.015+0.017 vs
0.130+£0.343 pg/mg WAT, p=0.038). Moreover, LDL increased IL-1 secretion in ATP-
activated WAT but had no effect in LPS-primed WAT. Plasma apoB, cholesterol, LDL-C, non-

HDL-C, and fatty acids were associated with plasma IL-1Ra (r=0.48-0.62), but only plasma
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apoB was associated with WAT IL-1f secretion (r=0.47). Adjusting for WAT IL-1f secretion
eliminated the association of plasma apoB to delayed postprandial fat clearance and C-peptide
secretionvGrr.

Conclusion: Native LDL are metabolic signals induce IL-1f secretion from human WAT ex
vivo, mainly by acting as priming signals of WAT NLRP3 inflammasome. This may explain

WAT dysfunction and higher risk for T2D in subjects with high plasma apoB.

Keywords: apoB-lipoproteins, insulin secretion, insulin resistance, interleukin-1, low density

lipoprotein, NLRP3 inflammasome, postprandial fat metabolism, type 2 diabetes, white adipose

tissue.
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Introduction

While activation of the interleukin-1 beta (IL-1B) pathway is vital for acute innate
immunity and host resistance to infection, its chronic activation is a known instigator of
metabolic disease such as type 2 diabetes (T2D) (1-6). IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra) is
produced to block IL-1[ actions by competitive binding to IL-1 receptor without intracellular
signalling (7). Accumulation of IL-1Ra in plasma is a marker of systemic activation of IL-18
pathway (8) and precedes the onset of T2D by 10 years in humans (7).

Secretion of IL-1f is regulated by an intracellular innate complex termed the NLRP3
inflammasome (NLRP3 for Nucleotide binding domain and Leucine-rich repeat Receptor
containing a Pyrin domain 3). The NLRP3 inflammasome is composed of 3 subunits; the
scaffolding protein NLRP3, the adaptor protein ASC (apoptosis-associated speck-like protein
containing a caspase recruitment domain) and caspase-1 (4-6, 9). Activation of the NLRP3
inflammasome requires two signals; the first is a priming signal that induces the transcriptional
upregulation of the NLRP3 inflammasome subunits and pro-IL-1p and the second is an
activation signal that induces assembly of the inflammasome, activation of caspase-1, cleavage
of pro-IL-1[, and secretion of active IL-1p (10). In macrophages, many signals are known to
induce priming such as microbial lipopolysaccharide (LPS) (11) and inflammatory markers (e.g.
IL-1 itself) (12) and activation such as adenosine triphosphate (ATP) (9), glucose (13) and
ceramide (14). Importantly, oxidized LDL (oxLDL) are reported to act as both priming (15-18)
and activation (19) signals.

Activation of the NLRP3 inflammasome, particularly in white adipose tissue WAT,
promotes metabolic anomalies. Ablation of Nlrp3 protects mice against high fat-diet induced IR
in WAT and liver (14). In humans, weight loss by hypocaloric diet (14) or gastric-banding (20)
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reduces the expression of NLRP3 (14) and IL-1f (14, 20) in human subcutaneous WAT, which
is related to lower plasma glucose in patients with T2D (14). However, metabolic signals that
regulate the NLRP3 inflammasome in human WAT remain unclear.

We reported that an elevated numbers of plasma apoB-lipoproteins, measured as plasma
apoB, is associated with major risk factors for T2D including WAT dysfunction, glucose-
induced hyperinsulinemia, insulin resistance (IR), delayed postprandial plasma clearance of fat
and elevated plasma IL-1Ra independent of sex and body composition (8, 21-23). Moreover,
native LDL, which are the major form of apoB-lipoproteins (>90%) (24), directly inhibit murine
adipocyte and human WAT function, measured as the hydrolysis and uptake of synthetic *H-
labeled triglyceride (TG) substrate (22-24) and the uptake of albumin-bound *H-non-esterified
fatty acids (NEFAs) (24). In line, epidemiological data reported that plasma apoB predicts the
incidence of T2D by 3 to 10 years in Canadian (25), Turkish (26), Finnish (27) and Korean (28)
populations, independently of traditional risk factors such as central adiposity (25, 26), and
glycated hemoglobin (28). Importantly, the associations of plasma apoB to glucose-induced
hyperinsulinemia and IR were eliminated in our obese cohort after adjustment for plasma IL-
1Ra (29). This suggests that the activation of the IL-1 system may mediate apoB-lipoprotein-
induced anomalies and risk for T2D.

Thus, we hypothesized that native LDL are metabolic signals that upregulate the NLRP3
inflammasome in vivo and ex vivo in WAT in non-diabetic subjects. To test this, we examined
whether 1) plasma apoB is associated with plasma IL-1Ra and WAT IL-1p secretion, 2) native
LDL are priming and/or activation signals of WAT NLRP3 inflammasome and 3) the
association of plasma apoB to hyperinsulinemia, IR, and delayed postprandial plasma clearance

of fat is dependent on WAT IL-1f secretion.
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Methods

Study population and design: A prospective clinical study, in conjunction with basic studies,
is being conducted at the Institut de recherches cliniques de Montréal (IRCM). Its objectives are
to test the hypothesis that plasma apoB-lipoproteins (i.e. apoB) are associated with baseline and
post-intervention amelioration in systemic and WAT NLRP3 inflammasome activity and risk
factors for T2D in non-diabetic subjects following 3-month supplementation with omega-3 fatty
acids (FAs). The primary outcomes measured are ex vivo WAT NLRP3 inflammasome activity,
systemic inflammation, insulin sensitivity (IS), glucose-induced insulin secretion (GIIS), and
postprandial plasma clearance of fat.

The sample size (N=44) was based on the primary hypothesis that high plasma apoB is
associated with higher WAT NLRP3 inflammasome activation indicated by higher IL-183
secretion. It was estimated from post-hoc analysis of ex vivo WAT IL-1f secretion over 4 hours
(437 £ 225 pg/ml/gm WAT) in 7 non-diabetic overweight and obese subjects with similar
inclusion/exclusion criteria. The correlation of plasma apoB to ex vivo WAT IL-1f secretion
was 1=0.85, p=0.02. To detect an effect size of 1 (i.e. a mean group-difference of 1 SD) between
subjects with high vs low plasma apoB separated around the median and using a power of 80%
and oc-value=0.05, N=20/group (50% men) are needed. An attrition rate of 20% was assumed
to examine whether baseline group-differences remain significant after the 3-month omega-3
FA intervention. Moreover, four subjects were added as pilot to standardize the measurement
of WAT NLRP3 inflammasome priming and activation.

The inclusion criteria were: men and postmenopausal women aged 45-74 years, BMI>20
kg/m?, sedentary individuals (<2h structured physical activity per week), non-smokers with low

alcohol consumption (<2 servings/day). The exclusion criteria were: elevated cardiovascular
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risk requiring medication (>20% Framingham Risk Score), chronic disease (e.g. hypertension,
diabetes, cardiovascular or inflammatory disease), medication affecting metabolism (hormonal
replacement therapy, lipid-lowering or hypotensive agents, systemic corticosteroids,
antipsychotics or psychoactive medication, anti-coagulants, adrenergic agonists or weight-loss
agents, excluding thyroid hormone at stable dose), abnormal plasma values (hemoglobin < 120
g/1, creatinine > 100 umol/l, aspartate aminotransferase or alanine aminotransferase > 3 times
normal limit), substance abuse, fish/seafood allergy, and lack of time to participate in the 18
week study. All participants signed a written informed consent form before initiation of the
study, which was approved by the IRCM ethics board. This analysis represents preliminary
baseline data on 32 subjects recruited to date.

Anthropometric and biochemical parameters: After a weight stabilization period (+ 2 kg/4
weeks), body composition was measured by dual-energy X-ray absorptiometry (iDXA, GE
Healthcare, Little Chalfont, UK), resting metabolism rate by indirect calorimetry over 15
minutes (Vmax Encore, CareFusion), plasma glucose by YSI analyzer (YSI Incorporated),
plasma lipids and apoB by COBAS Integra 400 analyzer (Roche Diagnostic, Basel, CH), serum
insulin and C-peptide by radioimmunoassay kit (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA)
and plasma IL-1Ra by high-sensitivity ELISA kit (R&D system, Minneapolis, MN, USA) (8,
22-24, 30, 31).

Glucose-induced insulin secretion and insulin sensitivity: On the same day of the
anthropometric measurements, participants underwent a modified Botnia clamp as previously
reported (8, 22-24, 30, 31). This technique consisted of a 1h-intravenous glucose tolerance test
(IVGTT) (bolus 0.3 g glucose/kg), during which 1% phase, 2" phase and total GIISivgrr and C-

peptide secretionsivgrt were assessed as the area under curve (AUC) of serum insulin and C-
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peptide during the first 10 min, last 50 min, and total 60 min of the IVGTT, respectively.
Immediately after the IVGTT, a 3h-hyperinsulinemic euglycemic clamp was initiated with a
primed-constant insulin infusion (75 mU/min/m?) concomitant with a variable 20% dextrose
infusion, to maintain plasma glucose in the fasting range (4.5 to 5.5 mmol/L, measured every 5-
10 min). Insulin sensitivity was assessed as average glucose infusion rate (GIRciamp) during the
steady-state (last 30 min of the clamp) divided by steady-state serum insulin ((M/Iclamp). Fasting
index of IS, Homeostatic Model Assessment of Insulin Resistance (HOMA-IR), was calculated
as published (32).

Postprandial plasma clearance of fat and WAT biopsies: On a separate day, between 14
weeks after the Botnia Clamp, participants consumed a standardized high-fat meal consisting of
croissant, bacon, high-fat cheese and brownie (600 kcal/m?, 68% fat, 36% saturated fat, 18%
carbohydrate) with decaffeinated coffee if requested (21-24). Blood samples were collected at
0, 1,2, 4, and 6 hours while fresh fasting and 4h-postprandial WAT were collected from the hip
area by needle biopsies under local anesthesia (Xylocaine 20mg/ml, AstraZeneca, Cambridge,
UK) and rinsed with a warm sterile Hank's Buffered Saline Solution (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) before portioning for immediate experiments (21-24). Postprandial plasma
clearance of fat was assessed as AUC of plasma TG over 6 hours (AUCén).

Effect of native LDL on WAT NLRP3 inflammasome activity: Native LDL was isolated
from fasting fresh plasma samples collected on the Botnia Clamp day by sequential
ultracentrifugation in KBr (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) density solutions (1.009 to
1.069 g/ml, 0.01% ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA]) as reported (22-24). LDL was
desalted (3 times in 12ml saline, 0.01% EDTA) and sterilized using 0.2 um filters and kept at

4°C for up to 4 weeks from isolation. Pilot kinetic studies were conducted on WAT biopsies
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from 4 subjects to assess optimal time and concentration curves for the priming and activation
steps by LPS and ATP, respectively (Supplementary Figure 1). Minimal concentrations of
LPS and ATP that induced maximal IL-1p secretion (i.e. positive control for both priming and
activation) were 0.3 pg/ml LPS (L4591, Sigma-Aldrich) for 4 hours, followed by 3 mM ATP
(A2383, Sigma-Aldrich) for 3 hours. In all conditions, medium was removed between the
priming and activation steps. WAT IL-1f secretion was measured as IL-1 accumulation in the
activation medium over 3 hours by alphaLISA kit (Perkin Elmer Canada). All conditions used
5-10 mg WAT/well, 4 wells/condition, in 48 well plates, and using 30 ulL of priming or
activation signals on a background of 5% foetal bovine serum (FBS) DMEM:F12 medium (Life
Technologies, Carlsbad, CA) for a total of 300 uL/well.

To assess baseline or LDL-induced WAT IL-1f secretion, WAT samples were incubated
in 5% FBS medium alone or LDL alone (1.2 g/L apoB) used in both priming (4h) and activation
(3h) steps. To test if LDL are acting as priming signals, LDL were used in the priming step
followed by activation with ATP ; IL-13 secretion was compared to similar time incubations
with FBS then ATP. To test if LDL are acting as activation signals, WAT were primed with
LPS followed by activation with LDL ; IL-1[3 secretion was compared to that using LPS then
FBS.

Statistical analysis: Data is presented as mean + SEM except for Figure 3 where the non-
parametric data is presented as median and interquartile ranges. Sex differences in Table 1 were
examined by unpaired two-tailed #-test and sensitivity analysis was carried using non-parametric
Mann-Whitney test. Given variability of the data, the effect of LDL on WAT IL-1f secretion
was analyzed by Wilcoxon matched-pairs signed rank test, while the effects of LPS and ATP

were assessed using RM 1-way ANOVA using Friedman's test with Dunn's multiple comparison
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tests. Partial correlation analysis was used for adjustment for BMI and WAT IL-1p secretion.
Outlier identification was performed with GraphPad Prism's robust regression and outlier
removal with Q=1% (33). Statistical analysis was performed using SPSS V25 (IBM, Armonk,
NY, USA) and GraphPad Prism V8.0.0 (Graphpad Software, La Jolla, CA, USA) with

significance set at P<0.05.
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Results

Recruitment was initiated in July 2013 and remains ongoing. To date, 68 subjects were
screened, of whom 32 subjects (21 women, 11 men) met the inclusion/exclusion criteria and
were included. WAT from 4 pilot subjects were used to optimize the technique for WAT IL-1f3
secretion using variable experimental conditions. Thus, no data is available for WAT IL-1f
secretion from these subjects. Baseline characteristics of subjects included in this analysis are
presented in Table 1. Subjects were obese on average and men had higher weight and central
obesity (higher waist and android/gynoid fat ratio) and higher baseline energy expenditure. They
also had higher fasting plasma non-HDL-C and TG, delayed postprandial plasma clearance of
TG and lower fasting plasma HDL-C and apoA-1.

As presented in Table 2, measures of adiposity, whether total (BMI or total fat), central
(android fat or waist circumference) and peripheral (gynoid fat or hip circumference) were
correlated with higher fasting plasma IL-1Ra, higher plasma glucose-induced insulin
(GIISwvarr) and C-peptide secretionygrr (driven by 2" phase), lower IS (M/Lciamp), and delayed
postprandial plasma clearance of fat (higher AUC¢n TG). None of the measured body

composition parameters were however correlated with baseline WAT IL-1f secretion.

Correlation of fasting plasma lipoprotein parameters with risk factors for T2D and IL-1p
pathway: The correlation of plasma apoB to measures of IR, hyperinsulinemia, and
postprandial hypertriglyceridemia are presented in Table 2 and Figure 1A-H. Confirming
earlier reports in a separate cohort with similar inclusion criteria (except for BMI which was
>25 kg/m?, N=81) (8, 21-23), plasma apoB was not associated with 1% phase GIISivgrr or C-

peptide secretionivgrT (Figure 1A abd 1B), but was positively associated with glucose-induced
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C-peptide secretionivgrr (2™ phase and total) (Figure 1D and F) and negatively with IS
(M/Iclamp, Figure 2G) with no sex-differences. Unlike our earlier reports however, plasma apoB
was not associated with 2" phase and total GIISiverr in this population (Figure 1C and E),
which may be related to the smaller sample size. No other plasma lipoprotein-related parameter
was associated with C-peptide secretionrvgrr and the negative correlation of plasma apoB to IS
(M/Ictamp) Was stronger than that of plasma non-HDL-C and TG (Table 2). On the other hand,
only plasma HDL-C and apoAl were associated with GIISverr (1% phase, 2" phase and/or
total) (Table 2). Finally, as previously reported (21-24), plasma apoB was associated with
delayed postprandial plasma clearance of fat over 6 hours (Figure 1H, Table 2), and its
association was stronger than any other apoB-lipoprotein related parameter, except fasting
plasma TG, which was used to calculate AUCsn TG.

As hypothesized, plasma apoB was associated to baseline fasting WAT IL-1p secretion
ex vivo over 3 hours (Figure 2A) and there was no sex-difference. No other fasting plasma
lipoprotein-related parameters (cholesterol, non-HDL-C, LDL-C, HDL-C, apoA-1, TG or
NEFAs) were associated with WAT IL-1p secretion (Table 2). Moreover, plasma apoB was
associated with plasma IL-1Ra (Figure 2B), as was plasma cholesterol, non-HDL-C, LDL-C

and NEFA (Table 2).

Regulation of WAT NLRP3 inflammasome by native LDL in fasting and postprandial
states: To explore if native LDL induced IL-1p secretion from WAT, we incubated fasting WAT
samples with medium alone (baseline) or LDL alone (1.2 g/L apoB) for 4 hours (priming step).
Medium was removed, WAT samples were washed and incubated with medium or LDL for

additional 3 hours (activation step) and medium IL-1p3 was measured. As hypothesized, native
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LDL increased WAT IL-1f secretion compared to baseline (P=0.038, Figure 3A) but there was
a large inter-subject variability in LDL effects (-100% to 17,778%, median =90.2%). To explore
where LDL are acting in the NLRP3 inflammasome pathway, i.e. as priming signals, activation
signals or both, we compared their additional effects to that of LPS (priming control) or ATP
(activation control). Incubation of fasting WAT with either LPS alone or ATP alone induced
IL-1P secretion above baseline (Figure 3B). However, as anticipated, co-incubation with both
signals induced maximal IL-1p secretion (Figure 3B). Addition of native LDL as a priming
signal followed by activation with ATP increased IL-1P secretion compared to ATP alone.
However, addition of LDL as an activation signal following priming with LPS had no effect
compared to LPS alone (Figure 3B).

We also examined the effect of LDL on IL-1f secretion from WAT collected 4 hours
after the ingestion of the high fat meal. There was no significant change in 4h-postprandial WAT
IL-1PB secretion compared to baseline (0.029 + 0.066 vs 0.006 £+ 0.007 pg/mg WAT, P>0.05)
(Figure 3C). Findings in the 4h-postprandial WAT confirmed those in the fasting state (Figure
3D). Native LDL acted as priming signals of WAT NLRP3 inflammasome indicated by higher

IL-1P secretion as compared to that with ATP alone (Figure 3D).

Correlation of plasma apoB to some risk factors for T2D was dependent on WAT IL-1p
secretion: We then examined whether the associations of plasma apoB to higher plasma IL-
1Ra, C-peptide secretionivgrr and AUCen TG and lowerM/Iciamp were dependent on its
association with WAT IL-1 secretion. We also examined whether other lipoprotein-related

parameters predicted these risk factors for T2D after adjustment for WAT IL-1p secretion. As
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only 26 subjects had a measure of fasting baseline WAT IL-1f secretion, only these 26 subjects
were used in regression analysis (Table 3).

Plasma apoB in these 26 subjects remained correlated to plasma IL-1Ra (r=0.56,
P=0.015), 2" phase and total C-peptide secretionrvgrr (r=0.41 for both, P<0.05), M/Lciamp (1= -
0.47, P=0.017) and AUCen TG (r=0.56, P=0.004), but not correlated to measures of GIISivGrr.
In regression analysis, adjustment for WAT IL-1f secretion eliminated the association of plasma
apoB with 2" phase and total C-peptide secretionrvgrr and with AUCen TG, but not with plasma
IL-1Ra and M/Iciamp. All other lipoprotein related-variables were excluded from the regression
models (LDL-C, HDL-C, NEFA, apoA-1) except when examining M/Iclamp and AUCsn TG.
Intriguingly, the association of plasma LDL-C with M/Iciamp Was no longer negative as presented
in Table 2 after considering WAT IL-1f secretion and plasma apoB in the regression model.
This suggests that larger LDL may be more protective than smaller ones once their number are
already considered. It should be underscored however that 3 independent variables may be too
many for a sample size of 26 (>10% of sample size).

We also examined in a separate model whether adjustment for BMI eliminated the
association of plasma apoB to risk factors for T2D in this population. Unlike our previous
reports in a larger population (8, 21-23), adjustment for BMI eliminated the association of
plasma apoB to measures of glucose-induced C-peptide secretionrvgrr and IS (M/I¢iamp, P>0.05).
On the other hand, adjustment for BMI did not eliminate the association of plasma apoB to
WAT IL-1pB secretion (r=0.52, P=0.011), plasma IL-1Ra (r=0.49, P=0.048) or AUCe¢n TG
(r=0.50, P=0.013). Of note, adjustment for both BMI and WAT IL-1p secretion could not be

conducted given the small sample size.
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Discussion

Novel findings of this work in subjects without chronic disease suggest that 1) higher
numbers of apoB-lipoproteins are associated with, and directly induce the activation of, the IL-
1B pathway in vivo and ex vivo in WAT, 2) native LDL upregulate the IL-1f pathway in WAT
by activing as priming rather than activation signals of the NLRP3 inflammasome, and 3)
adjustment for WAT IL-1f3 secretion eliminates the association of plasma apoB to high glucose-
induced C-peptide secretion and delayed postprandial fat clearance but not to plasma IL-1Ra
and IR. It should be underscored prior to discussion that the use of ex vivo experiments to
demonstrate the causal effect of subjects’ native LDL on their own WAT confirms the in vivo
association findings and represents a major strength of this study. Moreover, the use of gold-
standard techniques for the assessment of IS and GIIS further strengthen these findings. Finally,
while the inclusion criteria allowed for healthy weight, our cohort to date is classified as obese
on average and findings should be validated in a lean population to increase generalization.

The activation of the NLRP3 inflammasome requires 2 signals. The first is a priming
signal acting via activation of nuclear factor-kappa B (NF-kB) pathway and inducing the
transcription of NLRP3 and an array of inflammatory cytokines including pro-IL-1B. Priming
signals include cytokines (12), LPS (11), oxLDL (15-18), reactive oxygen species (ROS) (19)
and palmitate (34, 35), the most abundant saturated FAs in plasma (36). For IL-1f to be secreted,
a 2" activation signal is then needed to assemble the NLRP3 inflammasome and secrete IL-1.
Activation signals in LPS-primed macrophages and p-cells include ATP (9), glucose (13),
oxLDL (19), ceramide (14), cholesterol crystals (19, 37, 38) and palmitate (39, 40). These
signals induce the NLRP3 inflammasome activation via lysosomal disruption and cathepsin B

release, K™ efflux and/or generation of ROS (2, 5).
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The regulation of the NLRP3 inflammasome in human WAT by metabolic signals has
not been reported. Intriguingly, incubation of subjects” WAT with either LPS or ATP alone
induced IL-1P secretion. This suggests that WAT-released signals may have provided the
complimentary priming or activation signals. The primary candidate is palmitate, as it is
released by the lipolysis of endogenous stores in WAT (41) and may have provided such
endogenous signal. Nevertheless, this signal alone produces minimal IL-13 secretion from
fasting and postprandial WAT, suggesting that a stronger exogenous priming or activation
signal is needed.

Our data suggest that native LDL are novel metabolic signals that upregulate human
WAT NLRP3 inflammasome, mainly by acting as priming signals. This may be mediated via
several mechanisms. In macrophages, internalized apoB-lipoproteins are digested in the
lysosomes releasing phospholipids, cholesterol and FAs (6). Accumulation of free cholesterol
and phospholipids in lysosomes and macrophage-loading with palmitate induce lysosomal
dysfunction and leakage of its content (e.g. Ca*>* and cathepsin B) that prime and/or activate the
NLRP3 inflammasome (6, 40, 42). Moreover, internalized FAs can be transported to
mitochondria for B-oxidation and production of ROS or to the ER for lipid synthesis such as
ceramide, which activate the NLRP3 inflammasome via ROS production (3, 43). Additionally,
while LDL was isolated, sterilized and stored in the presence of the chelating agent EDTA to
prevent oxidation, we cannot exclude the presence of oxLDL, as oxLDL are measurable in
subjects without chronic disease (44). Finally, LDL readily binds LPS (45). In healthy subjects,
half the circulating LPS is reported to be bound to LDL (46). Indeed, hepatic uptake of LDL-
bound LPS by LDL receptors is central to LPS clearance from the circulation (47). It cannot be

determined from this work whether the lipid content, oxidation, or LPS content of native LDL
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is what induced the upregulation of WAT NLRP3 inflammasome as this requires fresh LDL and
WAT. Future work will investigate the component of LDL and the intracellular molecular
mechanisms underlying the effect of native LDL. Moreover, the cell population within WAT
that is responsible for IL-1 secretion is unknown. While mRNA expression of NLRP3 in
human adipocytes is controversial (14, 48, 49), accumulation of macrophages in WAT and their
contribution to WAT inflammation is well documented (50, 51). Quantification of subjects’
WAT macrophage content and their polarization between pro- (M1) and anti- (M2)
inflammatory states is ongoing.

Intriguingly, our data suggests that only plasma apoB but not any other lipoprotein
parameter (cholesterol, non-HDL-C, LDL-C, HDL-C, NEFAs or TG) is related to higher WAT
IL-1P secretion. This suggests that the internalization of the whole particle and the additive
effects of multiple signals including cholesterol, phospholipids, FAs, LPS, and oxidized radicals
are needed to upregulate WAT NLRP3 inflammasome. In line, we previously reported using
regression analysis that reduced plasma PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9)
strengthens the association of higher plasma apoB with IR and WAT dysfunction in non-diabetic
overweight and obese subjects (31). PCSK9 is a plasma protein that interacts with LDL
receptors (52-55) and CD36 (56), a scavenger receptor for native LDL, oxLDL and FAs (57,
58), targeting them to lysosomal degradation in hepatic and non-hepatic tissues like WAT. It
would be intriguing to examine whether subjects with lower plasma PCSK9, favoring higher
WAT-uptake of LDL, have an upregulated WAT NLRP3 inflammasome/IL-1f pathway.
Finally, adjustment for WAT IL-1f secretion eliminated the association of plasma apoB to C-
peptide secretionivgrr and delayed postprandial plasma clearance of fat but did not affect its

association to IS (M/Iclamp) and IL-1Ra. Subcutaneous WAT has a major role in plasma clearance
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of fat in the postprandial state. Following the ingestion of a meal, the trapping versus the release
of lipoprotein-lipase-released dietary NEFAs in human subcutaneous WAT was reported to be
almost absent at fasting, to increase to 100% at 1 hour, and to return to 10-30% at 6 hours
postprandially®. Upregulation of WAT NLRP3 inflammasome/IL-1 pathway in WAT by LDL
inducing WAT dysfunction may be a mechanism linking plasma apoB to delayed postprandial
clearance of fat. Moreover, given that chronic influx of lipids promotes lipotoxicity, IR and
dysfunction in peripheral tissues including pancreatic 3-cells (4), it may explain why adjustment
for WAT IL-1f secretion eliminates the association of plasma apoB to elevated glucose-induced
C-peptide secretion. Alternatively, human pancreatic B-cells express LDL receptors (59).
Binding and internalization of LDL by B-cell induce cellular dysfunction and apoptosis (60-62).
While not assessed in the present work, uptake of native LDL may also upregulate the IL-13
secretion in B-cell inducing their dysfunction.

In conclusion, we report here for the first time that native LDL upregulate IL-1f3
secretion from human WAT, primarily by acting as priming signals of the NLRP3
inflammasome. These findings may explain the increased risk factors for, and incidence of, T2D

in subjects with elevated plasma apoB.
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Table 1: Anthropometric and metabolic parameters of the study population

Women
Men (N=11) P value
(N=21)

Fasting anthropometric and metabolic parameters
Age (years) 59.5+£6.6 573 +8.2 0.147
Weight (kg) 79.4+13.9 100.5 +18.0 0.001
BMI (kg/m?) 31.2+53 323+49 0.577
Waist (cm)? 97.2+14.9 111.1+12.9 0.015
Hip (cm) 109.9 £ 16.7 112.0+13.5 0.716
Fat mass (kg) 36.5+10.7 334+ 11.7 0.469
Lean body mass (kg) 41.8+4.9 63.4+93 <0.001
Android fat mass (g) 3172 £ 1166 3545+ 1419 0.432
Gynoid fat mass (g) 5852 + 1372 4990 £ 2191 0.181
Android/gynoid (g/g) 0.53+£0.11 0.72+0.10 <0.001
Resting metabolic rate (kcal/d) 1324 + 265 1862 + 309 <0.001
SBP (mm Hg) 123+ 14 123+£9 0.984
DBP (mm Hg) 76 + 8 75+8 0.672
Plasma apoB (g/L)° 1.02 +£0.22 1.12+0.28 0.263
Plasma cholesterol (mmol/L)® 523+0.73 5.00+0.93 0.464
Plasma non-HDL-C (mmol/L)® 3.59+£0.79 3.95+0.96 <0.001
Plasma LDL-C (mmol/L)® 3.06 £0.67 3.14+0.74 0.769
Plasma HDL-C (mmol/L)P 1.64+0.38 1.06 +0.21 <0.001
Plasma TGs (mmol/L)° 1.16 £0.51 1.79 £ 0.88 0.019
Plasma NEFAs (mmol/L)° 0.653+0.195 0.416+0.150 0.002
Plasma ApoA-I (g/L)° 1.70 £ 0.24 1.43+0.22 0.005
Plasma IL-1Ra (pg/ml)° 501 +319 341 +£231 0.199
Botnia Clamp
Fasting plasma glucose (mmol/L) 5.10 +0.67 5.07 +0.50 0.921
Fasting plasma insulin (uWU/mL)® 12.1+8.3 150+94 0.390
Fasting plasma C-peptide (ng/ml)® 1.67+0.92 1.83 £0.83 0.609
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HOMA-IR (mmol/L) x (uU/mL)° 2.87 +2.60 3.59+2.47 0.533
1*" phase GIISivrT (LU/mL)° 501 +423 606 + 316 0.511
2" phase GIISwverr (WU/mL)° 1901 + 1665 2710+ 1916 0.238
Total GIISwverr (LU/mL)? 2411 +2034 3113 +2123 0.399
1** phase C-peptidervarr (ng/mL)© 35.7+20.9 38.8+12.7 0.722
2" phase C-peptiderverr (ng/mL) ¢ 214+ 134 224 + 81 0.854
Total C-peptiderverr (ng/mL) ¢ 250 + 154 263 +91 0.834
IS (M/Ictamp (mg/kg*min) /(uwU/ml))¢ 0.084 £ 0.047  0.081 £ 0.040 0.896
Postprandial fat metabolism and WAT NLRP3 inflammasome
AUCgn TGs (mmol/L)° 10.84 + 3.98 19.59+£7.98  <0.001
Fasting baseline WAT IL-1f secretion (pg/mg)°  0.015+0.021  0.013 +0.009 0.708
LPS/ATP-stimulated fasting WAT IL-1B

9.41 +4.88 16.53 £21.75 0.202

secretion (pg/mg)°

Data are presented as mean + SD. Data analyzed using unpaired Student's T test. Significant
findings hold for data with high variability when performing non-parametric sensitivity analysis.
afor n=20 women, “for n=10 men, *for 16 women, 9 men, 4for »=9 men, *for n=17 women, 9 men
due to missing data. ApoA-I, apolipoprotein A-I; apoB, apolipoprotein B; AUC, are under the

curve; BMI, body mass index; DBP, diastolic blood pressure; GIR , | glucose infusion rate;

clamp

GISygrr, glucose-induced insulin  secretion; HDL-C, HDL cholesterol;, HOMA-IR,

homeostasis model assessment of insulin resistance; IL-1p, interleukin-1beta; LDL-C, LDL

cholesterol; M/Iclamp’ glucose infusion rate/ insulin; NEFAs, non-esterified fatty acids; non-

HDL-C, non-HDL cholesterol; SBP, systolic blood pressure; TGs, triglycerides; WAT, white

adipose tissue.
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Table 2: Association of fasting anthropometric and metabolic parameters with primary outcomes in study population (N=21 women

and N=11 men)

Parameters Baseline  Fasting  1%‘phase 2"phase  Total 1t phase 2" phase Total M/1 AUCen
fasting  plasma GIIS GIIS GIIS  C-peptide C-peptide C-peptide  clamp®  plasma
WAT  IL-1Ra®  orr© wGrT wGrt®  secretion  secretion  secretion TG
IL-1p* IVGTT® IVGTT® IVGTT®
Anthropometric parameters
BMI -0.05 0.43* 0.24 0.56%* 0.53** (.32 0.48** 0.47%* -0.49** 0.27
Total fat -0.05 0.61%*  0.21 0.61** 0.57%*%  0.42* 0.60** 0.58%* -0.55%* 0.24
Android fat -0.09 0.56%*  0.27 0.58%* 0.54%*%  0.42* 0.57%* 0.55%* -0.59%* 0.32
Gynoid fat -0.08 0.61*%*  0.31 0.57%* 0.58**  0.38* 0.59%* 0.57%* -0.48%* 0.13
Android/ gynoid -0.03 0.02 0.12 0.23 0.16 0.25 0.18 0.19 -0.35 0.42*
Waist circumference  0.34 0.29 0.18 0.54%* 0.47%*  0.30 0.44* 0.42* -0.46*  0.42*
Hip circumference -0.23 0.46* 0.21 0.45* 0.41* 0.30 0.47%* 0.45* -0.34 0.20
Fasting lipoprotein parameters
ApoB 0.47* 0.62**  0.27 0.30 0.32 0.35 0.38* 0.38* -0.43* 0.54**
ApoAl -0.28 -0.02 -0.47* -0.36* -0.35 -0.35 -0.22 -0.24 0.07 -0.53%*
Total cholesterol 0.26 0.49* -0.08 -0.05 -0.02 0.05 0.13 0.13 -0.25 0.10
Non HDL-C 0.39 0.65**  0.10 0.16 0.17 0.21 0.26 0.25 -0.38* 0.48%*
LDL-C 0.39 0.54* 0.03 0.04 0.06 0.14 0.18 0.17 -0.28 0.28
HDL-C -0.33 -0.21 -0.36* -0.41%* -0.38*  -0.32 -0.25 -0.26 0.26 -0.75%*
TG 0.11 0.30 0.21 0.35 0.32 0.22 0.38 0.26 -0.38* 0.69**
NEFA -0.21 0.48* 0.12 -0.02 0.07 0.13 0.15 0.15 0.03 -0.30

* for p <0.05 and ** for p < 0.01 by Pearson correlation. Units of presented parameters are equivalent to those in Table 1. *for n=17

women and 9 men, "for n=16 women 9 men, “for »=9 men, ‘for =10 men due to missing data.

172



Table 3: Step-wise forward regression analysis to predict risk factors for T2D using fasting plasma lipoprotein-related parameters

after adjustment for fasting baseline WAT IL-1p secretion (N=17 women and 9 men).

Dependent variable Steps Independent variables Coefficients Adjusted P value
(SE) R?
Plasma IL-1Ra? WAT IL-18 secretion 0.11 0.101
1 + apoB 653.0 (106.0) 0.74 <0.001
1% phase GIISvGrT® WAT IL-1B secretion -0.05 0.776
2" phase GIISvgrr WAT IL-18 secretion -0.05 0.834
Total GIISivgrr® WAT IL-1p secretion -0.04 0.712
1t phase C-peptide secretionvgrr® WAT IL-18 secretion -0.05 0.847
2" phase C-peptide secretionvgrr® WAT IL-18 secretion -0.05 0.862
Total C-peptide secretionrvgrr® WAT IL-18 secretion -0.05 0.901
M/ILctamp® WAT IL-18 secretion -0.05 0.970
1 + apoB -0.342 (0.083) 0.18 0.001
2 + LDL-C 0.077 (0.025) 0.43 0.003
AUCen TG WAT IL-1 secretion 0.00 0.314
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1 +HDL-C 13.7 (2.7) 0.53 <0.001

Independent variables entered in stepwise forward regression analyses were fasting plasma apoB, LDL-C, HDL-C, NEFA and apoA-

1. (* N=12 women and ® N=7 men, and °N=8 men due to missing data). ApoB, apolipoprotein B; AUC, are under the curve; GIISygrr,

glucose-induced insulin secretion; IL-1p, interleukin-1beta; IVGTT, intravenous glucose tolerance test; M/Iclamp, glucose infusion

rate / insulin; TGs, triglycerides; WAT, white adipose tissue.
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Figure 1: Pearson correlation of fasting plasma apoB to 1st phase GIISivgrT (A) and
C-peptide secretionivgrT (B), 2nd phase GIISivarT (C) and C-peptide secretionrvgrt (D), total
GIISwvarr (E) and C-peptide secretionivgrt (F), insulin sensitivity (G) and postprandial plasma
clearance of fat (H). Panels A, B, d and F in 16 women and 9 men, panel C and H in 21

women and 10 men and panels E and G in 21 women and 9 men.
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Figure 2: Pearson correlation of fasting plasma apoB to fasting baseline WAT IL-1f3

secretion (A) and fasting plasma IL-1Ra (B). Panel A in N=16 women and 9 men and panel B

in N= 15 women and 9 men due to missing data and one outlier point in each panel.
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Figure 3: Fasting WAT IL-1p secretion at baseline (medium alone) and in the
presence of native LDL (1.2 g apoB/1) (A), WAT IL-1f secretion in the presence of
LPS+ATP, medium alone, medium+ATP, LDL+ATP, LPS+medium, or LPS+ATP as in
methods (B), Fasting versus 4h-postprandial baseline WAT IL-1f secretion (C), 4h-
postprandial WAT IL-1f secretion in the presence of LPS+ATP, medium alone,
medium+ATP, LDL+ATP, LPS+medium, or LPS+ATP as in methods (D). * for p<0.01 and
*## for p<0.001 compared to baseline, and * for p<0.05 and %% for p<0.01 compared to ATP by
Wilcoxon's matched-pairs signed rank test (A) or by Friedman's test with Dunn's multiple

comparison test (B and D).
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Supplementary figure 1: Pilot kinetic studies to optimize experimental conditions

using LPS and ATP and secretion of IL-

1B from fasting white adipose tissue (WAT).

Incubation of WAT with: LPS concentration curve for 6 hours followed by ATP for 20 min at

5 mmol/L, N=1 (A); 1 ug/mL LPS time curve followed by ATP for 20 min at 5 mmol/L, N=1

(B); 0.3 pg/ml LPS for 6 hours followed by ATP concentration curve for 20 minutes, N=3

(C); 0.3 pg/ml LPS for 4 hours followed by 3 mmol/L ATP time-curve, N=2 (D). All
experiments presented in this paper used LPS (0.3 ug/mL, 4h) and ATP (3 mmol/L, 3h) as

positive controls for priming and activation of WAT NLRP3 inflammasome. LPS was used

for 4 hours for practical reasons considering the total time required to complete the priming

and activation experiments on 4h-postprandial WAT (~ 8 hours).
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Chapitre 6 : Discussion

Les résultats de cette thése s'inscrivent dans une approche visant a prévenir l'apparition
ou traiter les facteurs de risque du DT2. Dans le modéle du développement du DT2 élaboré dans
la revue de littérature, le mode de vie et I'environnement diabétogeénes interagissent avec
I'homéostasie métabolique et inflammatoire, déclenchant I'apparition des facteurs de risque du
DT2. Parmi ceux-ci, les principaux reliés a I'homéostasie glucidique et lipidique sont la
résistance a l'insuline, I'hypersécrétion d'insuline, la clairance plasmatique réduite des gras

alimentaires et la dysfonction du TAB.

L'article «High plasma apolipoprotein B identifies obese subjects who best ameliorate
white adipose tissue dysfunction and glucose-induced hyperinsulinemia after a hypocaloric
diet» confirme d'abord I'hyperinsulinémie, la résistance a l'insuline et la dysfonction du TAB
(tel que mesuré ex vivo par I'hydrolyse et le captage d'un substrat de triglycérides marqués) chez
les sujets avec un taux €levé d'apoB-lipoprotéines. Ces résultats sont en accord avec l'association
transversale entre 1'apoB plasmatique et la dysfonction du TAB observée dans la portion pilote
de cette ¢tude, publiée durant ma maitrise (4). Plus important encore, la découverte principale
de cet article est que ces sujets en surpoids et obeses avec apoB plasmatique élevée améliorent
suite a la dicte hypocalorique de 6 mois leur hyperinsulinémie et leur dysfonction du TAB,
indépendamment des changements en composition corporelle, alors qu'aucune amélioration de
ces facteurs de risque n'a été observée chez ceux avec apoB plasmatique normale. Cette étude
confirme dans une population mixte les résultats d'une étude précédente de notre groupe ou
l'apoB plasmatique pré-intervention était associée a la RI pré-intervention et a son changement

suite a une perte de poids induite par di¢te hypocalorique (190). Alors que dans la présente
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¢tude nous n'avons pas pu confirmer de réduction de la RI lors de l'analyse par groupe d'apoB
plasmatique, nous avons observé une association dans la population totale entre l'apoB
plasmatique initial et 'amélioration de la RI et I'hyperinsulinémie. Ceci pourrait étre imputable
a un moindre apoB plasmatique initiale dans notre étude, combiné a une bonne qualité
alimentaire initiale. A son tour, cela expliquerait I'absence de diminution de 1'apoB plasmatique
dans le groupe avec apoB plasmatique ¢levée suite a la diéte hypocalorique dans notre étude.
D'un autre c6té, les travaux publiés durant ma maitrise avaient décrit un effet aigu des apoB-
lipoprotéines en tant qu'inhibiteurs de la fonction d'hydrolyse et de captage des acides gras par
le TAB (4). L'amélioration de la fonction du TAB suite a l'intervention dans le groupe avec
apoB ¢élevée suite a l'intervention hypocalorique ne pourrait étre expliquée par cet effet aigu des
apoB-lipoprotéines car nous n'avons pas observé de réduction de I'apoB plasmatique dans ce
groupe. La fonction du TAB a donc été améliorée suite a la dicte hypocalorique par un autre

mécanisme.

L'inflammation reliée au systeme IL-1f a un réle important dans l'induction des facteurs
de risque du DT2. En effet, des études chez la souris (84, 85, 235) ont décrit qu'une activité
augmentée de l'inflammasome NLRP3 induit la résistance a l'insuline systémique. Cette relation
a été confirmée chez I'humain, ou une réduction de l'expression d ARNm de I'I[L-13 et NLRP3
dans le TAB sous-cutané¢ des patients ob¢ses diabétiques est associé a l'amélioration de la
résistance a l'insuline suite a une intervention sur le mode de vie (85). De méme, chez des
patients DT2, les thérapies avec IL-1Ra recombinant (Anakinra) ou anticorps anti-IL-1f3
réduisent 1'hémoglobine glyquée (132, 236, 237) et restaurent partiellement la sécrétion

d'insuline (132, 237) avec un effet conservé jusqu'a 39 semaines apres le traitement(238).
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L'injection d'Anakinra chez les patients obéses insulinorésistants a démontré des bénéfices

similaires sur l'indice de disposition (239).

Les niveaux circulants d'IL-1Ra, indiquant une inflammation systémique associ¢e au
systtme IL-1(3, sont associés prospectivement a une incidence augmentée de DT2 (240).
L'article #2 de ma thése, intitulé «Plasma IL-1Ra: linking hyperapoB to risk factors for type 2
diabetes independent of obesity in humansy», a ajouté des preuves que les niveaux circulants
d'IL-1Ra sont associés a la résistance a l'insuline et I'hyperinsulinémie. Cette association avec
la résistance a l'insuline a d'ailleurs ét¢ confirmée par d'autres équipes pour l'indice HOMA-IR
(240, 241). Aussi, nous avons démontré que les niveaux circulants d'IL-13 sont associés a
I'hyperinsulinémie. La découverte principale de cet article est que l'apoB plasmatique est
associée aux niveaux d'IL-1Ra circulants et que l'association de 1'apoB plasmatique a la
résistance a l'insuline et I'hyperinsulinémie est dépendante des niveaux d'IL-1Ra. Une analyse
par groupe d'apoB plasmatique indique que la résistance a l'insuline, I'hyperinsulinémie et I'IL-
1Ra sont plus élevés chez le groupe avec apoB plasmatique élevée par rapport au groupe avec
apoB plasmatique basse. L'ajustement pour I'lL-1Ra y élimine les différences de groupe. Ces
résultats confirment une activité systémique précoce du systeéme IL-1 durant ces étapes

d'installation des facteurs de risque du DT2 chez les sujets avec apoB plasmatique élevée.

Toutefois, a notre connaissance, aucun signal métabolique n'a été identifi¢ a ce jour pour
expliquer l'initiation de l'activité de l'inflammasome NLRP3 dans le TAB chez les sujets non-
diabétiques arborant un mode de vie et/ou un environnement diabétogéne. Cette thése supporte
un rdle des apoB-lipoprotéines dans 1'amorc¢age du systéme IL-13 du TAB humain. L'article #3

intitulé «Native LDL upregulate the NLRP3 inflammasome in human white adipose tissue»
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présente a cet effet trois preuves, soit que 1'apoB plasmatique élevée est associée positivement
a une activité¢ de l'inflammasome NLRP3 du TAB. De plus, l'ajout de LDL sur les biopsies de
TAB augmente la sécrétion d'IL-1p et il y agit en tant que signal d'amorcage. Cet amorcage du
systtme IL-1fB par les apoB-lipoprotéines est donc un mécanisme potentiel expliquant
l'induction de la résistance a 1'insuline, 1'hyperinsulinémie, la clairance plasmatique réduite des

gras alimentaires et la dysfonction du tissu adipeux.

6.A Implication des différents types cellulaires du tissu adipeux
blanc dans la réponse observée

Considérant la réponse d'amorcage du systeme IL-1[3 par les apoB-lipoprotéines, il
convient de se questionner sur les contributions respectives des différents types cellulaires du
TAB humain. Les résultats de cette thése ne permettent pas non plus d'inférer qu'un type
cellulaire seul est responsable de la réponse observée ; celle-ci pourrait aussi étre le résultat
d'une intermodulation entre les types cellulaires. L'activit¢ du systéme IL-1p chez les
macrophages mene in vitro a la dysfonction mitochondriale (242) et ex vivo a la résistance a
l'insuline chez les adipocytes humains (243). In vivo chez les sujets avec syndrome métabolique,
on observe une activité augmentée du systeme IL-1p dans le TAB sous-cutané ainsi que
davantage de macrophages résidents (244). Il semble que l'expression d'IL-1f et d'IL-1Ra soit
10 fois plus élevés dans la fraction stroma-vasculaire que dans les adipocytes matures, que ce
soit dans le TAB sous-cutané ou viscéral (245), suggérant que les adipocytes ne sont
probablement pas les seuls acteurs dans l'activité du systeme IL-13 du TAB. D'un autre coté, les
¢tudes ne sont pas concluantes sur la capacité ou l'incapacité des adipocytes a sécréter 1'lL-1[3.

Les adipocytes humains expriment ' ARNm de NLRP3 et ASC et cette expression est associée
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a I'obésité (246). Durant la différenciation des adipocytes de la lignée primaire issus d'un patient
atteint du syndrome Simpson-Golabi-Behmel, ' ARNm de I'[L-1f reste exprimé alors qu'elle
diminue chez les adipocytes primaire humains (84). D'un autre c6té, aucune étude n'a démontré
a notre connaissance la capacité des adipocytes humains a sécréter 1'lL-1p. Il semble donc que
les macrophages et la fraction stroma-vasculaire soient aptes a sécréter I'lL-1f et sont des acteurs
importants dans la sécrétion d'IL-1f3 par le TAB que nous avons observée. Les adipocytes
humains expriment toutefois le monocyte chemoattractant protein 1 dans le TAB en réponse a
I'IL-1B (247). 1ls pourraient ainsi participer un recrutement des macrophages dans le TAB et
ainsi expliquer une partie de I'effet chronique des apoB-lipoprotéines sur le systéme IL-1[3 du
TAB. En sus, il est intéressant de noter que nos résultats n'ont pas détecté d'effet en tant que
signal d'activation (signal 2) des LDL natifs sur le systéme IL-1[3 dans le TAB humain. Ceci est
en contraste avec les macrophages de la plaque athérosclérotique, ou le LDL natif est un signal
d'activation du systeme IL-1f3 (248). Pour mieux comprendre les causes de cette différence, il
serait intéressant de vérifier si les adipocytes du TAB évitent ou protégent de cet effet

d'activation en dérivant le contenu lipidique des LDL natifs vers la gouttelette lipidique.

6.B Signaux endogénes d'activation de l'inflammasome NLRP3

dans le tissu adipeux blanc humain

Dans nos résultats, la sécrétion d'IL-13 est observée dans le TAB humain simplement
en présence de LPS, le signal canonique d'amorgage. Cette observation confirme chez I'humain
le résultat obtenu chez les souris (249). Une explication possible est que des signaux endogenes
d'activation semblent présents dans le TAB humain. Quelques hypothéses sur la nature de ces

signaux sont présentées ici. D'abord, les adipocytes sont une source importante d'acides gras
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non-estérifiés. La présence de palmitate, représentant prés de 22% des acides gras non-estérifiés
en circulation (250), peut agir en signal d'amorgage dans les macrophages (251) et d'activation
dans les macrophages (126) et le TAB (126). Si ces acides gras expliquent l'activation observée
dans le TAB ex vivo humain, les sujets avec apoB plasmatique élevée sont alors plus a risque
d'activation du systéme IL-1B dans le TAB, car des résultats obtenus durant ma maitrise
supportent un réle inhibiteur des apoB-lipoprotéines sur la capacité de captage des acides gras
non estérifiés par le TAB ex vivo (4). Ainsi, les apoB-lipoprotéines pourraient mener a une
augmentation des acides gras non-estérifiés localement dans le TAB et indirectement fournir un
signal d'activation. En deuxiéme candidat, un faible taux de coenzyme Q10 mitochondrial, dont
la voie de biosynthése endogene est en aval de I'hydroxyméthylglutaryl-CoA réductase, est
observé dans le TAB insulinorésistant humain tel que déterminés par la mesure des AGNE
circulants a la fin d'un clamp hyperinsulinémique (252). Une expérience de sauvetage est
d'ailleurs possible par la supplémentation en MitoQ, une formulation de coenzyme Q10 ciblant
les mitochondries. Elle inhibe 1'activation de I'inflammasome en empéchant la liaison de NLRP3
a Thioredoxin Interacting Protein, une protéine libérée en présence de stress oxidatif et capable

d'activer directement NLRP3 (253).

6.C Composition des LDL natifs dans la réponse observée

L'effet des LDL natifs sur I'amorgage de I'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain
entraine la question suivante : quelle composante des LDL pourrait expliquer cette réponse?
Plusieurs possibilités sont ici présentées. De prime abord, dans la circulation, on retrouve des
particules de LDL minimalement modifiées, qui sont davantage électronégatives et oxidées

(254). L'oxidation des LDL par les espéces réactives en oxygeéne affecte les protéines ainsi que
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l'acide linoléique (255), relativement abondant sur les LDL (206). L'oxidation des LDL
augmente leur affinit¢ pour CD36 et leur induction en tant que signal d'amorcage de
l'inflammasome NLRP3 (83). L'¢lectronégativité des LDL augmente aussi leur contenu en
AGNE (256). A ce sujet, une étude sur le contenu en AGNE des LDL y a mesuré un ratio de
0,02:1 palmitate non-estérifié:protéine (g:g) de sujets sains, ratio qui augmente a 0,25:1 (g:g)
chez des sujets DT2 (257). Bien que la relation entre le palmitate non-estérifi¢ des LDL et
l'inflammasome NLRP3 n'ait pas été étudié, il a été démontré que le palmitate non-estérifié lié
a l'albumine peut agir en signal d'amorcage de 1'inflammasome NLRP3 dans les macrophages
humains (251) et les adipocytes (258). Ensuite, le contenu en cholestérol des LDL est un autre
¢lément ayant été associ¢ a I'amorcage de l'inflammasome NLRP3 dans les macrophages (259),
un mécanisme impliquant la dysfonction lysosomale (101). D'autre part, l'induction de ce
dernier meéne a l'amorcage de l'inflammasome NLRP3 dans les adipocytes murins (260).
Finalement, le LPS, signal d'amorcage classique de l'inflammasome NLRP3, est retrouvé li¢ au
LDL circulant par une interaction entre 1'apoB, la LPS-binding protein et le LPS (261, 262). Ici
encore a notre connaissance, personne n'a investigué si le LPS lié¢ aux LDL natifs peut amorcer

I'inflammasome NLRP3 dans le TAB humain.

6.D Impact de ces résultats sur les thérapies préventives du
diabéte de type 2

L'identification de ce mécanisme impliquant les apoB-lipoprotéines dans I'amorcage du
systeme IL-13 dans le TAB humain permet d'évaluer sous un regard nouveau certaines thérapies
préventives actuelles ou potentiellement futures du DT2.Voici une liste non exhaustive de ces

approches.
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6.D.1 Réduire les facteurs de risque du diabéte de type 2 par les

interventions hypocaloriques

D'abord, tel qu'évalué dans l'article « High plasma apolipoprotein B identifies obese
subjects who best ameliorate white adipose tissue dysfunction and glucose-induced
hyperinsulinemia after a hypocaloric diet », 1a di¢te hypocalorique induisant une perte de poids
moyenne de 7% ciblant les sujets avec apoB plasmatique ¢élevée permet de réduire
I'hyperinsulinémie et d'améliorer la fonction du TAB indépendamment des changements de
composition corporelle. Concernant la résistance a l'insuline, d'autres équipes ont démontré une
amélioration lors d'interventions hypocaloriques. L'équipe de Magkos a démontré qu'une perte
de poids de 5% permet 1'amélioration de la SI du TAB, du foie et des muscles squelettiques
lorsqu'évaluée par isotopes stables durant le clamp hyperinsulinémique euglycémique. Chez ces
meémes sujets, la perte de poids ultérieure de 11% a 16% améliore davantage la SI des muscles
squelettiques (263). De méme, les participantes de I'¢tude MONET ont amélioré leur SI suite a
l'intervention hypocalorique (190). Notre ¢tude n'a pas pu détecter d'effet sur la SI suite a
l'intervention chez les sujets avec apoB plasmatique €élevée, mais il est possible que cela soit di
a une moindre puissance statistique et la correction pour comparaisons multiples. Un des
mécanismes par lesquels ces sujets ont amélioré leurs facteurs de risque du DT2 pourrait étre la
diminution de I'expression de l'inflammasome NLRP3 dans le TAB. Celle-ci a été observée
chez des hommes diabétiques suite a une di¢te hypocalorique couplée avec exercice (85). Une
réduction de I'expression d'ARNm de I'lL-13 du TAB est aussi observée chez les sujets obéses
avec IMC moyen de 43 kg/m? suite a la chirurgie laparoscopique avec mise en place d'anneau
gastrique ajustable menant a une perte de poids moyenne de 19% (86). Qu'en est-il des niveaux

d'IL-1Ra? Les résultats de 1'étude précédente n'avaient pas démontré de changement de
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I'expression d ARNm d'IL-1Ra du TAB (86). A l'inverse, la diéte trés faible en calorie menant
a une perte de poids de 6% sur 28 jours a mené a une augmentation de l'expression d'ARNm de
I'IlL-1Ra dans le TAB de sujets obéses (148). Toutefois, une autre étude a démontré que chez
des sujets avec IMC initial moyen de 34 kg/m?, les niveaux circulants d'IL-1Ra augmentaient
durant la diéte tres faible en calorie d'un mois menant a une perte de poids de 4.4%. Puis, apres
la diete hypocalorique de deux mois suivie d'une stabilisation de poids de trois mois (menant a
une perte de poids totale de 9.7%), les niveaux d'IL-1Ra observés correspondaient alors aux
valeurs initiales (264). L'amplitude de la perte de poids pourraient expliquer ces différences, tel
que démontré une autre étude sur la perte de poids successive durant 6 mois chez des sujets avec
IMC initial de 38 kg/m?, démontrant une augmentation de l'expression des voies inflammatoires
innées a 5% et 10% de perte de poids puis leur réduction a 15% de perte de poids (263).
Malheureusement, aucune de ces études n'a inclue les niveaux d'apoB plasmatique des sujets
lors des interventions, empéchant d'y vérifier une relation. Toutefois, un regard vers les études
ayant démontré une réduction de I'apoB plasmatique lors de dictes hypocaloriques modérées
(1300 a 1700kcal/jour) et séveres (600 a 800 kcal/jour), tel que révisé par Lamantia et al (265),
permet de suggérer une réduction potentielle de 1'apoB plasmatique qui, cumulée a l'effet causal

des apoB-lipoprotéines sur I'amorcage du systeme IL-1P présenté dans cette thése, pourrait

expliquer la réduction de I'expression d' ARNm de I'IL-1f ou de I'lL-1Ra dans le TAB.

6.D.1 Diminuer I'apoB plasmatique par les statines

Bien que l'utilisation des statines, des inhibiteurs de I'hydroxyméthylglutaryl-CoA
réductase, pour réduire I'apoB plasmatique semble étre une solution envisagée pour son faible

cout et sa facilité de prescription, plusieurs essais cliniques ont démontré une augmentation de
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l'incidence du DT2 chez les sujets sous traitement de statines (266). Pour réconcilier cette
observation avec nos résultats liant I'apoB au risque de DT2, il faut considérer d'autres aspects
des statines, notamment leur potentiel d'induction de l'inflammasome NLRP3. En effet, les
statines potentialisent la relache d'ATP induite par traitement au LPS chez les monocytes THP-
1 et les macrophages murins dérivés de la moelle osseuse, menant & une augmentation de la
sécrétion d'IL-1B (249, 267). Ce mécanisme d'activation par les statines, si applicable aux
macrophages résidents du TAB et cumulé a nos données indiquant le rdle des apoB-
lipoprotéines en tant que signaux d'amorgage chez les sujets avec apoB plasmatique élevée,
pourrait-il induire une activation supplémentaire du systéme IL-13 dans le TAB? Cette
hypothése serait en accord avec 1'augmentation de la sécrétion d'IL-1f par le TAB ex vivo murin
dans un médium avec LPS lors de I'ajout de fluvastatine. De méme, l'insulinorésistance du TAB
a été observée lors du traitement in vivo chez ces souris C57BL/6 (249). Ce mécanisme pourrait
avoir un impact d'autant plus important si 'on considere 1'effet activateur des statines sur la voie

du LDL récepteur (268), ce qui augmente l'internalisation des apoB-lipoprotéines.

L'effet sur le risque de DT2 d'un autre hypocholestérolémiant augmentant l'activité de la
voie du LDL récepteur, les anti-proprotéine convertase subtilisine/kexine type 9 (PCSK9), est
aussi incertain. La PCSK9 est une protéine chaperone qui augmente le recyclage et la
dégradation du LDL récepteur, diminue le transport du LDL du milieu extracellulaire vers le
lumen acidique des endosomes et la libération intracellulaire du cholestérol (268). Une méta-
analyse récente sur les anti-PCSK9 a démontré une augmentation modeste de la glycémie et de
I'HbAlc dans un suivi médian de 1,5 ans (269). Toutefois, aucun effet sur l'incidence de DT2,
la glycémie a jeun ou 1'hémoglobine glyquée n'a été détecté lors de I'étude FOURIER d'une

durée médiane de 2,2 ans chez des patients avec maladie cardiovasculaire sous statines (270).
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Cet effet des anti-PCSK9 sur l'incidence de DT2 reste 1'objet de débats (271, 272) et de plus
longues études semblent nécessaires pour y répondre lorsqu'on considére les résultats d'une
¢tude de randomisation mendélienne associant les variants perte-de-fonction de la PCSK9 a une
augmentation de la glycémie et du risque de DT2 (273). Pour investiguer la voie de LDL
récepteur, notre équipe a étudiée le role de la PCSK9 plasmatique en combinaison a 1'apoB
plasmatique sur les facteurs de risque du DT2. Nos travaux ont démontré que le ratio
plasmatique apoB/PCSK9, dont une valeur élevée est un index de l'influx des apoB-
lipoprotéines dans les tissus, est associé aux désordres cardiométaboliques tels que la résistance
a l'insuline, la clairance plasmatique réduite des gras alimentaires et la dysfonction du TAB
(232). L'analyse de régression linéaire pas-a-pas, ajustée pour I'IMC, a automatiquement
sélectionné une faible PCSK9 afin d'améliorer la puissance des modeles contenant 1’apoB de
prédiction de la résistance a l'insuline et la dysfonction du TAB (232). Si l'internalisation des
apoB-lipoprotéines est une étape nécessaire a leur effet d'amorgage sur le systéme IL-13 du
TAB, cet influx pourrait-il potentialiser I'activité du systeme IL-1B? L'expression d ARNm d'IL-
1B dans les cellules mononuclées sanguines périphériques de sujets collectées aprés un repas
riche en gras est supérieure chez les sujets avec variants perte de fonction de la PCSK9 (274).
A cet effet, les études sur les macrophages dans le contexte de I'athérosclérose peuvent apporter
des ¢léments de preuve supplémentaire. Le LDL modifié peut lier les TLR et activer les voies
signalétiques pro-inflammatoires en aval (114). L'implication de la voie du LDL récepteur dans
l'activité du systeme IL-1B est confirmée par la réduction de l'inflammation, incluant
l'expression d'ARNm d'IL-1f, dans les macrophages isolés de la cavité péritonéale de souris
Ldlr”~ soumises a une diéte riche en gras, malgré 1'augmentation des taux circulants d'apoB-
lipoprotéines (259).
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Dans l'essai CANTOS, ayant démontré que I'ajout de Canakinumab (anticorps
monoclonal anti-IL-13) réduit les événements cardiovasculaires chez des patients sous
traitement de statines avec historique d'infarctus du myocarde et hsCRP > 2mg/L (275),
l'incidence de diabéte n'a pas été réduite chez les participants normoglycémiques (n=1 044) ni
prédiabétiques (n=4 960) durant une période de suivi médiane de 3,7 années. Pourtant, chez les
prédiabétiques, une réduction temporaire de I'HbAlc a été observée 6 a 9 mois suivant
l'initiation du traitement. Les auteurs suggerent que l'utilisations d'agents moins ciblés inhibant
la voie NF-kB pourrait étre plus efficaces dans la prévention du DT2 (276). En ce sens,
l'utilisation des acides gras oméga-3 pour cibler l'inflammation systémique et dans le TAB chez

les patients avec apoB plasmatique élevée est discutés ci-bas.

6.D.2 Réduire I'apoB plasmatique, les facteurs de risque du diabéte de type
2 et I'activité du systéme interleukine-1f et par la supplémentation en acides
gras oméga-3

La supplémentation en acides gras oméga-3, spécifiquement l'acide eicosapentaénoique
(EPA) et I'acide docohexanoique (DHA) d'origine marine pourrait aussi €tre une thérapie pour
la réduction du risque de DT2 chez les patients avec apoB plasmatique ¢élevée. Une récente
revue d’études randomisées-controlées par notre groupe de recherche a révélé que les acides
gras oméga-3 a dose de 3.2 a 3.4g/jour EPA:DHA 1.2:1 ou 4g EPA/jour seulement peuvent
diminuer l'apoB plasmatique chez les patients hyperlipidémiques, surtout chez ceux
hypertriglycéridémiques (265). Toutefois, cet effet ne semble pas reproductible dans toutes les
populations, notamment celles normolipidémiques (277). Par exemple, 1'étude de Chan a
démontré qu'une supplémentation de 6 semaines (4 g/j d'huile de poisson dont 1.8 g d'EPA et

1,36 g de DHA) chez 12 hommes obé¢ses hypercholestérolémiques insulinorésistants est
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suffisante pour diminuer les taux de VLDL ainsi que d'apoB liée au VLDL suite a une réduction
de la production hépatique postprandiale de VLDL, malgré une absence d'effet sur le
catabolisme fractionnel de 1'apoB des VLDL, IDL et LDL (278). Aucun essai thérapeutique n'a
déterminé jusqu'a maintenant si cette supplémentation peut réduire I'apoB spécifiquement chez
les patients avec apoB plasmatique élevée (i.e. apoB > 1.2 g/L ou > 75™ percentile de la

population Canadienne).

La supplémentation en acides gras oméga-3 pourraient améliorer la clairance
plasmatique des gras postprandiaux et la fonction du TAB. En effet, une revue systématique
supporte que la supplémentation en huile de poisson améliore la clairance plasmatique des gras
postprandiaux et augmente I'expression d ARNm de la LPL, incluant celle du TAB sous-cutané
(279), suggérant une amélioration de sa fonction. Cet effet pourrait étre dii a une activité
PPARalpha augmentée par les oméga-3, stimulant 1'élément de réponse au PPAR en amont du
gene de la LPL (280). Comment expliquer ces résultats apparemment contradictoires avec ceux
de I'¢tude de Chan ci-haut? En fait, cette derni¢re avait aussi observé une augmentation de la
conversion des VLDL vers les IDL puis LDL (278), ce qui est cohérent avec une augmentation
de l'activité de la LPL sur ces lipoprotéines. D'un autre coté, cette conversion augmentée des
VLDL, IDL et LDL favorise des particules LDL plus larges (281), ce qui pourrait & son tour

affecter leur effet sur la fonction du TAB.

A noter, deux études suggérent que la supplémentation en oméga-3 pourrait diminuer
les niveaux circulants de PCSK9 (282, 283), suggérant un effet sur la voie du LDL récepteur.
Cette étude n'avait toutefois pas publi¢ les niveaux d'apoB plasmatique suite a 'intervention, et

donc I'effet sur le ratio apoB/PCSK9 est inconnu. Chez la souris, la supplémentation en oméga-
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3 prévient I'hyperplasie, I'hypertrophie et l'infiltration de macrophages tout en induisant la

biogenese mitochondriale et I'adiponectine (284).

Concernant le systeme IL-1p, les oméga-3 réduisent par des mécanismes indépendants
1) la liaison de I'endotoxine au récepteur Toll-like, 2) sa cascade en aval par le facteur de
différentiation myéloide 88 menant a la translocation de NF-kB au noyau et 3) la liaison de NF-
kB aux séquences d'ADN cibles et la transcription des génes (285). Les oméga-3 diminuent chez
les rats soumis a la diete riche en gras l'expression de NLRP3, IL-1f3 et Caspase-1 (286). De
plus, comme I'IL-1f active NF-«B elle aussi via MyD88 (285), les oméga-3 peuvent inhiber la
boucle de rétroactivation d'un systéme IL-1f actif (287). Dans la circulation systémique, le taux
de DHA plasmatique est inversement associ¢ a celui d'IL-1Ra (288). Les oméga-3 diminuent le
stress du réticulum endoplasmique du TAB chez les souris soumises a une dicte riche en gras et
y restaurent la sensibilité a l'insuline (289). Ils inhibent aussi l'activation de l'inflammasome
NLRP3 en augmentant l'autophagie chez les macrophages (290), un phénoméne associé¢ a un

risque augmenté de maladie cardiovasculaire.

Des essais cliniques récents ont examiné si la supplémentation en oméga-3 peut
diminuer le risque cardiovasculaire dans diverses populations a l'aide d'un ester d'acide
eicosapentaénoique formulé pour la prescription, I'é¢thyl-EPA. Cette formulation permet une
pharmacocinétique prédictible en enrichissement des érythrocytes en EPA et en réduction des
TG plasmatiques (291). L'étude REDUCE-IT a confirmé chez 8000 patients que la prise de 2g
bid d"éthyl-EPA jusqu'a 6,2 ans mene a une réduction de 25% des événements cardiovasculaires
dans une population sous statine, avec ou sans DT2, avec triglycérides a jeun de 1,52 a 5,63

mmol/L et LDL-C de 1,06 a 2,59 mmol/L (292). Elle a rapporté une diminution de 1'apoB
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plasmatique de 6,7% mais n'a pas détecté d'effet de l'intervention sur les 128 incidences de
diabétes combinées dans les groupes ; il faut noter que ces parameétres ne sont pas des critéres
d'évaluation principaux ni secondaires de 1'étude (292). La réduction de 19% des événements
coronariens majeurs avait précédemment été observée dans 1'étude JELIS sur la supplémentation

en EPA 1.8 g/jour dans une population japonaise sous statines (293).

Une méta-analyse des études prospectives sur les habitudes alimentaires a démontré une
réduction de l'incidence de DT2 chez les gens consommant davantage de poisson gras, mais
cette relation n'est pas toujours reproductible en ce qui concerne la consommation d'acides gras
oméga-3 (294). Toutefois, la plupart de ces études n'ont pas mesuré directement la
biodisponibilité des acides gras oméga-3 par leur enrichissement dans les phospholipides
plasmatiques ou les érythrocytaires (295). En effet, les sujets dans le quartile élevé de
phospholipides-EPA et -DHA plasmatiques ont un risque de DT2 fortement réduit sur 10 ans (-
36% apres corrections pour plusieurs facteurs confondants tels le sexe, I'age, I'MC et 'activité
physique) (296). De plus, les sujets avec phospholipides-EPA et -DHA plasmatiques ¢élevés ont

un moindre risque de DT2 malgré un taux élevé d'AGNE circulants (297).

6.D.3 Autres neutraceutiques associés a une diminution de I'apoB
plasmatique ou une inhibition du systéme interleukine-1f3

Outre les oméga-3, les effets d'autres molécules d'origine alimentaire pourraient
constituer des thérapies intéressantes. Le resvératrol diminue l'apoB plasmatique chez des
patients sous statines (298). Chez les souris soumises a une dicte riche en gras, I'administration
de resvératrol diminue l'activation de l'inflammasome NLRP3 dans le foie et améliore la

glycémie et 'THOMA-IR (299, 300). Elle inhibe aussi l'activation de 1'inflammasome NLRP3
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dans les macrophages dérivés de la moelle osseuse murins en diminuant la production
mitochondriale de ROS (300, 301). L'ester phénétylique d'acide caféique, un phénol enrichi dans
la propolis d'abeilles, n'a pas été étudi¢ en regard a la réduction d'apoB plasmatique, mais il
diminue 1'oxidation des LDL in vitro (302) et lie directement I'ASC et dans les monocytes
humains, diminuant l'activation de l'inflammasome NLRP3 (303). La quercétine est un autre
phénol n'ayant pas été étudié pour la réduction de l'apoB plasmatique, mais elle réduit
l'expression de ' ARNm d'apoB dans la lignée cellulaire intestinale Caco-2 (304) et augmente
l'expression et l'activité du LDL récepteur de la lignée cellulaire hépatocytaire Huh7 (305). Sa
supplémentation chez plusieurs modéles murins diminue l'activation de l'inflammasome NLRP3
via une réduction du taux d'acide urique circulant (306) ainsi que 1'expression de NLRP3, ASC
et procaspase-1 (301). Il faut noter qu'aucun effet de ces précédents neutraceutiques sur le
systéme IL-1P n'a été confirmé dans le TAB humain. Finalement, la niacine est un agent
hypocholestérolémiant avec de multiples effets bénéfiques en regards aux mécanismes étudiés
dans cette theése. Son administration réduit 1'apoB plasmatique en inhibant la production d'apoB-
lipoprotéines hépatiques et en en augmentant le catabolisme (307). La niacine augmente la
production d'adiponectine chez 1'humain (308), réduit la lipolyse du TAB humain (309),
l'activité de NF-«B et 1'expression d'IL-1f dans le TAB de souris soumises a une diéte riche en
gras (310). Toutefois, sa supplémentation chez I'humain diminue la sécrétion d'insuline gluco-
stimulée (311), ce qui semble di a une action directe sur les cellules B (312); isoler les effets

bénéfiques de la niacine sur le foie et le TAB de son effet sur la cellule 3 pourrait ainsi constituer

une approche thérapeutique intéressante afin de diminuer I'amor¢age du systéme IL-1f3.
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Chapitre 7 : Conclusion

Le contexte général de cette theése se situe dans 1'explication de 'apparition des facteurs
de risque du DT2 chez des sujets autrement considérés en bonne santé. Des travaux précédents
avaient associé¢ le nombre d'apoB-lipoprotéines en circulation a la présence de facteurs de risque
du DT2, notamment la résistance a l'insuline, 'hyperinsulinémie, la dysfonction du TAB. Les
résultats de cette thése montrent d'abord que les sujets avec apoB plasmatique élevée ont une
meilleure réponse en réduction des facteurs de risque du DT2 suite a la diéte hypocalorique.
Deuxi¢mement, les associations entre I'apoB et I'hyperinsulinémie et la résistance a l'insuline
sont dépendantes de 1'activation chronique du systeme IL-1f telle que mesurée par les taux
circulants d'IL-1Ra. Ceci suggere que le systeme IL-1 pourrait étre impliqué dans la relation
entre 1'apoB plasmatique élevée et le risque de DT2. Troisiémement, 1'apoB plasmatique est
associ¢ée dans le TAB humain a une activité chronique du systetme IL-1f et les apoB-
lipoprotéines agissent causalement en signal d'amorcage et induisent la sécrétion d'IL-1[.
L'induction de la sécrétion d'IL-1f3 par le TAB stimul¢ par les apoB-lipoprotéines est un nouveau
mécanisme qui pourrait expliquer I'apparition de la résistance a l'insuline, I'hyperinsulinémie, la
dysfonction du TAB et l'incidence augmentée du DT2 chez les sujets avec apoB plasmatique
¢levée. La considération de ce mécanisme pourrait mener a des approches novatrices dans la
prévention du DT2 chez les sujets avec apoB plasmatique élevé, notamment par l'inhibition du

systeme IL-1f dans le TAB.
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