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Résumé

L’obésité est définie comme un surplus de masse adipeuse. Cette condition
représente un probleme de santé publique devenu pandémique dans les pays industrialisés.
Elle prédispose a des maladies potentiellement mortelles comme le diabéte de type 2, les

maladies cardiovasculaires et la stéatose hépatique non-alcoolique.

L’accumulation du tissu adipeux intra-abdominal, formé d’adipocytes, est corrélée
avec la résistance a D’insuline. L’augmentation de la masse adipeuse se fait par
I’hyperplasie des préadipocytes, la différenciation des préadipocytes en adipocytes et
I’hypertrophie des adipocytes. La différenciation des préadipocytes se fait selon
I’adipogenese qui est régulée par une multitude de facteurs, mais qui est inhibée pas les
stimuli inflammatoires qui sont aussi responsables de la résistance a I’insuline et de

I’apparition des problémes de santé liés a 1’obésité.

Nous avons identifi¢ un nouveau systéme de régulation autocrine/paracrine de
I’adipogenese dans les cellules du tissu adipeux. Le pyroglutamylated RF-amide peptide
(QRFP), qui était connu pour son role dans la régulation de I’appétit, est un activateur de
I’adipogenése par D’activation de son récepteur, le G protein-coupled receptor 103
(GPR103). Le QRFP est exprimé dans les macrophages et les adipocytes alors que le
GPR103 de sous-type b est exprimé dans les adipocytes seulement. Un traitement des
adipocytes avec le QRFP augmente le captage des acides gras, 1’accumulation de lipides
ainsi que I’expression et 1’activité de I’enzyme LPL. Le QRFP augmente aussi I’expression
des genes des transporteurs d’acides gras CD36 et FATP1, de I’enzyme activatrice d’acides
gras ACSL1 et des facteurs de transcription PPAR-y et C/EBP-a, qui sont tous impliqués
dans I’adipogenese. En plus de ses effets sur I’adipogenese, le QRFP possede aussi un effet

inhibiteur sur I’activité lipolytique induite par les catécholamines.

Nous avons montré que 1’expression du QRFP est diminuée dans le tissu adipeux

des souris obeses. Selon nos résultats, cette diminution pourrait étre expliquée par une
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augmentation des endotoxines circulantes chez les obeses, appelée endotoxémie
métabolique, qui agirait, entre autres, par I’induction des interférons dans les macrophages.
Les voies de signalisation de ces effets ont aussi €té identifiées. Nous avons montré un

autre exemple de stimulus inflammatoire qui régule les signaux adipogénes a la baisse.

Mots-clés : GPR103, QRFP, obésité, adipocytes, macrophages, adipogenéese, endotoxémie

métabolique, interférons, inflammation
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Abstract

Obesity is defined as an excess of fat tissue mass. Obesity is a public health problem
which became pandemic in developed countries. The condition of obesity predisposes to
potentially fatal diseases like type 2 diabetes, cardiovascular diseases and non-alcoholic

steatohepatitis.

The increase in intra-abdominal adipose tissue mass is intimately associated with
the development of insulin resistance. An increase in fat tissue mass occurs by
preadipocytes hyperplasia, preadipocytes differentiation into adipocytes and adipocyte
hypertrophy. The differentiation of preadipocytes occurs during adipogenesis and is
regulated by multiple factors but inhibited by inflammatory stimuli that are responsible for

insulin resistance and the emergence of obesity-related dysfunctions.

We identified a new autocrine/paracrine system of regulation of adipogenesis in
adipose tissue cells. The pyroglutamylated RF-amide peptide (QRFP), previously known
for its role in the regulation of appetite, is an activator of adipogenesis by activating its
receptor, G protein-coupled receptor 103 (GPR103). QRFP is expressed in adipocytes and
macrophages whereas the GPR103 subtype b is expressed in adipocytes only. Treatment of
adipocytes with QRFP increases fatty acids uptake, lipid accumulation, LPL enzyme
expression and activity. QRFP upregulates gene expressions of fatty acids transporters
CD36 and FATPI, of the fatty acid activating enzyme ACSL1 and of transcription factors
PPAR-y and C/EBP-q, which are all involved in adipogenesis. In addition to its effects on
adipogenesis, QRFP shows an inhibitory effect on lipolytic activity induced by

catecholamines.

We have shown that QRFP expression is decreased in adipose tissues of obese mice.
According to our results, this decrease could be explained by an increase of circulating
endotoxins in obesity, called metabolic endotoxemia, which mediate its effect, in part, by

the induction of interferons in macrophages. Signaling pathways of these effects have been
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identified. We demonstrated another example of inflammatory stimulus downregulating

adipogenic signals.

Keywords : GPR103, QRFP, obesity, adipocytes, macrophages, adipogenesis, metabolic

endotoxemia, interferons, inflammation
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SOCS, suppressor of cytokine signaling
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SREBPIlc, sterol regulatory element-binding protein Ic
STAT, signal transducer and activator of transcription
TAB, TAK-binding protein

TAK1, transforming growth factor-f-activated protein kinase 1
TANK, TRAF family member-associated NF-kB activator
TBK1, TANK-binding kinase 1

TCF7L1, T cell-specific transcription factor 7-like 1
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TGF-B, transforming growth factor-f§
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TIRAP, TIR- domain-containing adapter protein

TIR, toll/IL-1 receptor

TLE3, transducin-like enhancer 3

TLR-4, toll-like receptor-4

TLRs, toll-like receptors

TNF-o., tumor necrosis factor-o

TNF-R, tumor necrosis factor receptor

TRADD, tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain protein
TRAF6, tumor necrosis factor receptor-associated factor 6
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TRIF, TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-§
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Tyk2, tyrosine kinase 2

TZDs, thiazolidinediones

Ubc13, ubiquitin conjugating enzyme 13

UCP-1, uncoupling protein -1

Uevl1A, ubiquitin conjugating enzyme variant 14
VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1
VEGTF, vascular endothelial growth factor
VLDL, very low density lipoprotein

VMH, ventromedial hypothalamus, hypothalamus ventromédian
WAT, white adipose tissue, tissu adipeux blanc
WT, wild type

ZFP423, zinc-finger protein 423
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Chapitre I : Introduction

Dans le but d’établir le contexte dans lequel nos études ont été faites, cette thése
débutera avec une introduction sur 1’obésité et ses conséquences métaboliques. L’emphase
sera portée sur les facettes de I’obésité qui ont été abordées par nos €tudes. Par la suite, une
description plus détaillée sera faite le sujet principal de cette these : le pyroglutamylated
RF-amide peptide (QRFP) et son récepteur, le G protein-coupled receptor 103 (GPR103).
La partie méthodologie et résultats sera présentée sous forme d’articles scientifiques. Suivra
une discussion sur les résultats et les perspectives de nos études, de méme qu’une

discussion sur I’impact de nos découvertes sur le traitement pharmacologique de 1’obésité.



1. L’obésité et ses conséquences métaboliques

L’obésité est une maladie reconnue par 1’Organisation mondiale de la santé (Heshka
& Allison, 2001) et qui est en expansion fulgurante parmi les pays industrialisés. L’obésité
affecte plus de 400 millions d’adultes dans le monde, selon les estimations parues en 2005.
Les adultes considérés avec un surplus de poids sont au nombre de plus de 1,6 milliards. La
pandémie n’épargne pas les enfants avec 20 millions des moins de 5 ans qui ont un surplus
de poids. Les prédictions pour 2015 font état de 2,3 milliards d’adultes en surplus de poids
et 700 millions d’obeses dans le monde (Farag & Gaballa, 2011).

Un surplus de poids est défini comme un indice de masse corporelle (IMC) compris
entre 25 et 30 kg/m®. L’ obésité est, quant a elle, décrite comme un IMC supérieur a 30
kg/m”. L’obésité est un facteur de risque pour le développement de pathologies associées
comme le diabéte de type 2 (DT2), les maladies cardiovasculaires et la stéatose hépatique
non-alcoolique. Etant donné la morphologie variable des personnes et la distribution
différentielle de leur masse graisseuse, le seul critere de 'IMC peut étre trompeur pour
juger de I’¢tat de santé d’une personne. On tente plutoét de diagnostiquer le syndrome
métabolique (SMet) comme facteur de risque de ces pathologies métaboliques associées a

I’obésité (Leroith, 2012).

Les critéres exacts définissant le SMet n’ont pas toujours fait I’objet d’un consensus
dans la littérature. Dans le but d’harmoniser la définition du SMet, I’ International Diabetes
Federation, I’ American Heart Association, la National Institute of Heart, Lung and Blood,
la World Heart Federation, 1’International Atherosclerosis Society et 1’International
Association for the Study of Obesity ont publié une déclaration conjointe en 2009 (Leroith,
2012). Les critéres sont décrits dans le Tableau 1. La présence de 3 critéres sur 5 peut
définir le SMet. Le SMet peut ainsi étre décrit comme une entité qui comprend 1’obésité
abdominale, I’intolérance au glucose, les dyslipidémies et I’hypertension, 1’obésité étant le
facteur le plus souvent présent. Avec une prévalence entre 35 et 43%, le SMet est le plus

¢leve chez les personnes de race blanche (Leroith, 2012).



Tableau 1 : Criteres pour le diagnostic du SMet (Leroith, 2012)

Facteur de risque Niveau
Obésité abdominale
Tour de taille
Homme >102 cm
Femme > 88 cm
Triglycérides (mg/dL) > 150
HDL-C (mg/dL)
Homme < 40
Femme <50
Pression sanguine (mmHg) >130/>85
Glucose a jeun (mg/dL) >100

HDL-C : High density lipoprotein-cholesterol

Certaines maladies génétiques rares

sont connues pour causer le SMet. Les

molécules impliquées dans celles-ci seront mentionnées tout au long de cette these.

Cependant, le SMet est le plus souvent causé¢ par un mélange de facteurs génétiques et

environnementaux (Chung & Leibel, 2008).

1. 1. L’obésité

L’obésité et le surplus de poids sont causés par un exces d’entreposage de gras

corporel. Un apport énergétique nutritionnel supérieur a la dépense meéne au stockage de

cette énergie sous forme de TGs dans le tissu adipeux. Cette partie abordera les types de

tissu adipeux, les mécanismes de stockage (I’adipogencse et la lipogenese) ou de

distribution (lipolyse), la régulation de I’apport énergétique (I’appétit), les mécanismes de

contrdle du métabolisme (catabolisme vs anabolisme), un mécanisme de dépense

énergétique (la thermogenese) ainsi que le réle endocrinien du tissu adipeux (adipokines).
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1. 1. 1. Les tissus adipeux et leurs implications patho-

physiologiques

Le tissu adipeux est un tissu conjonctif composé principalement d’adipocytes. I1 est
aussi compos¢ des cellules de la fraction stromale vasculaire, c'est-a-dire les cellules
sanguines, incluant les cellules immunitaires, les cellules endothéliales, les péricytes, les
préadipocytes, les fibroblastes et les cellules nerveuses. La masse adipeuse est dépendante
de la grosseur des adipocytes (I’hypertrophie) et de leur nombre (1I’hyperplasie) (Spalding et
al., 2008). Alors qu’une hyperplasie du tissu adipeux résulte en une expansion
physiologique d’adipocytes fonctionnels, 1’hypertrophie entraine plutét une expansion

pathologique qui amene des dysfonctions associées avec I’inflammation (Sun ef al., 2011).

Noyau Mitochondries

Adipocyte Gouttelettes Adipocyte
blanc lipidiques Noyau brun

Figure 1 : Structure cellulaire des adipocytes blancs et bruns. Les adipocytes blancs et
bruns différent au niveau structural par leur forme, leurs goutelettes lipidiques et leurs

mitochondries. TGs, triglycérides.
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Il existe deux catégories de tissus adipeux : le tissu adipeux blanc (I’acronyme
anglais sera utilisé pour différencier les deux tissus : white adipose tissue, WAT) et le tissu
adipeux brun (brown adipose tissue, BAT). Le WAT a un role de réservoir d’énergie qu’il
entrepose sous forme de TGs dans les adipocytes blancs. Les adipocytes blancs ont une
forme sphérique et contiennent une grande gouttelette lipidique uniloculaire (Fig. 1). Le
BAT, qui est composé¢ d’adipocytes bruns, dissipe 1’énergie sous forme de chaleur, un
processus appelé thermogenése. Les adipocytes bruns ont une forme polygonale et
contiennent des gouttelettes lipidiques multiloculaires ainsi qu’une grande quantité de
mitochondries ce qui leur donne une coloration brune (Figure 1) (Ravussin & Galgani,

2011).

La distribution du tissu adipeux dans le corps dictera son impact patho-
physiologique. Ainsi, le WAT peut étre sous-divisé principalement en deux sous-
catégories : le tissu intra-abdominal (ou viscéral) et le tissu sous-cutané. Le tissu adipeux
intra-abdominal est situé¢ dans la cavité abdominale, en contact étroit avec les viscéres. Le
tissu adipeux sous-cutané est quant a lui localisé entre les muscles et la peau. Des
différences entre ces deux types de WAT existent au niveau de la composition cellulaire, de

la fonction endocrinienne et de 1’activité lipolytique (Ibrahim, 2010).

1. 1. 1. 1. Le tissu adipeux intra-abdominal (viscéral)

Le tissu adipeux intra-abdominal représente environ 10-20 % du gras total chez
I’homme et 5-8 % chez la femme (Wajchenberg, 2000). Malgré ce pourcentage minoritaire,
son accumulation est fortement corrélée avec les problémes associés a 1’obésité et le SMet
(Ibrahim, 2010). Ceci est la principale raison pourquoi le ratio tour de taille/tour de hanche
est un meilleur prédicateur du SMet que ’IMC. En fait, I’adiposité abdominale est un
prédicateur de la mortalité indépendant de I’'IMC (Kuk et al., 2006). Le tissu adipeux intra-
abdominal est composé¢ de différents dépdts tels que le gras omental, le gras mésentérique

et le gras retropéritonéal (Wajchenberg, 2000). Le tissu intra-abdominal est plus vascularisé
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et innervé que le sous-cutané. La circulation veineuse du gras intra-abdominal est drainée
par la veine porte qui se déverse directement dans le foie. C’est pourquoi un changement du

sécrétome de ce tissu adipeux aura un effet hépatique immédiat (Ibrahim, 2010).

Les adipocytes contenus dans le tissu intra-abdominal sont plus souvent
hypertrophiés. Ils sont gorgés de TGs et sont dysfonctionnels (Marin et al., 1992). 1ls sont
résistants a 1’insuline et ont une activité lipolytique plus ¢élevée. Il a ét¢é montré que les
adipocytes viscéraux sont plus sensibles aux stimulations lipolytiques B-adrénergiques et
moins sensibles aux effets anti-lipolytiques des récepteurs a2—adrénergiques et de 1’insuline
(Ibrahim, 2010). Ceci peut €tre expliqué par une plus faible expression des récepteurs a2—
adrénergiques dans ce tissu (Vohl ef al, 2004). En plus de I’effet sur la lipolyse, la

résistance a I’insuline se fait aussi sentir au niveau du captage du glucose (Ibrahim, 2010).

Les adipocytes du tissu viscéral expriment moins de facteurs de transcription
favorisant I’adipogenese, comme la CCAAT/enhancer binding protein-o. (C/EBP-a), et plus
de geénes du systtme WNT, comme Frizzled7, associés avec la répression de la

différentiation, comparativement aux adipocytes du tissu sous-cutané (Vohl et al., 2004).

Au niveau de la sécrétion d’adipokines, le tissu viscéral est plus actif que le tissu
sous-cutané. Il est aussi plus fortement infiltré par les cellules immunitaires. Ainsi
I’adiponectine, la C-reactive protein (CRP), le tumor necrosis factor-a (TNF-a),
I’interleukine-6 ~ (IL-6), la  monocyte  chemoattractant  protein-1  (MCP-1),
I’angiotensinogene et le plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) sont plus fortement

exprimés dans le tissu intra-abdominal que dans le sous-cutané (Ibrahim, 2010).

Une perte de poids présente une diminution (en %) plus rapide au niveau viscéral
qu’au niveau sous-cutané. La facon de perdre ce poids n’influe pas sur cette diminution

(Ibrahim, 2010).



1. 1. 1. 2. Le tissu adipeux sous-cutané

Le tissu adipeux sous-cutané représente environ 80% de la masse totale de gras
corporel. Contrairement au WAT intra-abdominal, le tissu sous-cutané est drainé par les
veines de la circulation, ce qui entraine moins de conséquences métaboliques directes. Les
adipocytes du tissu sous-cutané sont souvent petits et agissent comme des capteurs d’acides
gras libres (AGLs) pour empécher leur dépdt dans les tissus non-adipeux. Ils sont aussi plus
sensibles a 1’insuline que les adipocytes du tissu intra-abdominal qui sont souvent

hypertrophiés (Ibrahim, 2010).

Le tissu sous-cutané joue un role endocrinien moins important que le viscéral.
Toutefois, la leptine circulante est majoritairement sécrétée par les adipocytes sous-cutanés

(Ibrahim, 2010).

1. 1. 1. 3. Le tissu adipeux brun

Le BAT n’a pas un rdle de stockage d’énergie comme le WAT. Il joue plutot un role
de producteur de chaleur et est donc un consommateur d’énergie (Ravussin & Galgani,

2011).

Jusqu’a récemment, on croyait que le BAT chez I’humain n’était présent que chez le
nouveau-né. Pour assurer sa thermorégulation, le nouveau-né doit produire beaucoup de
chaleur d’ou la présence d’une appréciable quantité de BAT. Aprés seulement quelques
mois de vie, la thermogenese et la forte dépense énergétique qui y est associée diminuent.
La quantité¢ de BAT diminue progressivement avec le temps et c’est pourquoi on croyait ce
tissu absent chez I’adulte. Les nouvelles technologies, telle que la tomographie par
émission de positrons, ont permis de revisiter cette croyance en 2007 (Nedergaard et al.,
2007). L’humain adulte posséde deux types de dépot de BAT : les dépodts distincts et les
dépdts diffus. Les dépots distincts sont situés dans les régions supraclaviculaire-cervicale,
périrénale/surrénale et paravertébrale, autour des vaisseaux sanguins majeurs comme les
carotides, sous-clavieres, intercostales et rénales (Ravussin & Galgani, 2011). Les dépdts

diffus sont en coexistence avec les autres types cellulaires dans le tissu musculaire
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squelettique et le WAT. Les deux types de dépots sont soupgonnés de provenir de la
différenciation de types cellulaires différents avec une expression différentielle de genes,
notamment du myogenic factor 5 (Myf5) exprimé seulement dans les dépdts distincts
(Ravussin & Galgani, 2011). Au fur et a mesure que 1’obésité progresse, 1’activité

métabolique du BAT diminue (Stephens et al., 2011).

1. 1. 2. La régulation de ’appétit

L’apport nutritionnel représente un coté de la balance énergétique. Son contrdle a
donc un impact significatif sur 1’obésité. La régulation de 1’appétit consiste en une
intégration de signaux provenant de la disponibilité des nutriments, du poids corporel et de
I’adiposité. Ainsi, les signaux proviennent de multiples parties du corps pour agir sur le
systetme nerveux central (SNC). Les signaux régulant 1’appétit peuvent étre activateurs
(orexigeénes) ou inhibiteurs (anorexigeénes). L’intégration de ces signaux se fait
principalement au niveau de I’hypothalamus, mais aussi au niveau du complexe vagal
dorsal. Etant partiellement situé en dehors de la barriére sang-cerveau, le noyau arqué
(ARC) de I’hypothalamus est reconnu pour intégrer la multiplicité des signaux régulant

I’appétit (Small & Bloom, 2004).

Etant donné les multiples facteurs affectant I’appétit, le but de cette partie est de
comprendre les principaux mécanismes centraux agissants au niveau du noyau arqué
(ARC). 1 sera aussi question des facteurs périphériques qui modulent I’appétit. Les sites
d’expression des facteurs hypothalamiques régulant I’appétit au niveau du ARC sont

schématisés dans la Figure 2. Les sites d’actions sont résumés dans la Figure 3.

1. 1. 2. 1. Les signaux orexigenes

Plusieurs facteurs orexigenes centraux ont été identifiés dont le neuropeptide Y

(NPY), le agouti-related peptide (AGRP), les orexines, la melanin concentrating hormone
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(MCH), la galanine, les opioides endogenes et les endocannabinoides. Le QRFP fait aussi
partie de ce groupe. Provenant principalement de la périphérie, la ghréline et 1’adiponectine

sont aussi des hormones orexigenes (Arora & Anubhuti, 2006).

LatH PVN PVN LatH
e s . T
y \ Ghréline [ POME‘(&;TMSH) J y \
/ \ . \_ /  cART
| \ 3eme ] \
| \ ( DMH 7| | ventricule ( DMH , |
| NPY POMC (a-MSH) |
‘ GLPs "

\ | CART \ |
\ / \ /
\\( / \ /
ARC

SON SON

NPY POMC (a-MSH)
AGRP CART
Ghréline

Figure 2 : Sites d’expression des facteurs hypothalamiques régulant I’appétit. Les
facteurs orexigenes sont a gauche et en vert. Les facteurs anorexigeénes sont a droite et en
rouge. Le cocaine and amphetamine-regulated transcript (CART), dont I’effet sur ’appétit
n’est pas clair, est en brun. AGRP, agouti-related peptide; ARC, noyau arqué; DMH,
hypothalamus dorsomédian; GLPs, glucagon-like peptides; LatH, hypothalamus latéral; a-
MSH, a-melanocyte stimulating hormone; NPY, neuropeptide Y; POMC, pro-
opiomélanocortine; PVN, noyau paraventriculaire; SON, noyau supraoptique; VMH,

hypothalamus ventromédian. Figure inspirée de Parker et Bloom (Parker & Bloom, 2012).
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Figure 3 : Sites d’action des facteurs hypothalamiques régulant I’appétit. Les facteurs
et récepteurs orexigenes sont a gauche et en vert. Les facteurs et récepteurs anorexigenes
sont a droite et en rouge. Le cocaine and amphetamine-regulated transcript (CART), dont
I’effet sur I’appétit n’est pas clair, est en brun. Les récepteurs impliqués sont entre
parenthéses. AdipoR1, adiponectin receptor 1; Adpn, adiponectine; AGRP, agouti-related
peptide; ARC, noyau arqué; CCK, cholecystokinine; CCK-A, cholecystokinin-A receptor;
DMH, hypothalamus dorsomédian; GHS-R1a, growth hormone secretagogue-receptor la;

GLP-1, glucagon-like peptide-1; GLP-2, glucagon-like peptide-2; GLP-1R, glucagon-like
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peptide-1 receptor; GLP-2R, glucagon-like peptide-2 receptor; IR, insulin receptor; LepRs,
leptin receptors; LatH, hypothalamus latéral; MC3R, melanocortin-3 receptor;, MC4R,
melanocortin-4  receptor; o-MSH, a-melanocyte stimulating hormone; Oxynto,
oxyntomuduline; NPY, neuropeptide Y; NTS, nucleus of the solitary tract; POMC, pro-
opiomélanocortine; PVN, noyau paraventriculaire; PYY, peptide YY; SON, noyau
supraoptique; VMH, hypothalamus ventromédian; Y1, Y2, Y5, récepteurs Y1, Y2, Y5 du
NPY. Figure inspirée de Parker et Bloom (Parker & Bloom, 2012).

Le NPY est le peptide le plus abondant de 1’hypothalamus et est reconnu comme un
des facteurs les plus orexigenes (Edwards et al., 1999). Le noyau arqué (ARC) est le site
principal ou sont situés les neurones NPY positifs. Les neurones NPY projettent dans
d’autres noyaux de 1I’hypothalamus reconnus pour I’activation de I’appétit dont le noyau
paraventriculaire (PVN), I’hypothalamus dorsomédian (DMH) et Daire latérale de
I’hypothalamus (LatH). L’activation des neurones NPY positifs a aussi comme effet
d’inhiber par hyperpolarisation les neurones pro-opiomélanocortine (POMC) positifs et
GABAergiques du ARC qui médient un effet anorexigéne (Roseberry et al., 2004). Une
administration intracérébroventriculaire (ICV) de NPY chez le rat produit une
augmentation puissante et prolongée de la consommation de nourriture (Clark et al., 1984).
Une administration chronique meéne a I’hyperphagie, 1’obésité et une diminution de la
thermogenese (Stanley et al., 1986). L’expression hypothalamique du NPY se trouve a étre
augmentée dans des modeles animaux ou D’appétit est augmentée (Wilding et al.,
1993;Williams et al., 1989). Curieusement, les souris déficientes en NPY n’ont pas de
phénotype au niveau de I’appétit et du poids corporel dans des conditions normales
(Erickson et al., 1996). Leur appétit est cependant diminué lors d’un jeline, suggérant un

role biologique plus important dans cette situation (Bannon et al., 2000).

Le NPY lie les récepteurs couplés aux protéines G (RCPGs) Y1, Y2, Y4, Y5 et Y6.
L’effet orexigéne du NPY est médié par les récepteurs Y1 exprimés dans le ARC, le VMH,
le DMH, le PVN, le LatH et le noyau supraoptique (SON), ainsi que par les récepteurs Y5
exprimés dans le ARC, le PVN, le LatH et le SON (Parker & Bloom, 2012). Le récepteur
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Y2, exprimé dans le ARC, agirait comme un autorécepteur inhibiteur de la sécrétion du
NPY (Broberger et al., 1997). En état de jeline, I’expression des récepteurs diminue alors

que celle du NPY augmente (Kalra et al., 1991).

Le deuxieme facteur orexigéne d’importance dans le ARC est le AGRP. Le AGRP
est exprimé exclusivement dans le ARC et se colocalise avec les neurones NPY positifs. Le
AGRP agit comme un antagoniste endogene du melanocortin-3 receptor (MC3R) (Ollmann
et al., 1997) et un agoniste inverse du melanocortin-4 receptor (MC4R) (Nijenhuis et al.,
2001), qui sont deux récepteurs anorexigenes. L’injection de AGRP par la voie ICV
augmente la consommation de nourriture pour une longue période, jusqu’a une semaine
(Rossi et al., 1998). L’administration chronique méne a 1’obésité¢ (Small er al, 2001).
Comme dans le cas des souris déficientes en NPY, les souris déficientes en AGRP n’ont
pas de phénotype particulier au niveau du poids ou de I’appétit (Qian et al., 2002). Le
AGRP serait donc un modulateur de I’appétit, sans &tre nécessaire pour sa stimulation

(Parker & Bloom, 2012).

La ghréline est une hormone circulante sécrétée principalement par 1’estomac
(Kojima et al., 1999). La ghréline est aussi exprimée dans 1’hypothalamus au niveau du
ARC, du PVN et du SON (Mondal et al, 2005). Une administration centrale ou
périphérique de ghréline augmente la consommation de nourriture, le poids corporel et
diminue 1’utilisation des graisses (Tschop et al., 2000). La ghréline active le RCPG GHS-
Rla qui est exprimé, entre autres, dans le SON, le VMH, le ARC et le PVN (Parker &
Bloom, 2012). La ghréline agirait sur ’appétit par la production de NPY et de AGRP dans
le ARC (Chen et al., 2004). Les niveaux circulants de ghréline augmentent durant le jeine
et diminuent suivant un repas (Ariyasu et al., 2001). Les personnes obéses ont des niveaux

circulants diminués de ghréline (Tschop et al., 2001b).

L’adiponectine est une adipokine, elle est sécrétée principalement par les
adipocytes. Malgré que ses actions bénéfiques sur le métabolisme aménent une réduction

du poids corporel (Fruebis et al., 2001), il a ét¢é montré récemment que 1’adiponectine
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présente un effet orexigéne médié par le adiponectin receptor 1 (AdipoR1) exprimé dans le
ARC. Cette action serait dépendante de la sécrétion de I’AGRP (Guillod-Maximin et al.,
2009;Kubota et al., 2007).

1. 1. 2. 2. Les signaux anorexigénes

Les principaux facteurs anorexigénes centraux sont la a-melanocyte stimulating
hormone (0-MSH), les glucagon-like peptides (GLPs), le corticotropin releasing factor
(CRF), la sérotonine, 1’oxytocine et la neurotensine. Provenant de la périphérie, il y a les
GLPs, I’oxyntomoduline, le peptide YY (PYY), la cholecystokinine (CCK), le pancreatic
polypeptide (PP), la leptine, I’insuline et I’amyline.

La a-MSH est un produit de clivage post-traductionnel du géne POMC. Dans
I’hypothalamus, elle est exprimée dans le DMH, le PVN et le ARC (Parker & Bloom,
2012). Au niveau du ARC, la a-MSH se colocalise avec le cocaine and amphetamine
related transcript (CART). L’injection de a-MSH dans le ARC, le PVN ou le DMH ameéne
une diminution de la consommation de nourriture (Kim et al., 2000). La a-MSH active les
récepteurs MC3R et MC4R. Tel que mentionné précédemment, le AGRP agit comme un
antagoniste et un agoniste inverse, respectivement, de ces récepteurs. Au niveau
hypothalamique, le MC4R est exprimé dans le ARC, le PVN et le DMH (Kishi et al.,
2003). Le MC3R est, quant a lui, exprim¢ dans le ARC et le DMH (Roselli-Rehfuss et al.,
1993). Les souris déficientes en MC3R ont un poids corporel et une masse adipeuse un peu
plus élevés, mais sans hyperphagie, suggérant un réle moins important pour ce récepteur
dans I’appétit (Chen et al., 2000a). Les souris déficientes en MC4R montrent un phénotype
obése et hyperphagique (Huszar et al., 1997). Cependant, leur réponse a un agoniste des
récepteurs a la mélanocortine entraine une diminution de seulement 3% de ’appétit contre
20% pour les souris de type sauvage (Chen et al., 2000b). Mentionnons quelques maladies
génétiques en rapport avec la mélanocortine qui causent [’obésité. Les mutations
fonctionnelles du MC4R causent une obésité juvénile sévere et représentent environ 4% de

ces cas cliniques (Farooqi et al., 2000). De méme, le syndrome de déficience en POMC
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cause une obésité sévere précoce, une insuffisance surrénalienne et des cheveux roux
(Krude et al., 1998). La prohormone convertase 1 (PCI, aussi connu sous le nom de
proprotein convertase subtilisin/kexin type 1, PCSK1) clive le produit du géne POMC pour
produire 1’adrénocorticotrophine (ACTH). L’ACTH est ensuite clivé par Ia
carboxipeptidase E pour générer la a-MSH (Bicknell, 2008). La PC1 est aussi impliquée
dans le clivage de la proinsuline en insuline (Goodge & Hutton, 2000). Les personnes
déficientes en PC1 sont sévérement obeses, ont une déficience en glucocorticoides,

souffrent d’hypogonadisme et d’hypoglycémie postprandiale (Jackson et al., 1997).

Dans I’hypothalamus, le CART est exprimé dans le ARC, le PVN, le SON, le LatH,
le VMH et le DMH (Koylu et al., 1997). Dans le ARC, le CART se colocalise avec la
POMC. Dans le PVN, le CART se colocalise avec I’oxytocine et la vasopressine. Dans le
LatH, il se colocalise avec la MCH (Vrang et al., 1999). L’effet du CART sur I’appétit est
fortement controversé. L’injection de CART par voie ICV fait diminuer la consommation
de nourriture (Lambert et al., 1998). Au contraire, des injections locales dans différents
noyaux tels que le ARC, le VMH, le PVN, le SON, le DMH et le LatH ont résulté¢ en un
effet orexigene retardé (Abbott ef al., 2001). Les souris déficientes en CART ne démontrent
pas de phénotype au niveau de 1’appétit (Wierup et al., 2005). Le récepteur du CART n’a
pas ¢té identifié. Toutefois le CART semble avoir des effets sur I’hypothalamus et dans le
tronc cérébral, ce qui pourrait expliquer un effet différentiel sur 1’appétit selon la méthode

d’administration (Parker & Bloom, 2012).

Les GLPs proviennent du SNC et de la périphérie. Le GLP-1 et le GLP-2
proviennent du méme gene que le glucagon. Ils sont exprimés dans les cellules « L » de
I’intestin et dans le tronc cérébral. Suite a un repas, les GLPs sont sécrétés dans la
circulation par I’intestin. Ils sont impliqués dans plusieurs fonctions comme 1’homéostasie
du glucose, la vidange gastrique, la sécrétion d’insuline et la régulation de 1’appétit (Arora
& Anubhuti, 2006). L’administration centrale de GLP-1 (Kinzig ef al., 2002) ou de GLP-2
(Schmidt et al., 2003) amene un signal de satiété. La distribution du GLP-1 et du GLP-2
dans le SNC se colocalise parfaitement avec une grande concentration dans le DMH. Ayant

des récepteurs différents avec des patrons d’expression différents, le GLP-1 semble médier
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son effet par le PVN alors que le GLP-2 agirait sur le DMH (Tang-Christensen et al.,
2001).

Provenant du méme géne que les GLPs et le glucagon, I’oxyntomoduline est aussi
sécrétée par les cellules « L » suite a un repas (Ghatei et al., 1983). L’oxyntomoduline a un
effet anorexigéne qui semble étre partiellement dépendant du GLP-1R, le récepteur des
GLPs (Baggio et al., 2004). Toutefois, comme les effets centraux des GLPs et de
I’oxyntomoduline sont différents, il pourrait exister un récepteur pour I’oxyntomoduline

inconnu jusqu’a présent (Field et al., 2009).

Le PYY est de la méme famille que le NPY. Il existe sous deux formes circulantes,
le PYY 36 et le PYY3.36. Cette derniére est une forme qui résulte d’un clivage par la
dipeptidyl peptidase IV (Eberlein et al., 1989). Comme le NPY, les PYYs agissent sur les
récepteurs Y du NPY au niveau hypothalamique (Le Roux & Bloom, 2005).
L’administration centrale du PYY .36 semble avoir un effet orexigéne (Hagan, 2002). Le
PYY;.36 aurait toutefois un effet inhibiteur sur les neurones NPY positifs et un effet
activateur sur le neurones POMC positifs (Le Roux & Bloom, 2005). Comme les GLPs, le
PYY est aussi sécrété par les cellules « L » intestinales, surtout dans la partie distale de
I’intestin (Ekblad & Sundler, 2002). Le PYY est sécrété aprés un repas et atteint sa
concentration circulante maximale aprés 1-2 heures (Adrian ef al., 1985a). La quantité de
PYY sécrétée est proportionnelle a la valeur énergétique du repas (Lin & Chey, 2003).
L’administration de PYY diminue la consommation de nourriture, retarde la vidange
gastrique, retarde la sécrétion gastrique et pancréatique et augmente 1’absorption intestinale
(Adrian et al., 1985b;Batterham et al., 2002). La perfusion de PYY fait chuter les niveaux
plasmatiques de ghréline. Ainsi, le PYY3.36 servirait de signal de satiété signifiant la fin
d’un repas avec un effet indirect partiel sur la ghréline (Batterham et al., 2003). Chez les
personnes obeses, les niveaux de PYY circulants, avant et aprés un repas, sont plus bas

(Batterham et al., 2003).

La CCK est un peptide sécrété par les cellules « I » de la partie proximale de

I’intestin. Sa sécrétion est stimulée en réponse aux nutriments et sa concentration
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plasmatique reste élevée jusqu’a 5 heures apres le repas (Liddle et al., 1985). La CCK serait
un signal de satiété et influencerait la taille des repas (Crawley & Corwin, 1994). La CCK
agirait directement sur le SNC, notamment au niveau du LatH, mais aussi par I’entremise

du nerf vague (MacLean, 1985).

Le PP est sécrété par les cellules « F » situées en périphérie des ilots pancréatiques
et aussi par le colon (Ekblad & Sundler, 2002). La concentration plasmatique de PP
augmente aprés l’ingestion de nutriments et demeure élevée jusqu’a 6 heures aprés un
repas. Sa sécrétion est aussi proportionnelle a la teneur énergétique du repas (Track et al.,
1980). Son administration périphérique a pour effet de diminuer la consommation de
nourriture (Asakawa et al., 2006). Cet effet serait médi¢ en partie par le nerf vague
(Asakawa et al., 2003) et par le récepteur Y4 du NPY (Lin et al., 2009). Les souris
déficientes en PP n’ont toutefois pas de phénotype particulier au niveau du poids ou de

I’appétit (Wortley et al., 2007).

La leptine est une hormone produite par le géne ob (Zhang et al., 1994) et sécrétée
majoritairement par le tissu adipeux, mais aussi par 1’estomac, le placenta, les glandes
mammaires et le follicule ovarien (Trayhurn et al., 1999). La production de leptine correle
avec la masse adipeuse (Maffei et al, 1995). La leptine posseéde plusieurs effets
métaboliques qui seront décrits plus tard dans cette these. Chez le rongeur, une déficience
en leptine (ob/ob) ou en son récepteur (db/db) meéne a I’hyperphagie, a I’obésité et au DT2
(Coleman, 2010). Chez I’humain, il existe aussi des mutations de la leptine qui amenent
une obésité juvénile séveére et un hypogonadisme (Montague et al., 1997). La leptine
circulante est transportée a travers la barriere hémato-encéphalique par un mécanisme
saturable (Banks et al., 1996). Les récepteurs de la leptine, les LepRs qui incluent au moins
3 isoformes, sont exprimés dans I’hypothalamus, plus précisément dans le ARC, le PVN, le
DMH et le LatH (Arora & Anubhuti, 2006). La leptine aurait comme effet de diminuer la
sécrétion de NPY, de MCH, d’orexines et de AGRP et d’augmenter la sécrétion de a-MSH,
de CART et de CRH (Jequier, 2002).
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L’insuline est sécrétée par le pancréas suite a un repas (Polonsky et al., 1988). Les
niveaux circulants d’insuline sont proportionnels a 1’adiposité (Bagdade et al., 1967).
L’obésité viscérale est cependant associée avec une résistance a 1’insuline (Porte, Jr. ef al.,
2002). L’insuline pénétre la barriere hémato-encéphalique par I’entremise d’un transporteur
(Baura et al., 1993). Le récepteur de I’insuline (IR) est exprimé dans plusieurs régions du
cerveau, incluant le ARC, le PVN et le DMH (Marks et al, 1990). L’administration
d’insuline par voie ICV diminuerait I’expression du NPY et augmenterait I’expression de
POMC (Air et al., 2002;Benoit et al., 2002). La délétion sélective du IR dans le SNC

amene une obésité et une dyslipidémie (Bruning et al., 2000).

Comme I’insuline, I’amyline est sécrétée par les cellules B du pancréas en réponse a
un repas et posséde un effet anorexigene (Bhavsar et al., 1998). L’amyline semble médier
son effet central sur la area postrema du cerveau (Lutz, 2005). L’amyline semble agir par
la modulation de facteurs périphériques et centraux qui agissent sur I’appétit tels que la
CCK, le glucagon, les systemes sérotoninergique, histaminergique et dopaminergique

(Arora & Anubhuti, 2006).

1. 1. 3. La régulation du métabolisme par ’AMPK

L’adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK) est la protéine qui
controle le métabolisme d’une cellule. L’AMPK est une enzyme ubiquitaire de la famille
des kinases qui catalyse la phosphorylation de protéines-cibles dont [’activité sera
modulée. L’AMPK est maintenant reconnue pour son réle majeur dans la balance
énergétique, tant au niveau périphérique que central. En effet, elle régule le métabolisme
dans les tissus périphériques, mais aussi la consommation de nourriture au niveau du
systtme nerveux central. Elle joue le double réle de senseur et de régulateur du
métabolisme (Kahn et al., 2005). Globalement, I’activation de I’AMPK dans les tissus
périphériques active les voies cataboliques productrices d’adénosine triphosphate (ATP) et

inhibe les voies anaboliques consommatrices d’ATP. Au niveau central, cette activation
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ameéne une augmentation de la consommation de nourriture (Carling, 2004). Le role de
cette kinase semble primordial puisque des protéines homologues sont retrouvées dans tous

les organismes eucaryotes (Hardie, 2004b).

La régulation de I’activité de I’AMPK est contrdlée principalement par le rapport
adénosine monophosphate (AMP):ATP dans la cellule, c’est a dire son état énergétique
(Figure 3). Lorsque la quantité d’ATP est grande, ’ATP inhibe directement ’AMPK qui
peut lier ’AMP ou ’ATP de facon mutuellement exclusive. L utilisation de ’ATP par la
cellule méne a la formation de 1’adénosine diphosphate (ADP). Cet ADP est ensuite
transformé en AMP par 1’adénylate kinase (2 ADP«<ATP + AMP), une réaction presqu’a
I’équilibre (Hardie & Hawley, 2001). Ainsi, lorsque la consommation d’ATP est grande, le
rapport AMP:ATP augmente et ’AMPK est activée. L’ATP n’inhibe plus ’AMPK et
I’AMP active directement ’AMPK. L’AMPK peut aussi étre activée suite a sa
phosphorylation, sur la thréonine-172 chez les mammiferes, par une kinase en amont. La
liver kinase Bl (LKB1) et la calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2

(CaMKK?2) ont été identifiées comme des kinases de I’AMPK (Carling ef al., 2008).

Consommation d’ATP
Anabolisme

ATP ——— AMPK <——— AMP<€fe A P

kinase

Catabolisme
Production d’ATP

Figure 4: Régulation et effets de PAMPK. ADP, adénosine diphosphate; AMP,
adénosine monophosphate; AMPK, adenosine monophosphate activated kinase; ATP,

adénosine triphosphate. Figure modifiée de Hardie et al. (Hardie, 2004b).
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1. 1. 3. 1 Les modulateurs de activité de ’AMPK

Tous les stress cellulaires qui affectent le rapport AMP:ATP vont affecter I’activité
de I’AMPK. Ainsi, I’hypoxie, 1’ischémie, la déplétion de glucose intracellulaire,
I’empoisonnement métabolique et le stress oxydatif, qui ont tous pour effet de diminuer la
synthése d’ATP, activent I’AMPK (Hardie, 2004b). Un stress hyperosmotique a aussi pour
effet d’activer I’AMPK, sans toutefois avoir un impact sur le rapport AMP:ATP (Fryer et
al., 2002). Les effets de I’activation de I’AMPK sur différents tissus sont résumés dans la

Figure 5.
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Figure 5 : Les roles de ’AMPK dans les tissus. * L’action de I’insuline sur ’AMPK se
fait au niveau du cceur et de I’hypothalamus seulement. SNS, systéme nerveux

sympathique. Figure modifiée de Kahn et al. (Kahn ef al., 2005).
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L’exercice physique et la contraction musculaire stimulent de fagcon physiologique
I’activit¢ de ’AMPK. La stimulation de ’AMPK est proportionnelle a 1’intensité de
I’exercice. En plus de la forte consommation d’ATP, qui cause une augmentation du
rapport AMP:ATP, le rapport créatine:phosphocréatine activerait I’AMPK (Aschenbach et
al., 2004). L’exercice physique a aussi pour effet d’activer I’AMPK dans le foie et les tissus
adipeux. Cet effet serait médié par la sécrétion d’IL-6 par les muscles squelettiques et par la
diminution des substrats circulants (Kelly et al., 2004). L’activation de I’AMPK par
I’activité physique module I’expression de génes qui augmentent 1’oxydation des acides
gras, la biogenese des mitochondries et I’entrée de glucose dans les muscles squelettiques.
L’AMPK serait responsable de 1’expression des genes adaptatifs a I’entrainement. Il semble
donc que I’AMPK serait, en partie, responsable des effets bénéfiques de 1’activité physique
(Aschenbach et al., 2004). L’AMPK se trouve a étre activée par deux médicaments

antidiabétiques, la metformine et les thiazolidinediones (TZDs) (Fryer ef al., 2002).

La leptine est une adipokine qui contribue a la régulation de la consommation de
nourriture, le contréle du poids corporel et le métabolisme. Elle stimule 1’oxydation des
acides gras, le captage de glucose et empéche 1’accumulation des lipides dans les tissus
non-adipeux (Friedman & Halaas, 1998). La leptine active I’AMPK en périphérie d’une
facon directe, mais transitoire, mais aussi d’une fagon indirecte, mais prolongée, en
stimulant le systéme nerveux sympathique (SNS) dans I’hypothalamus. De facon directe, la
stimulation de I’AMPK par la leptine se fait via une augmentation du rapport AMP:ATP.
La stimulation indirecte de I’AMPK par le SNS se ferait via les récepteurs a-adrénergiques

musculaires, sans changement du rapport AMP:ATP (Minokoshi et al., 2002).

L’adiponectine est aussi une adipokine. Elle a pour effet d’augmenter 1’oxydation
des acides gras, l’entrée de glucose et d’inhiber la gluconéogenese (Berg et al.,
2001;Combs et al., 2001;Fruebis et al., 2001). La liaison de 1’adiponectine a ses récepteurs,
AdipoR1 dans le muscle squelettique et AdipoR2 dans le foie, stimule I’activité¢ de

I’AMPK. Cette activit¢ de ’AMPK est nécessaire pour médier les effets cellulaires de



21

I’adiponectine dans le muscle et le foie. Cette activation est associée a une augmentation du

rapport AMP:ATP (Yamauchi ef al., 2002).

La résistine est une adipokine sécrétée par les adipocytes chez les rongeurs. Cette
adipokine cause une inhibition de I’effet de I’insuline sur le foie et le muscle squelettique
(Rabe et al., 2008). 11 a ét¢ montré que la résistine diminue la phosphorylation de I’AMPK
dans le foie de rongeurs (Kahn et al., 2005). Cependant, la corrélation entre les niveaux de
résistine et les pathologies métaboliques chez I’humain reste trés controversée (Rabe ef al.,

2008).

L’insuline aurait un effet inhibiteur sur I’AMPK dans le cceur, alors qu’elle n’a
aucun effet sur ’AMPK dans les tissus adipeux ou les muscles squelettiques (Kahn et al.,

2005).

Les agonistes p-adrénergiques stimulent ’AMPK dans les adipocytes. Aussi,
comme mentionné précédemment, les agonistes a-adrénergiques, de méme que la plupart
des récepteurs couplés a la protéine Gaq, stimulent I’AMPK dans le muscle squelettique

(Kahn et al., 2005).

L’action de la ghréline sur I’AMPK périphérique est plutot complexe. La ghréline
lie le GHS-R1a, qui est couplé a la protéine Gaq. Dans le cceur, la ghréline semble stimuler
I’activité de I’AMPK. Au contraire, la ghréline semble inhiber 1’activité de I’AMPK dans le
foie et le tissu adipeux. La ghréline ne semble pas avoir d’effet sur I’activit¢ de ’AMPK

dans le muscle squelettique (Kola et al., 2005).

1. 1. 3. 2. Les effets périphériques de ’AMPK
L’AMPK agit sur le métabolisme des lipides en stimulant 1’oxydation des acides
gras. L’AMPK est connue pour phosphoryler et ainsi inhiber 1’acétyl-CoA carboxylase

(ACC) dans le muscle, le coeur et le foie. Cette enzyme contrdle la conversion de 1’acetyl-
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CoA en malonyl-CoA. La conséquence de I’inhibition de ’ACC est donc une diminution
du malonyl-CoA. Le malonyl-CoA ne peut donc plus exercer son inhibition sur la carnitine-
palmitoyl-CoA transférase 1 (CPT1). La CPT1 sert a faire la navette des acides gras a
longue chaine (AGLCs) entre le cytosol et la mitochondrie sous forme d’acylcarnitine.
Suite a I’activation de I’AMPK, les acyl-CoA peuvent ainsi servir de substrats pour la -
oxydation a I’intérieur de la mitochondrie et fournir de I’ATP pour la cellule. Certains des
effets de la leptine et de I’adiponectine sur le métabolisme des lipides seraient médiés par

ce mécanisme (Kahn et al., 2005).

Kinases en amont,
rapport AMP/ATP

"
l @
active . ) inactive

Acetyl-CoA ——» Malonyl-CoA

Acyl-CoA —\

CPT1

B-Oxydation
Mitochondrie

Figure 6 : Effet de PAMPK sur la B-oxydation. L’AMPK inactive ’ACC qui a un effet
inhibiteur sur I’entrée des acyl-CoA dans la mitochondrie, et donc sur la B-oxydation, via la

formation de malonyl-CoA. ACC, acétyl-CoA carboxylase; AMP, adénosine
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monophosphate; ATP, adénosine triphosphate; CPT1, carnitine-palmitoyl-CoA transférase

1. Figure modifiée de Kahn et al. (Kahn ez al., 2005).

L’AMPK médie d’autres mécanismes impliqués dans le métabolisme des lipides.
L’AMPK a comme substrat la 3-hydroxy-3-méthyl-glutaryl-CoA réductase (HMG-CoA
réductase), une enzyme importante dans la biosynthése des isoprénoides et du cholestérol.
L’AMPK phosphoryle et inactive la HMG-CoA réductase. L’AMPK a aussi des effets a
long terme dans le foie en réprimant 1’expression de I’ACC et de la fatty acyl synthase
(FAS), des enzymes qui servent a la synthése des acides gras a longue chaine (Hardie,
2004a). Dans le muscle cardiaque, I’AMPK va augmenter 1’expression et la translocation
du cluster of differentiation 36 (CD36) qui sert a I’entrée des acides gras dans la cellule
(Chabowski et al., 2006;Luiken et al., 2003). L’AMPK a aussi comme effet d’inactiver la
glycerol phosphate acyl transferase (GPAT) qui sert a la synthése des TGs (Hardie, 2003).

L’AMPK agit aussi sur le métabolisme du glucose par des mécanismes de
phosphorylation rapides et par la régulation de certains génes qui ont des effets a plus long
terme. Encore une fois, I’AMPK active le catabolisme et inhibe 1’anabolisme du glucose, et

ce, dans plusieurs tissus (Hardie, 2003).

Dans le muscle squelettique et le coeur, l’activation de ’AMPK mene a
I’augmentation de I’entrée du glucose dans la cellule en augmentant la translocation de son
transporteur GLUT4 a la membrane. L’AMPK augmente aussi la transcription du géne de
GLUT4 (Hardie, 2004a). Dans le muscle squelettique, la glycogéne synthase est aussi
directement inhibée par phosphorylation, inhibant ainsi la glycogenese (Kahn et al., 2005).
De plus, la transcription du geéne de 1’hexokinase, impliquée dans la glycolyse, est
augmentée. Dans le cceur, ’AMPK active directement la 6-phosphofructo-2-kinase,

augmentant la glycolyse (Hardie, 2003).
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Dans le foie, I’AMPK réprime la transcription des geénes d’enzymes impliqués dans
la gluconéogenese comme la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et la glucose-

6-phosphatase (Hardie, 2004a).

Il a été démontré dans un modele cellulaire de myocytes que I’AMPK phosphoryle
I’insulin receptor substrate-1 (IRS-1) sur un résidu sérine ce qui augmenterait la liaison de
la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) sur IRS-1. L’AMPK aurait donc un effet
sensibilisateur a I’insuline (Jakobsen ef al., 2001). L’AMPK a aussi un effet sur les cellules
B du pancréas en inhibant la sécrétion de I’insuline ainsi que I’expression de son gene

(Carling, 2004).

1. 1. 3. 3. Les effets centraux de ’AMPK

L’AMPK régule la consommation de nourriture au niveau hypothalamique
(Minokoshi et al., 2004). L’AMPK hypothalamique est régulée par les hormones et les
nutriments en circulation. Une AMPK active dans 1’hypothalamus, surtout au niveau du
ARC, amene un signal orexigene. L’activation de ’AMPK modulerait I’expression de
NPY, de AGRP, POMC et de CART. Les hormones orexigenes, comme la ghréline, les
glucocorticoides, 1’adiponectine, et I’hypoglycémie activent I’AMPK dans I’hypothalamus.
Le glucose et les hormones anorexigénes, comme la leptine, ’insuline, le GLP-1 et les
estrogenes, inhibent I’AMPK dans I’hypothalamus (Kahn et al., 2005). L’action orexigéne
de ’AMPK dans I’hypothalamus serait dépendante de son effet sur le métabolisme des
lipides, c’est-a-dire un effet dépendant de la voie ACC-malonyl CoA-CPT1 (Dzamko &
Steinberg, 2009).
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1. 1. 4. L’adipogenese

L’adipogenese désigne la transformation de cellules souches mésenchymateuses
(CSMs) en adipocytes (Figure 7). Les CSMs proviennent des cellules souches
embryonaires. Par la suite, les CSMs peuvent se différencier en chondrocytes, en
myoblastes, en ostéoblastes ou en préadipocytes. Malgré leurs fonctions différentes, les
adipocytes bruns et les adipocytes blancs partagent plusieurs étapes semblables de
différenciation. L’adipogenese se fait en deux étapes, I’engagement et la différenciation

terminale (Cristancho & Lazar, 2011).
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Figure 7: La différenciation des adipocytes. Les CSM peuvent devenir des
préadipocytes blancs ou un précurseur des préadipocytes bruns et des myoblastes selon
I’expression des génes Myf5 et PAX7. Le choix entre les préadipocytes bruns et les
myoblastes se fait selon I’expression de PRDMI16. CSM, cellule souche
mésenchymateuses; MyfS, myogenic factor 5; PAX7, paired-box 7; PRDM16, PR domain-
containing 16. Figure inspirée de Cristancho et Lazar (Cristancho & Lazar, 2011).

1. 1. 4. 1. L’engagement

L’¢étape de I’engagement est le passage des CSMs en préadipocytes. Les CSMs sont

des cellules pluripotentes qui se différencient pour s’engager vers la formation d’une cellule
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avec une fonction plus définie. Suite a cette étape, la cellule n’est pas complétement
différenciée, mais son destin est décidé. Dans le cas des préadipocytes blancs, il faudra une
stimulation adipogeéne pour compléter la différenciation terminale et devenir un adipocyte

blanc.

La formation de préadipocytes commence a se faire durant la partie tardive de la
gestation jusqu’a 1’adolescence (Tang et al., 2008). Rendu a 1’age adulte, le nombre de
préadipocytes varie peu avec un roulement de 10% par année (Spalding et al., 2008). Lors
d’une prise de poids induite par la dic¢te, le nombre d‘adipocytes augmente (Tchoukalova et
al., 2010). Lors de la perte de poids, le nombre d’adipocytes demeure le méme, mais leur

volume diminue (Faust et al., 1978).

Du point de vue cellulaire, les adipocytes bruns dans le BAT ont plus de
ressemblance avec les muscles squelettiques qu’avec les adipocytes blancs. Le facteur de
transcription Myf5 est exprimé dans les adipocytes bruns et les myocytes alors qu’il ne 1’est
pas dans les adipocytes blancs (Seale et al., 2008). Les CSMs se différencient en une
cellule précurseur qui exprime Myf5 et paired-box 7 (PAX7) (Lepper & Fan, 2010). Cette
cellule peut ensuite devenir un préadipocyte brun ou un myoblaste. Le choix entre ces deux
types de cellules se fait selon 1’expression ou non de PR domain-containing 16 (PRDM16)
(Seale et al., 2008). Les adipocytes bruns contenus dans le WAT sont différents de ceux
contenus dans le BAT du point de vue développemental. Les adipocytes bruns du WAT
proviennent plutét de la transdifférenciation d’adipocytes blancs qui aquiérent un

phénotype d’adipocytes bruns (Barbatelli et al., 2010).

Plusieurs facteurs influencent I’induction de I’engagement d’une CSM en
préadipocyte. Il a ét¢ démontré que les voies de signalisation du géne WNT, les voies de
signalisation de la superfamille de transforming growth factor-f (TGF-p), la composition et
la rigidité de la matrice extracellulaire, le contact cellule-cellule, la forme de la cellule et la
présence de facteurs de transcription, comme la zinc-finger protein 423 (ZFP423) etle T

cell-specific transcription factor 7-like 1 (TCF7L1), ont tous un role a jouer dans
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I’engagement (Cristancho & Lazar, 2011). Un résumé de ces modulateurs de I’engagement

est décrit par la Figure 8.

MEC peu rigide, 7EP423
confluence, forme ronde TCF7L1

WNT (5B)
proadipogéne

CSM T -‘V Préadipocyte blanc
engagé

WNTs (108, 5A) RHO, ROCK2, GEFT
anti-adipogénes -‘7

WNTs (10B, 5A)
anti-adipogénes

TGF-B BMPs MMP

TGF-B

Figure 8: L’engagement et ses modulateurs. Les activateurs sont dans la partie
supérieure, les inhibiteurs dans la partie inférieure. Les facteurs agissants sur la matrice
extracellulaire et la structure de la cellule sont encadrés en bleu. Les facteurs de la famille
de WNT sont encadrés en vert. Les facteurs de la famille de TGF-3 sont encadrés en violet.
Les facteurs de transcription sont encadrés en jaune. Certains modulateurs agissent sur
I’engagement alors que d’autres agissent sur le devenir du préadipocyte blanc engagé.
BMPs, bone morphogenetic proteins; CSM, cellule souche mésenchymateuse; GEFT,
guanine nucleotide exchange factor T ; MEC, matrice extracellulaire; MMP,
métalloprotéinase matricielle; ROCK2, Rho-associated kinase 2; TCFTL1, T cell-specific
transcription factor 7-like 1; TGF-B, transforming growth factor-f; ZFP423, zinc-finger
protein 423. Figure inspirée de Cristancho et Lazar (Cristancho & Lazar, 2011).
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1. 1. 4. 2. La différenciation terminale

La derni¢re étape pour la formation d’un adipocyte consiste en une cascade
transcriptionnelle complexe qui menera a I’induction des genes du phénotype d’adipocyte
mature tels que 1’adipocyte protein 2 (AP2) (aussi appelée fatty acid-binding protein 4,
FABP4), le GLUT4, la leptine ou l’adiponectine (Cristancho & Lazar, 2011). Les
principaux facteurs de transcription impliqués dans cette différenciation sont le peroxysome
proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) et les C/EBP-a, C/EBP-B et C/EBP-0
(Lefterova et al., 2008). Un schéma de I’activation de ces facteurs de transcription est

résumé par la Figure 9.

C/EBP-(3
Génes

d'adipocytes
C/EBP-6

C/EBP-a

i >

Préadipocyte blanc
engagé

Adipocyte blanc

Figure 9 : La différenciation terminale. Les C/EBP- et -9 activent la transcription de
PPAR-y et de C/EBP-a. PPAR-y active la transcription de C/EBP-a et vise-versa. Ces deux
facteurs de transcription induisent la transcription des génes adipocytaires. C/EBP-a, -8, -0,
CCAAT/enhancer binding protein-o, -f, -0; PPAR-y, peroxysome proliferator-activated

receptor-y. Figure inspirée de Farmer (Farmer, 2006).
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L’utilisation de modéles in vitro de préadipocytes, les lignées cellulaires 3T3-L1 et
3T3-F442A, a facilité I’étude des mécanismes de la différenciation terminale (Green &
Kehinde, 1975). Lorsqu’a confluence, ces cellules engagées peuvent étre différenciées en
adipocytes avec un mélange adipogeéne composé de sérum bovin foetal, de dexaméthasone,
d’isobutylméthylxanthine et d’insuline. Apres la stimulation avec le cocktail adipogene, les
cellules entreprennent au moins deux cycles de division cellulaire selon une étape appelée
expansion clonale. Pendant cette étape, la cellule exprime des régulateurs du cycle
cellulaire ainsi que des facteurs de transcription adipogénes qui facilitent 1’expression de

PPAR-y et des C/EBPs. La différenciation terminale s’en suit (Farmer, 2006).

Le facteur C/EBP-B est faiblement exprimé dans les préadipocytes engagés. Avec
des stimuli adipogenes, d’autres facteurs de transcription, tels que C/EBP-0, le signal
transducer and activator of transcription 54 (STAT5A), le récepteur aux glucocorticoides
(GR) et le retinoid X receptor (RXR), sont activés et recrutés aux sites de liaison avec
C/EBP-B. C/EBP-B et ses partenaires activent, entre autres, 1’expression de PPAR-y et
C/EBP-a (Siersbaek et al., 2011a). Les stimuli adipogenes ont aussi pour effet d’augmenter
I’expression et I’activité de C/EBP-B. Cela peut étre fait par I’activation du cAMP-response
element binding (CREB) (Zhang et al., 2004), de la Janus kinase 2 (JAK2) avec STAT3
(Zhang et al., 2011), des Kriippel-like factors (KLFs) pro-adipogenes (Birsoy et al., 2008)
et de Krox-20 (Chen et al., 2005). L’activit¢ de C/EBP-B est aussi régulée par des
modifications post-traductionnelles. Les mitogen-activated protein kinases (MAPKs) et la
glycogen synthase kinase-3 (GSK-3B) sont connues pour activer C/EBP-B par
phosphorylation, ce qui est nécessaire pour sa liaison a ’ADN (Tang et al., 2005). Les
glucocorticoides régulent aussi 1’activité transcriptionnelle de C/EBP-f en activant son
acétylation et en empéchant son interaction avec une histone déacétylase (HDAC), qui agit
comme un co-répresseur transcriptionnel (Wiper-Bergeron et al., 2003). D’autres protéines
membres de la famille des C/EBPs, comme C/EBP-y ou C/EBP homologous protein
(CHOP) seraient plutdt des inhibiteurs de 1’activité de C/EBP-3 et donc des inhibiteurs de

I’adipogenese (Darlington ef al., 1998).
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La régulation de C/EBP-0 est moins bien connue. C/EBP-6 semble étre induit
rapidement par les glucocorticoides (Yeh et al., 1995). C/EBP-a est quant a lui exprimé
plus tardivement dans la différenciation et son expression est régulée directement par

C/EBP-p (Tang et al., 2004).

Le facteur de transcription PPAR-y est essentiel et suffisant a la différenciation des
adipocytes (Rosen et al., 1999). Etant de la famille des récepteurs hormonaux nucléaires, il
doit s’hétérodimériser avec le RXR pour pouvoir lier ’ADN et avoir une activité
transcriptionnelle (Tontonoz et al., 1994a). PPAR-y existe sous deux isoformes : PPAR-y1
et PPAR-y2. PPAR-yl est exprimé dans les adipocytes mais aussi dans plusieurs types
cellulaires comme les préadipocytes et les cellules dérivées des CSMs (Chawla et al.,
1994). PPAR-y2 est exclusivement exprimé dans les adipocytes (Tontonoz et al., 1994b).
L’expression de PPAR-y serait activée par les C/EBPs et le GR lors de stimuli adipogénes
(Siersbaek et al., 2011b). Dans la phase précoce de la différenciation terminale, un ligand
endogeéne de PPAR-y semble étre produit par ’activation par 1’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc) (Tzameli et al., 2004). L activité de PPAR-y est aussi régulée par GATA-
binding 2 (GATA2) et GATA3 qui sont des facteurs de transcription inhibiteurs de
I’activation de PPAR-y qui doivent étre réprimés pendant la différenciation (Tong et al.,
2000). Au contraire, transducin-like enhancer 3 (TLE3) est un co-activateur de PPAR-y qui

doit étre induit pour permettre la différenciation (Villanueva et al., 2011).

Le facteur de transcription sterol regulatory element-binding protein Ic (SREBPIc)
serait aussi impliqué dans 1’adipogenése. Il induirait 1’expression de PPAR-y ainsi que la
production d’un ligand endogene de PPAR-y (Kim & Spiegelman, 1996;Kim ef al., 1998b).
SREBPIc serait aussi responsable de la biosynthése des lipides activée par I’insuline (Kim

et al., 1998a).

PPAR-y et C/EBP-a seraient responsables de 60% des geénes induits durant la
différenciation terminale (Lefterova et al., 2008). PPAR-y et les C/EBPs s’induisent
mutuellement dans une rétroaction positive importante pour la différenciation terminale et

pour maintenir I’expression des génes d’adipocytes (Steger et al., 2010;Wu et al., 1999).



32

Dans les adipocytes matures, la présence de PPAR-y est nécessaire pour la survie de ces

cellules (Imai et al., 2004).

Les adipocytes bruns requicrent aussi PPAR-y (Nedergaard et al., 2005) et les
C/EBPs (Tanaka et al., 1997) pour leur différenciation. Le facteur de transcription ZFP423
(Gupta et al., 2010) et la voie de signalisation de WNT (Longo et al., 2004) sont aussi
importants pour le développement du BAT. L’expression de génes différents entre les
adipocytes blancs et les bruns est expliquée par I’activit¢ de PRDM16. Ce facteur de
transcription s’associe avec C/EBP-B (Kajimura et al., 2009) pour induire la transcription
de genes communs, comme PPAR-y ou AP2, mais aussi de génes spécifiques aux
adipocytes bruns comme la uncoupling protein-1 (UCP-1) (Seale et al., 2008). PRDM16
s’associe aussi avec PPAR-y pour la transcription de genes spécifiques aux adipocytes
bruns et avec la C-terminal binding protein 1 (CTBP1) et CTBP2 pour réprimer la
transcription de génes spécifiques aux adipocytes blancs (Kajimura ef al., 2008). Le PPAR-
y coactivator-la. (PGC-1a) est un autre facteur de transcription clé des adipocytes bruns
qui s’associe avec PPAR-y (Puigserver et al., 1998). PGC-1a ne jouerait pas un role
important lors de I’adipogenése, mais plutét dans le maintien de 1’expression des génes

propres aux adipocytes bruns (Uldry et al., 2006).

1. 1. 4. 3. Les mécanismes de ’adipogenese

Les adipocytes emmagasinent les lipides selon deux mécanismes : le captage des
lipides circulants et la lipogeneése (Lafontan, 2008). PPAR-y et C/EBP-o induisent
I’expression de genes impliqués dans la lipogenése, le captage, le transport et le stockage

des lipides (Lefterova et al., 2008).

La plupart des lipides emmagasinés dans les adipocytes proviennent de la
circulation. Le captage des lipides se fait a partir des chylomicrons et des very low density
lipoproteins (VLDLs) circulants suite a un repas (Figure 10). Les lipides contenus dans ces

lipoprotéines voyagent sous forme estérifiées, ¢’est-a-dire sous forme de TGs. Pour pouvoir
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étre utilisés par les tissus, ces TGs devront étre hydrolysés en acides gras libres (AGLs).
C’est le rdle de la lipoprotéine lipase (LPL), produite par les adipocytes et présente a la
surface des cellules endothéliales, de catalyser cette réaction (Olivecrona et al., 1997).
L’activité de la LPL, qui est stimulée par I’insuline et dont I’expression dépend de PPAR-y,

est donc une étape limitante pour le captage des lipides (Wang & Eckel, 2009).

TG TG
Lipoprotéine
TG 1.
Clrculi?tlon LPL
sanguine

AGLs

Adipocyte AGL Acyl-CoA

ACSL1

Acyl-CoA

Figure 10: Le capatage des lipides. Les TGs contenus dans les lipoprotéines sont
hydrolysés par la LPL présente a la surface des vaisseaux sanguins. Les AGLs peuvent étre
transportés dans la cellule par le CD36 et ensuite étre activés par I’ACSL1. Dans le cas ou
le transport se fait par les FATPs, I’AGL est activé par la FATP qui a une activité acyl-CoA
synthétase. ACSL1, long chain acyl-CoA synthetase 1, AGL, acide gras libre; CD36,
cluster of differentiation 36; CoA, coenzyme A; FATP, fatty acid transport protein; LPL,
lipoprotéine lipase; TG, triglycéride.
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Les AGLs utilisent ensuite des transporteurs pour faciliter leur entrée dans la
cellule. Les fatty acid transport proteins (FATPs) sont des protéines transmembranaires qui
servent de transporteurs pour les acides gras a longue chaine (AGLCs), mais qui possedent
aussi une activité acyl-CoA synthétase (Gimeno, 2007). Le CD36, aussi appelé fatty acid
translocase (FAT) pour son role de transporteur, est exprimé sur les adipocytes et il sert
aussi au transport des AGLCs (Febbraio et al., 1999). L’expression de la FATPI et du
CD36 est induite par PPAR-y (Motojima et al., 1998). La FABP de la membrane plasmique
(FABPpm) (Zhou et al., 1992) et la cavéoline-1 (Trigatti et al., 1999) ont aussi été
identifiées comme des transporteurs d’acides gras dans les adipocytes et sont induits durant

la différenciation. Leur role est cependant moins bien connu.

Le transport des AGLCs a travers la membrane plasmique est rapidement suivi de
leur thioestérification, c’est-a-dire 1’ajout d’une CoA par une acyl-CoA synthétase. Cette
étape, aussi appelée activation, est nécessaire pour 1’utilisation des AGLCs par la cellule.
Elle influence la quantit¢ d’AGLCs qui peut pénétrer dans la cellule et y demeurer. La
thioestérification peut étre faite par les FATPs, qui possédent cette activité enzymatique, ou
par la long chain acyl-CoA synthetase 1 (ACSL1) (Watkins, 1997). La ACSLI1 est induite
par PPAR-y (Schoonjans ef al., 1995).

Pendant le processus de différenciation, les acyl-CoA formés apres la
thioestérification vont servir a la synthése de triglycérides (Figure 11). Dans les adipocytes,
cette synthése se fait selon la voie du glycérol phosphate et elle est consommatrice
d’¢énergie. La premiere étape de cette voie consiste a ajouter un acide gras, sous forme
d’acyl-CoA, au glycérol-3-phosphate pour former un acide lysophosphatidique. Cette étape
est catalysée par la glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT). Par la suite, un deuxiéme
acyl-CoA est ajouté a cette molécule par la l-acylglycérol-3-phosphate acyltransférase
(AGPAT) pour produire le phosphatidate. Le phosphatidate est ensuite déphosphorylé par
la lipine pour générer le diacylglycérol. Finalement, le troisieme acyl-CoA est ajouté par la

diacylglycérol acyltransférase (DGAT) pour former un TG (Takeuchi & Reue, 2009). In
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vivo, un traitement avec un agoniste de PPAR-y augmente 1’expression et ’activité¢ de

GPATI1 et GPATS3, de la lipine-1 et des DGATTI et 2 dans le WAT (Festuccia et al., 2009).

0—‘—? Glycérol-3-phosphate

GPAT Acyl-CoA

Acide lysophosphatidique

AGPAT Acyl-CoA

R
T—T—? Phosphatidate
R R

Lipine

T_T_' Diacylglycérol

R R

DGAT Acyl-CoA

R
T—'O—T Triglycéride

R R

Figure 11 : La synthése des triglycérides. Schéma de la synthese a partir du glycérol-3-
phosphate et des acyl-CoA. Les molécules sont schématisés a gauche ou les carbones du
glycérol sont représentées par des points noirs, les phosphates par des cercles jaunes et les
acides gras par des chaines « R ». AGPAT, I-acylglycérol-3-phosphate acyltransférase;
CoA, coenzyme A; DGAT, diacylglycérol acyltransférase; GPAT, glycérol-3-phosphate

acyltransférase.
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Plusieurs protéines nécessaires au stockage des lipides sont aussi induites pendant la
différenciation. Mentionnons les FABPs qui lient et influencent le métabolisme des acides
gras intracellulaires (Boord ef al., 2002) et la périlipine qui entoure les gouttelettes

lipidiques et qui est impliquée dans la lipolyse (Arimura ef al., 2004).

1. 1. 5. La lipogenése

Les adipocytes matures sont impliqués dans la captation du glucose grace a
I’expression de GLUT4. Le rdle des adipocytes est de stocker des réserves d’énergie sous
forme de TGs. Ainsi, environ 50% du glucose est utilis¢ pour la syntheése de glycérol et
d’acides gras destinés a la formation de TGs. Environ 30 % est destiné a la f-oxydation
pour produire 1’énergie nécessaire a la synthése des TGs et aux autres fonctions cellulaires.

Le reste est utilisé pour la synthése du lactate et du glycogene (DiGirolamo et al., 1992).

La lipogenése de novo se trouve a étre le processus de synthése d’acides gras a
partir d’intermédiaires du métabolisme du glucose. Ce processus anabolique consomme de
I’énergie et est stimulé par une surconsommation de nourriture, surtout riche en glucides.
Au niveau hormonal, I’insuline, le glucagon, les hormones thyroidiennes et les
catécholamines sont des modulateurs de la lipogenése (Girard et al., 1994). Au niveau
transcriptionnel, les facteurs de transcription qui régulent les enzymes de la lipogenese sont
le liver X receptor (LXR), le SREBPIlc et le carbohydrate response element binding
protein (ChREBP) (Strable & Ntambi, 2010). Les acides gras non-estérifiés ont un effet

inhibiteur sur la lipogenése, selon une rétroaction négative (Jump, 2004).
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Figure 12 : La lipogenése. Schématisation de la transformation du glucose en acides gras
(palmitate, stéarate, oléate, palmitoléate) puis en triglycérides. Les enzymes impliquées
sont en vert. ACSLI1, long chain acyl-CoA synthetase 1, ATP, adénosine triphosphate;
CoA, coenzyme A; ELOVLG6, elongation of long chain fatty acids family member 6; TGs,
triglycerides. Figure inspirée de Strable et Ntambi (Strable & Ntambi, 2010).
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La lipogenése débute avec le glucose qui subit la glycolyse (Figure 12). Aprés les 9
étapes de ce processus, le glucose est transformé en pyruvate. Le pyruvate pénctre la
mitochondrie ou il est transformé en acétyl-CoA par le complexe multienzymatique
pyruvate déshydrogénase. L’acétyl-CoA est ensuite transformé en citrate par la citrate
synthase lors de la premiere étape du cycle de Krebs. Le citrate peut sortir de la
mitochondrie pour ensuite étre retransformé en acétyl-CoA par I’ATP-citrate lyase.
L’acétyl-CoA est transformé en malonyl-CoA par I’entremise de I’ACC. La condensation
d’acétyl-CoA et de malonyl-CoA est catalysée en plusieurs étapes par la FAS pour former
le palmitate, un acide gras de 16 carbones. Le palmitate peut étre allongé de nouveau par la
elongation of long chain fatty acids family member 6 (ELOVL6) pour former du stéarate.
Le stéarate et le palmitate peuvent étre désaturés par la stéaroyl-CoA désaturase (SCD)
pour former de l’oléate et du palmitoléate, respectivement. Le palmitate, le stéarate, le
palmitoléate et 1’oléate peuvent ainsi étre activés par I’ACSL1 pour ensuite étre estérifiés

en triglycéride (Strable & Ntambi, 2010).

1. 1. 6. La lipolyse

La lipolyse est un processus catabolique qui a pour effet de mobiliser les lipides
contenus dans les gouttelettes lipidiques pour permettre leur utilisation comme source
d’énergie. La lipolyse peut étre vue comme 1’inverse de la biosyntheése des triglycérides
(Figure 13). Ainsi, les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acides gras. L adipose
triglyceride lipase (ATGL), aussi appelée desnutrine, catalyse la premicre étape qui
consiste en I’hydrolyse du triacylglycérol en diacylglycérol. Le deuxiéme acide gras est
ensuite libéré du diacylglycérol par la hormone senmsitive lipase (HSL) pour former le
monoacylglycérol. Le dernier acide gras est hydrolysé par la monoacylglycérol lipase

(MGL) qui libérera aussi le glycérol (Ahmadian et al., 2010).
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Figure 13 : La lipolyse. Schématisation de I’hydrolyse des triglycérides en 3 étapes par 3
enzymes différentes (en vert) qui libérent un acide gras a chaque étape. ATGL, adipose

triglyceride lipase; HSL, hormone sensitive lipase; MGL, monoacylglycérol lipase.

1. 1. 6. 1. La régulation de la lipolyse

Comme on pourrait s’y attendre, la lipolyse est augmentée en période de jeline et de
demande énergétique et est diminuée apres un repas. Les hormones jouent un rdle-clé dans
la régulation de la lipolyse. En période de demande énergétique, la lipolyse est stimulée
principalement par les catécholamines qui activent les récepteurs B-adrénergiques fortement

exprimés a la surface des adipocytes (Ahmadian ef al., 2010). Il a aussi ét¢ démontré que
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les glucocorticoides, qui sont plus élevés en période de jelne, activent la lipolyse par une
augmentation de I’expression de ’ATGL (Villena et al., 2004). Chez ’humain, il semble
que les peptides natriurétiques semblent jouer un role important dans 1’activation de la
lipolyse (Sengenes et al., 2003). Mentionnons d’autres hormones, comme I’ACTH, la
MSH, la thyroid-stimulating hormone (TSH), la prostaglandine E2 (PGE2) (a une
concentration > 10 mM), I’endothéline-1, la leptine et la growth hormone (GH), qui sont
aussi décrits comme des activateurs de la lipolyse (Chaves ef al., 2011). Dans un contexte
plus pathophysiologique, les cytokines pro-inflammatoires ont un effet pro-lipolytique dont

les conséquences sur I’inflammation seront discutées plus loin dans cette these.

Apres un repas, donc en période postprandiale, I’insuline circulante ¢élevée est le
principal inhibiteur de la lipolyse. L’adénosine, le NPY, le PYY, la PGE2 (a une
concentration < 10 mM) et le lactate ont aussi des effets inhibiteurs sur la lipolyse (Chaves

etal.,2011).

1. 1. 6. 2. La signalisation de la lipolyse

Pour comprendre les mécanismes de régulation, il faut comprendre la signalisation
menant a la lipolyse (Figure 14). La lipolyse est principalement activée en réponse a
I’activation des récepteurs B-adrénergiques (B1, B2, B3) par les catécholamines. Ces RCPGs
sont couplés a la protéine Goas qui active 1’adénylate cyclase et la production d’AMPc.
L’AMPc stimule ’activité de la protéine kinase dépendante de I’AMPc (PKA). Une fois
activée, la PKA active par phosphorylation la HSL. La HSL est I’enzyme qui catalyse
I’hydrolyse du diacylglycérol en monoacylglycérol, I’étape limitante de la lipolyse. La
PKA phosphoryle aussi la périlipine A, la protéine qui entoure les gouttelettes lipidiques
des adipocytes. La phosphorylation de la périlipine A induit un changement

conformationnel qui permet I’accés des TGs aux lipases pour leur hydrolyse.
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Figure 14 : La signalisation de la lipolyse. La lipolyse est principalement activée par les
catécholamines et les peptides natriurétiques. L’activation des récepteurs B-adrénergiques
mene a I’augmentation de I’AMPc ce qui active la PKA qui phosphoryle la périlipine A et
la HSL. L’activation du NPR-A augmente le GMPc qui active la PKG. La PKG
phosphoryle aussi la périlipine A et la HSL. L’insuline, qui inhibe la lipolyse, diminue
I’AMPc par I’activation de la PDE3B. De plus, I’insuline inhibe FoxOl qui induit la
transcription de ’ATGL. AC, adénylate cyclase; Akt, a serine/threonine protein kinase;
ATGL, adipose triglyceride lipase; FoxOl, forkhead box class Ol; GMPc, guanosine
monophosphate cyclique; HSL, hormone sensitive lipase; PDE3B, phosphodiestérase 3B;
PKA, protéine kinase dépendante de I’AMPc; PKG, protéine kinase dépendante du GMPc;
NPR-A, natriuretic peptide receptor-A. Figure inspirée de Chaves et al. (Chaves et al.,
2011).
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Les peptides natriurétiques, comme 1’atrial natriuretic peptide (ANP) ou le brain
natriuretic peptide (BNP), lient et activent le natriuretic peptide receptor-A (NPR-A) a la
surface des adipocytes. Ce récepteur possede un domaine catalytique guanylate cyclase
intracellulaire qui produira du guanosine monophosphate cyclique (GMPc) suite a son
activation. Le GMPc active la protéine kinase dépendante du GMPc (PKGQG). Il s’en suit la
phosphorylation de la périlipine A et de la HSL, de fagon PKG dépendante (Sengenes et al.,
2003).

L’insuline inhibe la lipolyse suite a la liaison du IR. Le récepteur a I’insuline induit
I’activation de la PI3K et de a serine/threonine protein kinase (Akt) aussi connue comme la
protéine kinase B (PKB). L’Akt a comme substrat la phosphodiestérase 3B (PDE3B)
qu’elle active. La PDE3B est une enzyme qui dégrade ’AMPc et le GMPc. Une
augmentation de 1’activité de cette enzyme réduit donc 1’activation de la cascade de la
lipolyse par les catécholamines et les peptides natriurétiques (Chaves et al, 2011).
L’activation de Akt par I’insuline inhibe aussi le facteur de transcription forkhead box class
O1 (FoxO1), un inducteur de la transcription de I’ATGL, ce qui a pour effet de diminuer la

lipolyse (Chakrabarti & Kandror, 2009).

Le TNF-a est un activateur de la lipolyse impliqué dans le syndrome métabolique.
Ses effets sur la lipolyse semblent se faire a plusieurs niveaux dans la signalisation. Le
TNF-a activerait la lipolyse en diminuant 1’expression de la PDE3B, de la périlipine A et
de la protéine Gaui, inhibitrice de 1’adénylate cyclase. Le TNF-a activerait aussi I’inducible
nitric oxide synthase (iNOS) ce qui méne a la formation de GMPc par les guanylate

cyclases solubles. Ceci a donc un effet activateur sur la lipolyse (Chaves et al., 2011).

1. 1. 7. La thermogenése

La thermogenése est le phénomeéne selon lequel de la chaleur est produite par la
dissipation d’énergie. Ainsi, un étre vivant dans lequel a lieu des réactions chimiques

reliées a son métabolisme basal créé une certaine quantité de chaleur dans un
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environnement a température neutre. C’est ce que 1’on appelle la thermogenése obligatoire.
Dans un environnement froid, le corps utilise d’abord le frissonnement pour produire de la
chaleur. Suite a une adaptation, le corps utilise d’autres moyens pour produire de la chaleur,

impliquant 1’activité thermogene du BAT (Stephens et al., 2011).

Depuis la découverte du BAT chez I’humain adulte, la thermogenese est de plus en
plus étudiée pour son potentiel thérapeutique dans I’obésité. Une augmentation de la masse
du BAT pourrait augmenter significativement la dépense énergétique d’un individu. La
différenciation des adipocytes blancs en adipocytes bruns serait une avenue intéressante

pour améliorer le métabolisme d’une personne obese (Stephens et al., 2011).

Les adipocytes bruns différent des blancs par I’expression de génes qui leur sont
propres. Le PGC-1a régule la transcription de genes propres aux adipocytes bruns, alors
que la UCP-1 joue un role central dans la thermogenése (Stephens et al., 2011). Le role de

ces deux protéines sera décrit plus en profondeur.

1.1.7.1 Le facteur PGC-1a

Le PGC-la fut le premier marqueur des adipocytes bruns identifié. Il est
responsable de la transcription des geénes impliqués dans la thermogenése, la biogenése
mitochondriale et la B-oxydation. Comme son nom I’indique, PGC-1a agit en modifiant
I’activité¢ transcriptionnelle de PPAR-y (Ravussin & Galgani, 2011). L’expression
ectopique de PGC-la dans des adipocytes blancs résulte en I’expression de marqueur
d’adipocytes bruns comme la UCP-1 (Puigserver et al., 1998). L’expression de PGC-1a
dans d’autres types cellulaires augmente la respiration cellulaire et la biogenese
mitochondriale (Scarpulla, 2002). L’expression de PGC-1a est stimulée par le froid, la
tritodothyronine (T3) et la stimulation B—adrénergique (Wu & Boss, 2007). Les TZDs
induisent I’expression de PGC-1a ainsi que des génes de la thermogenése dans le WAT, ce

qui améliorerait le profil métabolique aprés ce traitement (Tontonoz & Spiegelman, 2008).
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PGC-la agit sur la biogenése mitochondriale en augmentant I’expression et
I’activité de facteurs de transcription comme le nuclear respiratory factor-1 (NRF-1) et -2,
le mitochondrial transcription factor A (mtTFA) et le estrogen related-receptor o (ERRa).
Ces facteurs controlent I’expression des protéines mitochondriales a partir du génome
nucléaire et mitonchondrial. Le rdle de PGC-la dans la thermogenese passe par la

transcription du géne de UCP-1 (Wu & Boss, 2007).

L’activité de PGC-1a est régulée par la receptor interacting protein 140 (RIP140)
qui lie directement PGC-1a et qui antagonise son activité transcriptionnelle. Il a aussi été
démontré que la retinoblastoma protein (RB) agit comme un répresseur de PGC-1la.
L’inactivation de cette protéine ou I’inhibition de son expression favorise une
différenciation vers un phénotype d’adipocyte brun, une activation mitochondriale et une

dépense énergétique accrue (Vila-Bedmar & Fernandez-Veledo, 2011).

1. 1. 7.2 La protéine UCP-1

La UCP-1 est une protéine découplante encastrée dans la membrane interne de la
mitochondrie. Elle joue le role central dans la thermogenese. Deux autres sous-types de
UCPs ont ét¢é identifiés, UCP-2 et UCP-3, toutefois ils ne semblent pas étre impliqués dans
la fonction thermogeéne du BAT (Azzu & Brand, 2010).

Pour comprendre le réle de la UCP-1, il faut comprendre le processus de
fabrication d’ATP dans la mitochondrie selon la phosphorylation oxydative (Figure 15).
Les molécules d’ ATP sont synthétisées par la Fo/F; ATP synthase, une enzyme qui est aussi
encastrée dans cette membrane interne mitochondriale. Cette enzyme fonctionne grace a un
gradient électrochimique entre I’espace intermembranaire et la matrice mitochondriale. Ce
gradient de protons (ions H") est généré par la chaine de transport d’électrons selon un
processus oxydatif. Ces protons peuvent utiliser deux fagons pour rétablir I’équilibre
¢lectrochimique de part et d’autre de la membrane intérieure. La premiere est la Fo/F; ATP

synthase qui catalysera la synthése de I’ATP a partir de I’ADP et d’un phosphate. La
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deuxiéme sera une protéine découplante comme UCP-1 qui permettra le transport des

protons en dissipant cette énergie sous forme de chaleur (Azzu & Brand, 2010).

H+ Chaleur
H+ H+ A H+

|
j\( !

F1/F0

¥

ADP ATP

Figure 15 : La thermogenése. La chaine de transport d’électrons (complexes I, II, III et
IV) crée un gradient électrochimique de protons (H+). Cette énergie €électrochimique sert a
former de ’ATP par la FI/FO ATP synthase. Les protons peuvent aussi utiliser la UCP-1
pour retourner dans la matrice mitochondriale ce qui émet de la chaleur. ADP, adénosine
diphosphate; ATP, adénosine triphosphate; F1/F0O, F1/FO ATP synthase; UCP-1,

uncoupling protein-1.
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L’expression de la protéine UCP-1 est régulée par le froid. Cette régulation est
médiée par les catécholamines libérées par I’innervation sympathique du BAT. Les
catécholamines activent les récepteurs -adrénergiques, donc activent aussi la lipolyse. Les
voies d’activation de la PKA et de la protéine kinase de 38 kDa (p38) activeraient aussi
PGC-1a, le activating transcription factor-2 (ATF-2) et CREB, qui sont nécessaires a la
transcription de UCP-1 (Azzu & Brand, 2010). Les acides gras libérés par la lipolyse ont un
role a jouer dans I’activation des facteurs de transcription tels que PPAR-y, mais aussi dans

I’activation du découplage mitonchondrial (Locke et al., 1982).

Il existe une certaine controverse dans la littérature selon laquelle UCP-1 et la
thermogenése seraient augmentées par un apport nutritionnel élevé (Rothwell & Stock,
1979). En d’autres mots, le BAT compenserait pour une trop grande absorption d’énergie.
Cette affirmation a cependant été réfutée par plusieurs études chez des rongeurs soumis a

plusieurs types de di¢tes enrichies (Kozak, 2010).

1. 1. 8. Les adipokines

Le tissu adipeux est un organe endocrinien important. Les molécules sécrétées par
les adipocytes sont appelées adipokines. Ces molécules possédent des fonctions
endocriniennes ou des fonctions paracrines/autocrines qui sont souvent modulées par
I’obésité. Plus de 50 adipokines ont été identifiées (Trayhurn & Wood, 2004), ainsi

seulement les plus caractérisées seront décrites ici.

1. 1. 8. 1. L’adiponectine

L’adiponectine est sécrétée presqu’exclusivement par les adipocytes blancs dans
lesquels elle représente le transcrit le plus abondant. L’adiponectine est une hormone

circulante que 1’on retrouve en grande quantité dans le plasma. Elle peut exister sous forme
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de trimere ou d’hexameére, que 1’on appelle les faibles poids moléculaires, ou encore de
multimeres plus importants (12- a 18-meres) appelés les hauts poids moléculaires.
L’adiponectine de hauts poids moléculaires jouerait un réle métabolique plus important
(Simpson & Whitehead, 2010). Il y a une corrélation négative entre le poids corporel et les
niveaux d’adiponectine circulants. L’hypoadiponectinémie est associée avec le SMet, le
DT2, I’hypertension, la dyslipidémie, la stéatose hépatique et la maladie ischémique
cardiaque (Gnacinska et al., 2009). L’adiponectine lie deux récepteurs, le AdipoR1, qui est
ubiquitaire, et le AdipoR2, qui est surtout exprim¢ dans le muscle et le foie. Comme
mentionné précédemment, I’adiponectine stimulerait I’activité de I’AMPK dans ces tissus,
augmentant ainsi 1’oxydation des acides gras, l’entrée de glucose et inhibant la
gluconéogenese. L’adiponectine augmente la sensibilité a I’insuline dans les cas d’obésité
(Yamauchi et al., 2002). L’adiponectine augmenterait aussi les HDL plasmatiques (Schulze
et al., 2005). L’adiponectine a aussi un effet anti-inflammatoire et antiathérogene en
diminuant 1’adhésion des monocytes, en diminuant la transformation des macrophages en
cellules spumeuses, en diminuant I’activation des cellules endothéliales et en diminuant

I’expression du TNF-a (Trayhurn & Wood, 2004).

1. 1. 8. 2. La leptine

La leptine est majoritairement sécrétée par le WAT sous-cutané. La leptine joue un
role inhibiteur sur 1’appétit. La leptine est connue pour activer les neurones POMC/CART
positifs du ARC par ’activation de ’AMPK. Elle active aussi la sécrétion de a-MSH dans
la circulation (Ahima et al., 2000). Cette activation centrale augmenterait la thermogenese
périphérique via le SNS (Richard et al., 2010). La leptine active I’AMPK en périphérie de
facon directe, mais aussi par le SNS. Au niveau du muscle, elle stimule donc 1’oxydation
des acides gras, le captage de glucose et empéche 1’accumulation des lipides dans les tissus
non-adipeux (Friedman & Halaas, 1998). Au niveau du muscle, du foie et des cellules § du
pancréas, la leptine diminue la quantité intracellulaire de lipides et augmente la sensibilité a

I’insuline (Minokoshi ef al., 2002). Les niveaux de leptine circulante augmentent avec la
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taille des adipocytes. Les personnes obéses ont donc des quantités circulantes de leptine
plus ¢élevées (Bakker et al., 2004). Les personnes obeses semblent toutefois développer une
résistance a la leptine. Cette résistance serait causée par I’action du suppressor of cytokine
signaling 3 (SOCS3) qui est induit par la leptine (Howard & Flier, 2006). L’insuline
stimule la sécrétion de la leptine, en retour la leptine inhibe la sécrétion d’insuline par le
pancréas (Fruhbeck & Salvador, 2000). Les niveaux de leptine diminuent lors d’un jetine

(Ronti et al., 20006).

1. 1. 8. 3. Le TNF-a

Le TNF-a est une cytokine pro-inflammatoire qui possede plusieurs fonctions
immunitaires. Le TNF-a est sécrété¢ par les adipocytes mais aussi, et surtout, par les
macrophages du tissu adipeux (Trayhurn & Wood, 2004). Le TNF-a dans le tissu adipeux
jouerait un role principalement autocrine/paracrine (Gnacinska et al., 2009). Il augmente la
sécrétion des autres cytokines pro-inflammatoires et diminue celle des cytokines anti-
inflammatoires. Le TNF-o est connu pour induire la lipolyse, 1’apoptose et inhiber
I’adipogenese des adipocytes (Stryjecki & Mutch, 2011). Le TNF-o a été la premiere
molécule issue du tissu adipeux qui fit identifiée comme un lien moléculaire entre 1’obésité
et la résistance a ’insuline (Katsuki ef al., 1998). La neutralisation du TNF-a chez le rat
obése améliore la sensibilité a 1’insuline. Le niveau d’expression du TNF-o dans le tissu
adipeux correle positivement avec 1’obésité et 1’hyperinsulinémie. Ce niveau baisse apres

une perte de poids (Ronti et al., 2006).

1.1. 8. 4. L’IL-6

L’IL-6 est une cytokine sécrétée par le tissu adipeux et retrouvée dans la circulation.
Environ 30% du total circulant proviendrait du tissu adipeux. Les cellules de la fraction

stromale vasculaire, comme les macrophages, les leucocytes et les cellules endothéliales
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sont responsables de la majorité de la production d’IL-6 par le tissu adipeux (Stryjecki &
Mutch, 2011). L’IL-6 joue un rdéle dans I’inflammation, 1’hématopoi¢se, la réponse
immunitaire et les mécanismes de défense de 1’hote (Eder ef al., 2009). L’IL-6 possede une
activité pro-lipolytique et est un inhibiteur de I’adipogenése. L’administration d’IL-6 cause
une hyperglycémie et une résistance a 1’insuline (Gnacinska et al., 2009). Les niveaux
circulants d’IL-6 corrélent positivement avec 1’obésité et la résistance a 1’insuline et
diminuent avec la perte de poids. Le TNF-a et I’IL-6 sont deux stimulateurs de la sécrétion
d’IL-6 in vitro (Eder et al., 2009) ce qui installerait un cercle vicieux sur la sécrétion de

cette derniere. L’IL-6 diminue I’expression d’adiponectine (Gnacinska et al., 2009).

1. 1. 8. 5. La MCP-1

La MCP-1, aussi appelée CC motif chemokine ligand 2 (CCL2), est un facteur
chimiotactique impliqué dans le recrutement des monocytes et des lymphocytes T a un site
de blessure ou d’infection. Elle est exprimée par les muscles lisses et squelettiques, les
cellules endothéliales et les adipocytes. Son récepteur, le CC motif chemokine receptor 2
(CCR2), est exprimé par les cellules immunitaires, le muscle squelettique et les adipocytes
(Sell & Eckel, 2007). Les niveaux circulants de MCP-1 sont ¢élevés chez les personnes
obéses ou diabétiques. Aussi, I’expression de MCP-1 est plus élevée dans les tissus adipeux
sous-cutanés et viscéraux des personnes obeses. La majorité de MCP-1 secrétée par le tissu
adipeux ne provient cependant pas des adipocytes, mais de la fraction stromale vasculaire.
Dans les adipocytes, 1’insuline, la GH, le TNF-a et I’IL-6 induisent 1I’expression de MCP-1
in vitro. Les adipocytes hypertrophiés sécrétent plus de MCP-1 et plus de cytokines pro-
inflammatoires en général. Une perte de poids cause une diminution de MCP-1, ainsi
qu'une diminution de macrophages dans le tissu adipeux. En dehors de son effet
chimiotactique, la MCP-1 semble aussi avoir un effet direct sur les adipocytes et les

muscles squelettiques en inhibant la captage du glucose (Sell & Eckel, 2007).
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1. 1. 8. 6. L’angiotensinogene

L’angiotensinogene est un précurseur de I’angiotensine II, un peptide
vasoconstricteur. La majorité de 1’angiotensinogene circulant provient du foie, mais le tissu
adipeux est la deuxiéme source en importance (Ronti et al., 2006). L’angiotensinogéne
circulant est plus élevé chez les personnes obeses. Le niveau circulant d’angiotensinogene
correle avec la pression sanguine. Chez la souris, la surexpression spécifique de
I’angiotensinogene dans le tissu adipeux cause 1’hypertension, mais aussi une augmentation
de la masse adipeuse (Massiera et al., 2001a). La délétion de 1’angiotensinogéne cause
I’hypotension et la résistance a 1’obésité induite par la dicte (Massiera et al., 2001b).
L’angiotensine II est proposé comme un facteur trophique local du tissu adipeux (Ronti et

al., 2006).

1. 1. 8. 7. Le PAI-1

Le PAI-1 est un régulateur de la fibrinolyse. Il inhibe la conversion du
plasminogene en plasmine. La présence de PAI-1 est donc pro-thrombotique. Le PAI-1 est
exprimé dans le foie, les cellules endothéliales, les thrombocytes et le tissu adipeux
(Rondinone, 2006). La majeure partie du PAI-1 provenant du tissu adipeux est sécrété par
la fraction vasculaire stromale. Les niveaux de PAI-1 circulants et les niveaux de PAI-1
dans le tissu adipeux corrélent positivement avec le SMet (Alessi et al., 2007). Les études
sur les souris déficientes en PAI-1 ont cependant montré des résultats contradictoires en ce

qui a trait a I’effet du PAI-1 sur 1’obésité (Rondinone, 2006).

1. 1. 8. 8. La résistine

Le role de la résistine dans 1’obésité a été bien caractérisé chez la souris. Les souris
obeses ont plus de résistine circulante que les souris minces. L’administration de résistine

entraine une résistance a I’insuline au niveau du foie, du muscle squelettique et du tissu
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adipeux (Gnacinska et al., 2009). Chez la souris obé¢se, la neutralisation de la résistine
améliore la sensibilité a I’insuline (Ronti ef al., 2006). Des études in vitro ont aussi associé¢
la résistine avec la dysfonction endothéliale et I’inflammation alors que la résistine
semblerait causer la dyslipidémie in vivo (Rondinone, 2006). Chez 1’humain, le lien entre la
résistine et le SMet est beaucoup moins clair. La production de la résistine par les
adipocytes ainsi que la corrélation entre 1’obésité et la résistine circulante demeurent un
sujet de controverse. Il semble toutefois que la résistine est plus fortement exprimée dans le
tissu adipeux viscéral des personnes obeses (Gnacinska et al., 2009). Il est aussi intéressant
de noter que les endotoxines augmentent la production de résistine par les macrophages in

vitro et le niveau de résistine circulante in vivo (Rondinone, 2006).

1. 2. L’inflammation chronique liée a I’obésité

Lorsqu’elle est accompagnée du SMet, 1’obésité est caractérisée par une
inflammation systémique chronique et par I’inflammation locale du tissu adipeux. Cette
inflammation serait une cause potentielle des maladies associées a 1’obésit¢é comme
I’athérosclérose ou le DT2 (Hotamisligil, 2006). Cette section tentera de survoler les

mécanismes du développement de cette inflammation au niveau du tissu adipeux.

1. 2. 1. L’initiation de ’inflammation

Plusieurs types cellulaires coexistent dans le tissu adipeux. Plusieurs de ces cellules,
comme les macrophages, les lymphocytes T, les adipocytes ou les cellules endothéliales
sont toutes susceptibles de jouer un role dans une réaction inflammatoire (Maury &
Brichard, 2010). Dans un tissu adipeux sain, l’inflammation est controlée par les
macrophages résidents polarisés M2 aussi appelés « alternativement activés ». Les
macrophages M2 expriment I’arginase, une enzyme qui bloque ’activité de la iNOS, et des

cytokines anti-inflammatoires comme I’interleukine-10 (IL-10) et I'interleukin-1 receptor
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antagonist (IL-1ra) (Gordon, 2007). Les lymphocytes T résidants dans le tissu adipeux ont
un phénotype T-helper 2 (Th2) ou régulateurs (Treg) qui sécrétent aussi des cytokines anti-
inflammatoires (Kaminski & Randall, 2010). La composition cellulaire du tissu adipeux

évolue au fur et a mesure que s’installe I’obésité et I’inflammation.

L’obésité est caractérisée par une augmentation du nombre d’adipocytes
différenciés, c’est-a-dire I’hyperplasie. De plus, la grosseur des adipocytes, donc leur
hypertrophie, augmente lorsque les cellules se gorgent de triglycérides. Cette hypertrophie
est associée avec un changement des adipokines sécrétées. La quantité de cytokines pro-
inflammatoires et de MCP-1 est plus ¢élevée dans les adipocytes hypertrophiés. Cette
augmentation serait causée par une hyperactivation du nuclear factor kappa-B (NF-kB) et
de la c-Jun N-terminal kinase (JNK). La MCP-1 agit comme un chimioattracteur pour les
monocytes/macrophages (Maury & Brichard, 2010). L’expression du facteur regulated
upon activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES), un chimioattracteur des

lymphocytes, est aussi augmenté par 1’hypertrophie (Kaminski & Randall, 2010).

Les cytokines pro-inflammatoires des adipocytes auront un effet activateur sur les
cellules endothéliales du tissu adipeux. L’activation des cellules endothéliales méne a
I’expression des molécules d’adhérence, de facteurs chimiotactiques et de cytokines. Cela
causera une augmentation de 1’adhésion et de la migration de monocytes/macrophages dans
le tissu adipeux (Sengenes et al., 2007). Il a été démontré que les niveaux circulants des
formes solubles de ’intercellular adhesion molecule -1 (ICAM-1), de la vascular cell
adhesion protein-1 (VCAM-1) et de la E-sélectine sont augmentés chez les personnes

obeses (Ferri et al., 1999).

L’expansion rapide du tissu adipeux cause une hypoxie locale dans le tissu adipeux.
Cette hypoxie serait exacerbée par une diminution du flux sanguin causée par I’adhésion de
leucocytes aux cellules endothéliales activées (Maury & Brichard, 2010). Chez les sujets
obeses, I’expression du hypoxia-inducible factor-1o (HIF-1a), un facteur de transcription
qui régule I’homéostasie de I’oxygene, est plus élevée dans le tissu adipeux sous-cutané

(Cancello et al., 2005). In vitro, ’hypoxie diminue 1’expression d’adiponectine et augmente
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I’expression de PAI-1, de TNF-a, de I’interleukine-1 (IL-1), de I’IL-6, de MCP-1, de TGF-
B, de HIF-1a, de glucose transporter 1 (GLUT1) et de vascular endothelial growth factor
(VEGF) dans les adipocytes. L hypoxie in vitro augmente aussi 1’expression de cytokines
pro-inflammatoires dans les macrophages (Maury & Brichard, 2010). L’expansion du tissu

adipeux nécessite 1’activation de I’angiogenese (Rupnick et al., 2002).

Les stress du réticulum endoplasmique et le stress oxydatif sont aussi connus pour
activer NF-kB et les MAPKs. Ces phénomenes sont donc aussi susceptibles de faire partie

de linitiation de I’inflammation (Hotamisligil, 2006).

1. 2. 2. L’infiltration des cellules immunitaires

L’obésité est associée avec I’infiltration de macrophages dans le tissu adipeux.
L’infiltration des macrophages correle positivement avec la taille des adipocytes et 'IMC
(Weisberg et al., 2003). Les macrophages s’infiltrent préférentiellement dans le tissu
adipeux viscéral plutdt que sous-cutané (Maury & Brichard, 2010). Cette infiltration a aussi
pour effet de changer la balance des macrophages M1 et M2. En effet, les macrophages qui
s’infiltrent dans le tissu adipeux obeése sont polarisés M1, aussi appelés «classiquement
activés », c’est-a-dire qu’ils expriment la iNOS et des cytokines pro-inflammatoires comme

le TNF-a et I’'IL-6 (Lumeng et al., 2007).

Il a été démontré récemment que les lymphocytes T sont aussi présents dans le tissu
adipeux, surtout viscéral. Chez les personnes obeses, il y a une augmentation des
lymphocytes T dans le tissu adipeux (Nishimura et al., 2009) qui peut résulter d’une
augmentation de l’infiltration ou de la prolifération. L’augmentation des lymphocytes T
dans le tissu adipeux précéde l’infiltration des macrophages. De plus, I'infiltration des
macrophages semble étre dépendante des lymphocytes T CDS8 positifs chez la souris
(Nishimura et al., 2009). Une dicte riche en gras augmente le nombre de lympocytes T
exprimant I’interféron-y (IFN-y), donc d’un phénotype 7-helper I (Thl), et diminue les
lymphocytes T avec un phénotype Th2 dans le tissu adipeux. Chez la souris, I’IFN-y est
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nécessaire pour I’accumulation des macrophages et une haute expression de TNF-o, MCP-1
et RANTES. La leptine est aussi connue pour activer les cellules T et favoriser un
phénotype Thl (La Cava & Matarese, 2004). Les lymphocytes Treg, considérés comme
suppresseurs de la réponse immunitaire, présents dans le tissu adipeux viscéral sont
diminués chez les personnes obeses. Cette observation pourrait étre expliquée par I’effet
antiprolifératif de la leptine sur les Treg. Chez la souris, la quantité de Treg dans le tissu
adipeux viscéral correle inversement avec la résistance a 1’insuline (Kaminski & Randall,

2010).

1. 2. 3. L’immunité innée et le métabolisme

Avant de poursuivre I’explication des mécanismes de 1I’inflammation au niveau du
tissu adipeux, il faut d’abord expliquer le role de 'immunité innée dans cette réponse

inflammatoire.

Les adipocytes et les cellules immunitaires partagent plusieurs points en commun.
Des adipokines comme le TNF-a, les interleukines, 1’adiponectine, la leptine et la résistine
ont été identifiées et caractérisées pour leur effet sur I’inflammation. A I’inverse, les
molécules impliquées dans I’inflammation ont souvent des effets métaboliques sur les
adipocytes. La découverte de I’expression de toll-like receptors (TLRs) et d’une réponse
aux lipopolysaccharides (LPS) dans les adipocytes proposait un lien entre le métabolisme et
I’immunité innée. Il a aussi été€ observé que, lors d’une infection ou d’une septicémie, des
problémes métaboliques tels que la résistance a I’insuline ou des niveaux circulants élevés

de TGs, d’AGLs et de VLDL en résultaient (Schaffler & Scholmerich, 2010).

Il est connu que les AGLs peuvent causer la résistance a 1’insuline dans le foie et le
muscle squelettique (Boden, 2011). Les premiers liens entre I’immunité innée et les acides
gras ont été soulevés en 2001. Il a été démontré que les acides gras saturés pouvaient
activer le TLR-4 et induire une réponse inflammatoire dans les macrophages (Lee ef al.,

2001b). Par la suite, il a ét¢ démontré que les acides gras saturés pouvaient induire une
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réponse inflammatoire dépendante du TLR-4 dans les macrophages et les adipocytes (Shi et
al., 2006). Dans les adipocytes 3T3-L1, les acides gras saturés activent le NF-kB et la
synthése de TNF-a et d’IL-6 tout en induisant une résistance a I’insuline (Song et al.,

2006).

1. 2. 3. 1. Le toll-like receptor-4

Le TLR-4 fait partie de la grande famille des TLRs, dont on connait 12 membres
chez les mammiferes. Ces récepteurs jouent un role dans I’immunité innée en reconnaissant
des patrons moléculaires conservés chez les pathogénes microbiens. L’activation des TLRs
déclenche une réponse immunitaire pro-inflammatoire (Trinchieri & Sher, 2007). Le TLR-4
fut initialement identifié comme le principal récepteur du LPS (Schaffler & Scholmerich,
2010), une composante de la paroi cellulaire des bactéries gram-négatives, avant d’étre

ensuite reconnu comme un récepteur des acides gras saturés (Lee et al., 2001b).

Les TLRs sont des récepteurs transmembranaires qui possédent un domaine
extracellulaire leucine rich repeat (LRR) et un domaine intracellulaire toll/IL-1 receptor
(TIR). Dans le cas du LPS, d’autres corécepteurs sont nécessaires pour 1’activation du
TLR-4. Le LPS doit d’abord lier une protéine plasmatique, la LPS-binding protein (LBP),
qui liera ensuite le cluster of differentiation 14 (CD14) présent a la surface de la cellule. Le
CD14 présente ensuite le complexe LPS-LBP au complexe formé par le TLR-4 et de la
myeloid differentiation protein-2 (MD-2). Suite a cette activation, le domaine TIR initie les
voies de signalisation du TLR-4 en recrutant des protéines adaptatrices. Les voies de
signalisation du TLR-4 peuvent étre divisées en 2 grandes voies. La premicre est
dépendante du myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88). La deuxi¢me
est indépendante de MyDS88 et dépendante de TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-f (TRIF) (Kawai & Akira, 2010).
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1. 2. 3. 1. 1. La voie de signalisation de MyD88

L’activation du TLR-4 améne le recrutement de la protéine adaptatrice TIR-
domain-containing adapter protein (TIRAP) sur son domaine TIR (Figure 16). TIRAP
recrute une autre protéine adaptatrice, MyD88. MyD88 sert a son tour au recrutement des
IL-1 receptor-associated kinases (IRAKs). Ces kinases se dissocient de MyDS88 pour
activer le tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF6). TRAF6 forme un
complexe ubiquitine ligase avec la ubiquitin conjugating enzyme 13 (Ubc13) et la ubiquitin
conjugating enzyme variant 14 (UevlA) pour synthétiser des chaines de polyubiquitine
lies a la lysine 63 sur TRAF6 et IRAK]1. De cette fagon, TRAF6 active la transforming
growth factor-f-activated protein kinase I (TAK1) de fagon ubiquitine dépendante. Ce sont
les chaines de polyubiquitine liées a la lysine 63 qui amenent la liaison des TAK-binding
proteins (TABs) qui induisent I’activité¢ de TAK1. Ces chaines de polyubiquitines activent
aussi le NF-kB essential modulator (NEMO). NEMO est un régulateur essentiel du
complexe inhibitor of kB kinase (IKK). TAKI1 peut ensuite activer IKK-f, aussi appelée
IKK-2, par phosphorylation. Le complexe IKK, formé des sous-unités a, B et v,
phosphoryle a son tour les inhibitors of kB (IkBs). La phosphorylation des 1kBs entraine
leur dégradation et ’activation de NF-kB. NF-kB peut donc étre transloqué au noyau et
activer la transcription de geénes pro-inflammatoires. Les cytokines TNF-q, IL-6, IL-1 et
interleukine-12 (IL-12) sont entre autres induites par NF-kB. TAK1 active aussi des MAPK
kinases (MAPKKs) qui activent a leur tour les MAPKs JNK, p38 et extracellular signal-
regulated kinase 1 et 2 (ERK1 et ERK2). L’activation de ces MAPKs mene a ’activation
subséquente de facteurs de transcription comme activator protein-1 (AP-1) qui est aussi
nécessaire pour la transcription de cytokines pro-inflammatoires avec NF-kB (Kawai &

Akira, 2006;Kawai & Akira, 2010).
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Figure 16 : La signalisation du TLR-4 dépendante de MyD88. L’activation du TLR-4
par le LPS amene le recrutement de protéines adaptatrices, TIRAP et MyD88, qui activent
les IRAKs, TRAF6 et TAK1. TAKI pourra phosphoryler les MAPKs et le complexe IKK
pour permettre I’activation de AP-1 et NF-kB qui induiront la transcription des cytokines
pro-inflammatoires. Les phosphorylations sont désignées par des cercles jaunes. AP-1,
activator protein-1; CD14, cluster of differentiation 14; 1kBs, inhibitors of kB; 1KKs,
inhibitor of kB kinases; IRAKs, IL-1 receptor-associated kinases; LBP, LPS-binding
protein; LPS, lipopolysaccharide; MAPKSs, mitogen-activated protein kinases; MD-2,
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myeloid differentiation protein-2; MyD88, myeloid differentiation primary response gene
88; NEMO, NF-kB essential modulator; NF-kB, nuclear factor-kappa B; TAB, TAK-
binding protein; TAK]1, transforming growth factor-f-activated protein kinase I; TIRAP,
TIR- domain-containing adapter protein; TLR-4, toll-like receptor-4; TRAF6, tumor

necrosis factor receptor-associated factor 6; Ub, ubiquitine. Figure inspirée de Kawai et

Akira (Kawai & Akira, 2006;Kawai & Akira, 2010).

1.2.3. 1. 2. La voie de TRIF

L’activation de la voie de TRIF se fait apres ’activation de la voie de MyDS88. Suite
a son activation, le TLR-4 subit une endocytose et forme un complexe avec la protéine
adaptatrice TRIF-related adapter molecule (TRAM) sur son domaine TIR. La protéine
adaptatrice TRIF se joint aussi a ce complexe dans 1I’endosome. TRIF active ensuite
plusieurs voies. TRIF recrute TRAF6 pour son activation. TRIF active aussi la receptor
interacting protein 1 (RIP1) dans un complexe protéique avec la protéine adaptatrice tumor
necrosis factor receptor type I-associated death domain protein (TRADD) et Pellino-1.
TRAF6 fait aussi partie de ce complexe nécessaire a 1’activation de TAK1, du complexe
IKK, de NF-kB et des MAPKs de la méme facon que dans la voie de MyD8S8. Plus
particuliérement, TRIF se trouve a activer la TRAF family member-associated NF-kB
activator (TANK)-binding kinase 1 (TBK1) et la IKK-related kinase inducible (IKKi) par
I’entremise de TRAF3. Ces kinases phosphorylent le facteur de transcription interferon
regulatory factor (IRF-3) qui sera transloqué au noyau. L’activité de IRF-3 est reconnue
pour induire d’autres IRFs de méme que les interférons (IFNs) de type I, c’est-a-dire
I’interféron-f (IFN-B) et les différents sous-types d’IFNs-a. En plus de 1’activation des
IRFs, les activités de NF-kB et de AP-1 sont nécessaires pour la transcription des
interférons de type I (Kawai & Akira, 2006;Kawai & Akira, 2010). Les interférons de type
I ont divers effets biologiques, les plus connus étant sur la réponse immunitaire innée et

adaptative (Theofilopoulos et al., 2005).



59

TLR-4 _ CD14 LBP

MD—ZC < 04— LPS

TRAM

~

TRIF

-
i

TRAF6 TRADD TRAF3
o)
o

TAB1, 2, 3 .

d'jo IKKi
8K

l@

TAK1 TBK1
® \Q
MAPKs IKKs e
v l Transcription des
AP-1 NF-kB IFNs de type |

Figure 17 : La signalisation du TLR-4 dépendante de TRIF. L’ activation du TLR-4 par
le LPS ameéne le recrutement de protéines adaptatrices, TRAM et TRIF, qui activent les
TRAF6, le complexe TRADD-RIP1-Pellino-1 et TRAF3. L’activation de TAKI par
TRAF6 et le complexe TRADD-RIP1-Pellino-1 permettra 1’activation de AP-1 et NF-kB
comme dans la voie dépendante de MyD88. D’autre part, TRAF3 pourra activer IRF-3 par
I’entremise de IKKi et TBK1 ce qui induira les IFNs de type I. Les phosphorylations sont
désignées par des cercles jaunes. AP-1, activator protein-1; CD14, cluster of differentiation

14; TFNs, interférons; IKKi, IKK-related kinase inducible; 1IKKs, inhibitor of kB kinases;
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IRF-3, interferon regulatory factor-3; LBP, LPS-binding protein; LPS, lipopolysaccharide;
MAPKSs, mitogen-activated protein kinases; MD-2, myeloid differentiation protein-2; NF-
kB, nuclear factor-kappa B; RIP1, receptor interacting protein 1; TAB, TAK-binding
protein; TAKI1, transforming growth factor-f-activated protein kinase 1; TBKI1, TRAF
family member-associated NF-kB activator (TANK)-binding kinase 1; TLR-4, toll-like
receptor-4; TRADD, tumor necrosis factor receptor type I-associated death domain
protein; TRAF, tumor necrosis factor receptor-associated factor; TRAM, TRIF-related
adapter molecule; TRIF, TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f5; Ub,
ubiquitine. Figure inspirée de Kawai et Akira (Kawai & Akira, 2006;Kawai & Akira,
2010).

1. 2. 3. 2. Le toll-like receptor-4 et le métabolisme

Apres la découverte du lien entre les lipides saturés et le TLR-4, plusieurs études sur
le lien entre le TLR-4 et le métabolisme ont été réalisées. Au niveau de 1’expression, le
TLR-4 est plus fortement exprimé dans les adipocytes différenciés que dans les
préadipocytes chez I’humain (Fain, 2010). Chez les sujets obeses, 1’expression du TLR-4
est augmentée dans les monocytes, les leucocytes sanguins et le muscle squelettique. Une
perte de poids fait diminuer I’expression du TLR-4 des monocytes (Fresno et al., 2011). Il a
été montré que I’expression du TLR-4 est augmentée dans le tissu adipeux de souris obéses
génétiquement ou induites par la diete (Shi ef al., 2006). Une glycémie €levée augmente
I’expression des TLRs des macrophages in vivo et in vitro (Fresno et al., 2011).
L’activation du TLR-4 dans les adipocytes 3T3-L1 inhibe la différenciation et est associée
avec une diminution de ’expression de PPAR-y (Poulain-Godefroy & Froguel, 2007).
L’activation du TLR-4 avec des acides gras augmente aussi sa propre expression dans les
adipocytes 3T3-L1 (Schaeffler er al., 2009). L’activation du TLR-4 dans les adipocytes
stimule la lipolyse (Zu et al., 2009). 11 a ét¢ démontré que les souris déficientes en TLR-4
sont résistantes a 1’induction des cytokines pro-inflammatoires par les AGLs et a la

résistance a 1’insuline (Shi et al., 2006;Tsukumo et al., 2007). L’effet de la déficience en
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TLR-4 sur I’obésité est toutefois contradictoire avec des hausses, des baisses ou 1’absence

d’effet, selon les études (Fresno et al., 2011).

Contrairement aux acides gras saturés, les acides gras insaturés semblent inhiber
I’activation du TLR-4. L’acide docosahexaénoique, par exemple, peut inhiber I’effet du
LPS et des acides gras saturés sur 1’activation de NF-kB et sur I’induction de cytokines pro-
inflammatoires (Lee et al, 2001b;Shi et al.,, 2006). Dans les adipocytes 3T3-L1,
’activation du TLR-4 avec le LPS n’active pas la phosphorylation de IRF-3 (Kopp et al.,
2010). Dans les macrophages par contre, les acides gras saturés, tout comme le LPS,
activent les voies de MyD88 et de TRIF (Abe et al., 2008). Au niveau de I’activation du
TLR-4, il semblerait que les acides gras saturés ne lient pas directement le récepteur

(Schaeftler et al., 2009).

Le TLR-4 active IRF-3 qui induit la transcription des IRFs. Il a ét¢ démontré que les
IRFs, qui sont tous exprimés dans les adipocytes, régulent I’adipogenese. De plus les IRF-3
et IRF-4 ont des effets inhibiteurs sur 1’adipogenése (Eguchi et al., 2008). IRF-4 serait
induit par le jeline et serait un inducteur de la lipolyse par I’induction de ’ATGL et de la

HSL (Eguchi et al., 2011).

1. 2. 4. Les cytokines et les acides gras saturés, une boucle

paracrine

Comme mentionné précédemment, 1’hypertrophie, I’hypoxie et le stress du
réticulum endoplasmique dans les adipocytes augmentent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires et de chimiokines (Maury & Brichard, 2010). Les macrophages M1 et les
lymphocytes T s’infiltrent dans le tissu adipeux suite a ces changements (Kaminski &
Randall, 2010). L’augmentation des cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a, dans
le tissu adipeux induit la lipolyse de méme que I’activation de NF-kB dans les adipocytes et

les macrophages. Les adipocytes sécretent donc plus d’acides gras saturés qui sont des
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ligands du TLR-4. Le TLR-4 exprimé sur les macrophages et les adipocytes peut donc étre
activé pour produire une quantité encore plus importante de cytokines pro-inflammatoires
et pro-lipolytiques. Il s’établit donc un cercle vicieux entre les acides gras saturés et les
cytokines pro-inflammatoires impliquant les macrophages et les adipocytes (Figure 18)
(Suganami & Ogawa, 2010). Ce cercle vicieux ne fait qu’exacerber I’inflammation dans le

tissu adipeux.
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Figure 18 : Boucle paracrine entre les adipocytes et les macrophages dans le tissu
adipeux lors de I’obésité. Le TNF-a, induit dans les adipocytes hypertrophiés, favorise la
sécrétion d’acides gras saturés et de cytokines. Ces molécules vont favoriser la sécrétion de
plus de cytokines dans les macrophages et les adipocytes. Le cercle vicieux est installé. NF-

kB, nuclear factor-kappa B; TLR-4, toll-like receptor-4; TNF-a, tumor necrosis factor-a;
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TNF-R, TNF-receptor. Figure modifiée de Suganami et Ogawa (Suganami & Ogawa,
2010).

1. 2. 5. L’endotoxémie métabolique (EM)

L’EM est un nouveau concept proposé il y a quelques années pour tenter
d’expliquer I’'inflammation systémique dans les cas d’obésité. Selon le groupe de Rémy
Burcelin, a 1’origine de ce concept, I’EM débuterait dans 1’intestin. Une di¢te riche en
lipides causerait un changement du microbiote intestinal, aussi appelé « flore intestinale »
(Cani et al., 2008). La proportion de bactéries gram-négatives augmente. La perméabilité
des jonctions cellules-cellules augmente aussi ce qui favorise la translocation de produits
bactériens, comme le LPS, dans les capillaires intestinaux (Cani et al., 2008). 11 a été
démontré qu’un changement de microbiote intestinal survient également chez les souris
génétiquement obéses. Le microbiote obése semble augmenter 1’absorption d’énergie
contenue dans la nourriture (Turnbaugh et al., 2006). De plus, les animaux vivants dans un
environnement stérile sont résistants a 1’obésité induite par la di¢te (Backhed et al., 2007).
Cette résistance serait causée par deux mécanismes indépendants qui favoriseraient le
catabolisme des acides gras. Le premier est une augmentation de 1’expression du fasting-
induced adipose factor (FIAF) qui est un inhibiteur circulant de la LPL. Le deuxiéme est
une augmentation de ’activit¢é de ’AMPK au niveau du muscle squelettique et du foie

(Backhed et al., 2007).

Chez la souris, I’endotoxémie, c'est-a-dire la quantité circulante d’endotoxines,
fluctue en fonction du statut nutritionnel méme lors d’une di¢te normale. La période
postprandiale est marquée par une endotoxémie qui est environ 50% plus élevée par rapport
a une période de jeline. Une diete riche en lipides sur une période de 4 semaines augmente
I’endotoxémie de fagon chronique a environ 5 endotoxin unit (EU)/mL, soit de 2 a 3 fois le
niveau retrouvé chez un animal sous diéte normale (Cani ef al., 2007). Une diéte riche en
glucides augmente 1’endotoxémie de fagon beaucoup moins importante qu’une diete riche

en lipides (Amar et al., 2008). Une perfusion continue de LPS pour atteindre une
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endotoxémie comparable a une diéte riche en lipides reproduit les effets de la diéte riche en
lipides sur la glycémie, I’insulinémie et le gain de poids. Les macrophages infiltrés et les
marqueurs d’inflammation dans le tissu adipeux ainsi que les TGs hépatiques sont aussi
plus élevés. Une résistance a I’insuline au niveau du foie est aussi observée. Les souris
mutantes pour le CD14 résistent aux effets métaboliques de la diete riche en lipides ou a la
perfusion de LPS (Cani et al., 2007). Un traitement avec des antibiotiques (ampicilline-
néomycine) réduit le contenu intestinal en LPS, ’EM, ’intolérance au glucose, le gain de
poids corporel, I’adiposité, I’inflammation, le stress oxydatif et Dinfiltration des
macrophages dans le tissu adipeux viscéral chez les souris nourries avec une dicte riche en
lipides. Tous ces parametres, excepté la réduction de poids corporel, sont aussi améliorés

chez les souris ob/ob sous antibiotiques (Cani ef al., 2008).

Chez I’humain, il a ét¢ démontré que les patients avec un DT2 ont des niveaux
circulants de LPS plus ¢levés (Creely ef al., 2007). Chez des hommes en santé,
I’endotoxémie est corrélée avec le contenu €nergétique et le contenu en gras des repas
consommés (Amar et al., 2008). Une diete riche en gras pendant 1 mois fait augmenter

I’endotoxémie de 71% chez des personnes en santé (Pendyala et al., 2012).

1. 2. 6. Les interférons

Peu d’¢études ont été réalisées pour explorer les liens entre les interférons et le
métabolisme du tissu adipeux. Ceci peut étre expliqué, en partie, par la nouveauté des
concepts d’EM, d’activation du TLR-4 par des acides gras saturés et de l’infiltration des
lymphocytes Thl dans le tissu adipeux. Avant I’émergence de ces concepts, le lien entre les
interférons et les adipocytes reposait essentiellement sur une situation d’infection par un
pathogene. Les IFNs sont d’abord reconnus pour leurs effets sur la prolifération et la survie
cellulaire des immunocytes ainsi que sur la réponse immunitaire et antivirale (Stark et al.,
1998;Theofilopoulos ef al., 2005). 11 a ét¢ démontré que I’IFN-y favorise la polarisation des
lymphocytes T en Thl plutoét qu’en Th2. Pour se faire, I’'I[FN-y augmente 1’expression de



65

I’IL-12 et de son récepteur tout en diminuant 1’expression de I’IL-4. L’IFN-y inhibe aussi la
prolifération des Th2. De plus, ’'IFN-y joue un réle important dans I’activation des

macrophages (Stark ef al., 1998).

1. 2. 6. 1. La signalisation des interférons

Les IFNs de type I et II activent la voie « classique » JAK-STAT, mais aussi

d’autres voies alternatives moins connues.

1.2.6. 1. 1. Les interférons de type I

Les IFNs de type I sont induits en réponse a I’activation du TLR-4 et de IRF-3. Les
IFNs sont ensuite sécrétés pour activer leur récepteur. Les nombreux sous-types d’IFNs-a
et I'IFN-B activent le méme récepteur hétérodimérique ubiquitaire composé des interferon
alpha/beta receptor 1 et 2 (IFNAR1/2) (Figure 19). La liaison de I'IFN se ferait sur le
IFNAR2 et activerait la dimérisation du récepteur. Cette dimérisation induirait la
phosphorylation des JAKs qui sont des tyrosine kinases associées a chaque sous-unité du
récepteur. La tyrosine kinase 2 (Tyk2) est associée avec le IFNARI1 alors que la Janus
kinase 1 (JAKI) est associée au IFNAR2. L’activation des JAKs par leur trans-
phosphorylation améne la phosphorylation du domaine intracellulaire du IFNAR1. Avant
I’activation du récepteur, les STAT1 et STAT2 sont associés, inactifs, sur le IFNAR2. Une
fois phosphorylé, le IFNARI1 devient un site de liaison pour le STAT2 qui sera lui aussi
phosphorylé. Le STAT2 phosphorylé recrute le STAT1 qui sera phosphorylé a son tour.
L’hétérodimere formé des STATI-STAT2 phosphorylés se dissocie du récepteur pour
transloquer au noyau ou il s’associe avec le IRF-9. Le complexe formé de STAT1, STAT2
et IRF-9 se nomme interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF3). ISGF3 lie les régions
promotrices contenant les interferon-stimulated response elements (ISREs) pour induire les

genes stimulés par les IFNs, c’est-a-dire les interferon-stimulated genes (ISGs). Les IFNs
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de type I sont aussi capables d’activer la formation d’homodimeéres STAT1-STATI1 qui
peuvent activer la transcription d’ISGs possédant une gamma activated sequence (GAS),

présente habituellement sur les génes régulés par I’IFN-y (Theofilopoulos et al., 2005).
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Figure 19 : Signalisation classique des IFNs de type I. La liaison de I'I[FN amene la
dimérisation du récepteur ce qui activera les JAKs, Tyk2 et JAK1, par phosphorylation. Le
IFNARI1 sera phosphorylé pour devenir un site de liaison pour STAT2 qui sera aussi
phosphorylé. Le STATI1 se liera a STAT2 pour étre aussi phosphorylé. Le complexe
STATI1-STAT?2 phosphorylé se dissocie du récepteur, transloque au noyau et s’associe avec
IRF-9 pour lier les ISREs et activer la transcription des ISGs. IFN, interféron; IFNAR1/2,
IFN alpha/beta receptor 1/2; IRF-9, interferon regulatory factor-9; ISGs, IFN-stimulated
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genes; ISREs, IFN-stimulated response elements; JAK1, Janus kinase 1; STAT1/2, signal

transducer and activator of transcription 1/2; Tyk2, tyrosine kinase 2. Figure inspirée de

Theofilopoulos et al. (Theofilopoulos et al., 2005).

Les IFNs de type I activent aussi des voies alternatives. Il est connu que les IFNs de
type I activent NF-kB (Figure 20). Deux voies distinctes seraient utilisées pour activer le
NF-kB. La premiére impliquerait le STAT3 qui s’associerait au IFNAR1 phosphorylé de
facon Tyk2 dépendante, mais JAK1 indépendante. La liaison de STAT3 permettrait la
liaison de la PI3K sur le IFNARI. La stimulation avec les IFNs de type I active la
phosphorylation de IRS-1 qui serait nécessaire pour 1’activation de la PI3K. L’activation de
la PI3K activerait ensuite Akt qui activerait le complexe IKK. L’activité¢ de NF-kB est ainsi
libérée. La deuxieme voie impliquerait 1’activation de TRAF2 qui activerait ensuite la NF-
kB-inducing kinase (NIK). La NIK activerait ensuite le complexe IKK ce qui activerait
aussi NF-kB. L’activation de NF-kB, par la voie de STAT3 ou bien celle de TRAF2, serait

nécessaire pour la survie cellulaire suite a I’activation avec les [FNs (Du et al., 2007).

La MAPK p38 est aussi activée par les IFNs de type 1. L’activation de p38 serait nécessaire
pour I’induction des ISGs et la réponse antivirale, mais aussi pour ’induction des genes
activés par NF-kB. Les mécanismes d’activation de p38 par les IFNs, de méme que les
effecteurs de cette kinase, ne sont pas trés bien connus. Il semble toutefois que I’activation
de p38 soit dépendante de Tyk2 (Rani & Ransohoff, 2005). Pour ce qui est de la MAPK
ERK, son activation par les IFNs de type I est controversée. Une étude a montré
I’activation de ERK2 par I’IFN-3 dans les lymphoblastes U266. ERK2 interagirait avec le
IFNAR1 et STATI1. L’expression d’un dominant-négatif de ERK2 empécherait la
transcription d’un géne rapporteur par I'I[FN-B (David ef al, 1995). D’autres études
utilisant aussi des dominants négatifs de ERK2 ou encore des inhibiteurs pharmacologiques
n’ont toutefois pu reproduire ces résultats sur I’activation de geénes rapporteurs (Rani &

Ransohoft, 2005).
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Figure 20 : L’activation de NF-kB par les IFNs de type 1. Le IFNAR1 phosphorylé par
Tyk2 sert de site de liaison pour STAT3. Le STAT3, en collaboration avec IRS-1
phosphorylé, permet le recrutement et 1’activation de la PI3K. La PI3K active ensuite Akt
qui active a son tour le complexe IKK. Une deuxiéme voie active le complexe IKK par
I’activation de TRAF2 et de NIK. Akt, a serine/threonine kinase; IFN, interféron;
IFNARI1/2, IFN alpha/beta receptor 1/2; IKKs, inhibitor of kB kinases; IRS-1, insulin
receptor substrate-1; NF-kB, nuclear factor-kappa B; NIK, NF-kB-inducing kinase; PI3K,
phosphoinositide 3-kinase; STAT3, signal transducer and activator of transcription 3;
TRAF2, tumor necrosis factor receptor-associated factor 2; Tyk2, tyrosine kinase 2. Figure

inspirée de Du et al. (Du et al., 2007).
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1. 2. 6. 1. 2. Les interférons de type Il

L’IFN-y est le seul membre des IFNs de type II. L’IFN-y dans le tissu adipeux
proviendrait principalement des lymphocytes Thl. L’IFN-y se lierait d’abord a deux sous-
unités interferon gamma receptor 1 (IFNGR1) amenant leur dimérisation (Figure 21). Ces
deux sous-unités recruteraient chacune une sous-unité interferon gamma receptor 2
(IFNGR?2). Les protéines réceptrices sont exprimées sur presque tous les types cellulaires.
La dimérisation de chaque hétérodimere induirait la phosphorylation des JAKs qui leur sont
associées. La JAKI est associ¢e avec le IFNGRI1 tandis que la Janus kinase 2 (JAK2) est
associée au IFNGR2. JAK?2 serait d’abord phosphorylé, puis la JAK1 serait phosphorylée a
son tour. Cette activation ameéne la phosphorylation du domaine intracellulaire du IFNGR1.
Une fois phosphorylé, le IFNGR1 devient un site de liaison pour le STAT1 qui sera lui
aussi phosphorylé. Les deux STATI1 phosphorylés, présents sur chacun des IFNGRI,
quittent les récepteurs et forment un homodimére. Pour avoir une activité transcriptionelle
maximale, les STATIl doivent ensuite étre phosphorylés sur un résidu sérine.
L’homodimeére est ensuite transloqué au noyau ou il lie les régions promotrices contenant
une GAS pour induire les geénes stimulés par I'IFN-y (Stark er al., 1998). Il faut aussi
mentionner que I'IFN-y peut activer des geénes avec un ISRE par D’activation de

I’expression des IRFs (Gough et al., 2008).
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Figure 21 : Signalisation classique des IFNs de type II. La liaison de I'I[FN ameéne la
I’homodimérisation du IFNGRI1, puis la formation de deux hétérodimeres avec 'IFNGR2.
Cette oligomérisation activera les JAKs 1 et 2 par phosphorylation. Le IFNGRI sera
phosphorylé pour devenir un site de liaison pour les STAT1 qui seront aussi phosphorylés.
Les STATI quitteront les récepteurs pour s’homodimériser et ensuite étre phosphorylés sur
des résidus sérine. Le dimere de STATI liera les GASs et activera la transcription des
ISGs. GAS, gamma activated sequence; 1FN-y, interferon-y; IFNGR1/2, IFN gamma
receptor 1/2; 1SGs, IFN-stimulated genes; JAK1/2, Janus kinase 1/2; STATI, signal
transducer and activator of transcription 1. Figure inspirée de Stark et al. (Stark et al.,

1998).
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En plus de la voie JAK-STAT, I’'IFN-y active plusieurs autres protéines susceptibles
d’activer des voies de signalisation alternatives aux STAT1 (Figure 22). L’IFN-y active les
petites GTPases Ras et Rapl. L’IFN-y active aussi la phosphorylation de ERK1/2 par
I’entremise de la MAPK/ERK kinase 1 (MEK1). Plusieurs mécanismes d’induction sont
susceptibles d’étre impliqués comme la transactivation du epidermal growth factor
receptor (EGFR) ou D’activation de la sérine kinase rapidly accelerated fibrosarcoma 1

(Rafl) par JAK2 qui requiert la présence de Ras (Gough et al., 2008).

L’IFN-y active des kinases de la famille de Src, qui sont des tyrosine kinases, de
facon JAK dépendante. La kinase Fyn est connue pour interagir directment avec les JAKSs,
alors que I’activation de c-Src et de Lyn nécessiterait la phospholipase C (PLC) a ou y. c-
Src pourrait ensuite activer la kinase Pyk2 ce qui menerait a I’activation de la voie de
MAPKKG6 et p38. L’activation de p38 est toutefois contredite par certaines ¢tudes (Gough
et al.,2008).

L’IFN-y active aussi la PI3K de facon JAK indépendante. La PI3K activerait par la
suite Akt et les protéines kinase C (PKC) a, d et €. La PKCe activerait la phosphorylation
de ERK. Certaines études suggerent la PI3K comme la kinase qui phosphoryle STAT1 sur
la sérine 727. 11 semble toutefois que plusieurs autres candidats, tel que la PKCo, Akt, IKK

ou la calcium/calmodulin kinase 1I (CaMKII) soient en lice pour cette fonction (Gough et

al., 2008).

NF-kB serait activé par I'IFN-y dans certains types cellulaires. Le complexe IKK
serait activé apres un traitement avec I’I[FN-y. L’activation de NF-kB serait nécessaire pour
I’induction maximale de certains ISGs. Il est intéressant de mentionner qu’une stimulation
avec I’'ITFN-y recruterait MyD88 sur le IFNGR1. MyD88 aurait un réle de stabilisateur pour
I’ARN messager (ARNm) des ISGs. Le facteur de transcription AP-1 est aussi activé par
I’IFN-y. AP-1 serait activé par ERK1/2. L’activation de AP-1 est suffisante et nécessaire
pour I’induction de plusieurs ISGs. Certains le sont en coopération avec STATI, d’autres le

sont indépendamment de STAT1 (Gough et al., 2008).
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Figure 22 : Signalisations alternatives des IFNs de type II. L’IFN-y active des petites
GTPases (Ras, Rapl). L’IFN-y active aussi des kinases de la famille de Src (c-Src, Lyn,
Fyn), Pyk2, la PKC et la PLC ce qui active des voies de signalisation activant ultimement
p38, ERK1/2 et AP-1. Cette activation de p38 est toutefois controversée. L’IFN-y active
aussi la voie PI3K-Akt de méme que NF-kB et MyD88. Akt, a serine/threonine kinase;
AP-1, activator protein-1; EGFR, epidermal growth factor receptor; ERKSs, extracellular
signal-regulated kinases; IFN, interféron; IFNGR1/2, IFN gamma receptor 1/2; IKKs,
inhibitor of kB kinases; JAKs, Janus kinases; MEK 1, mitogen-activated protein kinase/ERK
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kinase I; MyDS88, myeloid differentiation primary response gene 88; NF-kB, nuclear
factor-kappa B; p38, protéine kinase de 38 kDa; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; PKC,
protéine kinase C; PLC, phospholipase C; Rafl, rapidly accelerated fibrosarcoma 1. Figure
inspirée de Gough et al. (Gough et al., 2008).

1. 2. 6. 2. Les interférons et le métabolisme

Certaines études ont établi des liens entre les IFNs et le métabolisme. Il a été
démontré que 1’expression de I’'IFN-y est augmentée dans le tissu adipeux de souris rendues
obeses par la diete. Le traitement d’adipocytes 3T3-L1 avec I’IFN-y induit I’expression des
chimiokines interferon gamma-induced protein of 10 kDa (IP-10), monokine induced by
IFN-y (MIG), interferon-inducible T-cell a chemoattractant (I-TAC), MCP-1, MCP-2 et
RANTES. Les souris déficientes en IFN-y sous une di¢te riche en gras ont le méme poids
corporel que les souris wild type (WT), mais ont une meilleure sensibilité a 1’insuline. Ceci
est accompagné d’une diminution de geénes inflammatoires et une diminution du nombre de
macrophages dans le tissu adipeux viscéral (Rocha et al., 2008). Dans les adipocytes in
vitro, un traitement avec I’IFN-y diminue la sensibilité a I’insuline, diminue le stockage des
TGs et diminue I’expression des génes adipogenes tels que le PPAR-y, 1’adiponectine, la
périlipine, la FAS et la LPL (McGillicuddy et al., 2009). Un traitement avec des IFNs de
type I améne aussi une résistance a I’insuline (Wada et al., 2011). Il a été démontré que
I’IFN-y active la dégradation de PPARy, de C/EBP-a et de SREBPIc dans les adipocytes
3T3-L1 (Floyd & Stephens, 2002;Waite et al., 2001). Les IFNs de type I et II inhibent aussi
la différenciation des pré-adipocytes in vitro (Taylor et al., 1988). Les IFNs de type I et de
type II sont des activateurs de la lipolyse in vitro (Feingold et al., 1992) et in vivo (Memon

etal., 1992).
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1. 3. La résistance a Pinsuline

La résistance a D’insuline se manifeste principalement au niveau des tissus
métaboliquement actifs, c’est-a-dire le foie, les muscles squelettiques et le tissu adipeux. La
résistance a I’insuline peut étre considérée comme une des premicres €tapes menant au
DT2. Dans ’ordre des choses, la résistance a 1’insuline améne I’intolérance au glucose,
donc une hyperglycémie, causée par un captage du glucose diminué et une gluconéogenese
augmentée. Le pancréas tente de compenser pour cette hyperglycémie en sécrétant plus
d’insuline causant donc I’hyperinsulinémie. Cette charge de travail augmentée contribue a
la mort des cellules B du pancréas qui s’en suit habituellement. Il y a donc une chute de la
sécrétion de D’insuline et une hyperglycémie soutenue. Le patient est donc devenu
diabétique (Chawla et al, 2011). L’insuline n’as cependant pas que des effets sur le
métabolisme du glucose. L’insuline a aussi des effets sur la lipogenese, le stockage des
lipides, 1’appétit, la différenciation et la croissance cellulaire. Ainsi I’impact de la résistance
a I'insuline ne se limite pas a I’hyperglycémie. De plus, tous les effets cellulaires de
I’insuline sur un tissu ne sont pas nécessairement inhibés. Par exemple, au niveau
hépatique, la résistance a D’insuline se manifeste par une mauvaise inhibition de la
gluconéogenese alors que son effet sur la lipogenese n’est pas affecté. La résistance a
I’insuline n’est pas nécessairement effective dans tous les tissus non plus (Biddinger &

Kahn, 2006).

La résistance a I’insuline est causée par de multiples facteurs. Les adipokines, les
acides gras et les molécules inflammatoires sont considérés comme des causes
extracellulaires, alors que la dysfonction mitochondriale, le stress oxydatif, les stress du
réticulum endoplasmique et la déposition de lipides ectopique sont considérés comme des
causes intracellulaires (Chawla et al., 2011). La résistance a I’insuline est fortement
corrélée avec I’inflammation du tissu adipeux viscéral. Le TNF-a est slirement le facteur
entre le tissu adipeux et la résistance a 1’insuline qui a été le plus caractérisé. L’inhibition
du TNF-a par un anticorps semble rétablir la sensibilit¢ a ’insuline chez les rongeurs

obéses et I’améliorer chez I’humain (Hotamisligil, 2006).
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1. 3. 1. La signalisation de I’insuline
La résistance a I’insuline est caractérisée par des voies de signalisation de I’insuline

qui sont moindrement activées. Plusieurs mécanismes moléculaires peuvent avoir un effet

sur le signal de I’insuline. Décrivons d’abord la signalisation normale de 1’insuline.

Insuline

Captage du
B
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Lipolyse l Lipogenése
Y
Gluconéogeneése
Synthese
Prolifération protéique

Figure 23 : Signalisation de I’insuline. L’activation du IR active son autophosphorylation
et la phosphorylation des IRSs. Les IRSs peuvent activer la voie de Ras menant a

I’activation des ERKs ou activer la voie de PI3K-Akt. Akt peut phosphoryler plusieurs
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protéines pour activer le captage du glucose, la synthése protéique, la lipogenése et inhiber
la glycogénese, la gluconéogenese et la lipolyse. L’activation des PKCs par la PI3K serait
aussi importante pour activer le captage du glucose et la lipogenese. Akt, a serine/threonine
kinase; ERKSs, extracellular-signal regulated kinases; FoxOl, forkhead box class Ol
GLUTA4, glucose transporter 4; GSK3, glycogen synthase kinase 3; IRSs, insulin receptor
substrates; MEK1, mitogen-activated protein kinase/ERK kinase 1; mTOR, mammalian
target of rapamycin; PDE3B, phosphodiestérase 3B; PI3K, phosphoinositide 3-kinase;
PKCs, protéine kinases C; p70S6K, p70 ribosomal S6 kinase; Rafl, rapidly accelerated
fibrosarcoma 1; Shc, Src homology and collagen; SREBPIlc, sterol regulatory element-
binding protein Ic. Figure inspirée de Biddinger et Kahn (Biddinger & Kahn, 2006).

L’insuline active un récepteur homodimérique, chaque monomere étant composé
d’une sous-unité a et d’une sous-unité B (Figure 23). Les sous-unités a extracellulaires lient
I’insuline alors que les sous-unités P intracellulaires ont une activité tyrosine kinase. La
liaison de I’insuline active la transphosphorylation des sous-unités B ce qui augmente leur
activité kinase. Le récepteur phosphorylera alors ses substrats, les protéines IRS, sur des
résidus tyrosine. Les IRSs une fois phosphorylés lient la PI3K qui sera activée. La PI3K
active I’Akt par ’entremise de la phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) (Biddinger
& Kahn, 20006).

L’ Akt activée phosphoryle la glycogen synthase kinase 3 (GSK3) pour la désactiver
et ainsi réprimer la glycogénése. Akt active la PDE3B pour inhiber la lipolyse. Akt
phosphoryle aussi le facteur de transcription FoxO1 pour inhiber la transcription de geénes
nécessaires a la gluconéogenese, comme la PEPCK et la glucose-6-phosphatase, ou a la
lipolyse, comme I’ATGL. Akt active la translocation du GLUT4 a la membrane pour
permettre le captage du glucose. Akt active aussi la voie de la mammalian target of
rapamycin (mTOR) qui active la p70 ribosomal S6 kinase (p70S6K) augmentant la
synthése protéique. La PI3K n’active pas seulement Akt, elle active aussi les PKCs A et

qui seraient aussi importantes pour la translocation du GLUT4 (Biddinger & Kahn, 2006).
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L’insuline augmente la transcription, la maturation et 1’activit¢ du SREBPIc. Ces
observations seraient dépendantes de I’activation du LXR, de la PI3K, de Akt et de PKCA
par P’insuline. SREBPlc joue un role majeur dans D’activation de la lipogenese par
I’insuline et dans la différenciation terminale des adipocytes. L’insuline active aussi
ERK1/2 par I’entremise de la protéine Src homology and collagen (Shc) et de Ras.
L’activation de ERK1/2 médie I’activité proliférative de 1’insuline (Biddinger & Kahn,
2006).

1. 3. 2. Les mécanismes de la résistance a I’insuline

Les cytokines pro-inflammatoires et la rétroaction négative de la voie de
signalisation de I’insuline jouent un réle important dans la désensibilisation a I’insuline. La

désensibilisation peut se faire de plusieurs facons (Figure 24).

Tout d’abord, les niveaux de protéines participant a la cascade de signalisation
peuvent étre diminuées soit par une diminution de leur transcription ou par une
augmentation de leur dégradation (Biddinger & Kahn, 2006). Il a ét¢ démontré qu’une
exposition prolongée a I’insuline induit la dégradation de IRS-1. La dégradation des IRSs
est dépendante de leur ubiquitinylation. Il a aussi été démontré que les SOCS, qui sont
induits par les cytokines, modulent la dégradation des IRSs (Balasubramanyam et al.,
2005). Le TNF-a peut diminuer I’expression de IRS-1 et de GLUT4 au niveau des
adipocytes (Nieto-Vazquez et al., 2008). L’expression de IRS-2 peut étre inhibée par le
SREBP1c dans une rétroaction négative (Biddinger & Kahn, 2006).

Les IRSs et le récepteur a ’insuline peuvent aussi subir des phosphorylations sur
des résidus sérine/thréonine ce qui module leur activité. Les IRSs possédent de nombreux
sites de phosphorylation potentiels. Elles peuvent étre phosphorylées par PKC, ERK, JNK,
GSK3, p70S6K et IKK. Le patron de phosphorylation de I’IRS, qui peut étre complexe
étant donné les nombreux sites potentiels, modulera son interaction avec le récepteur a

I’insuline et avec la PI3K (Tanti & Jager, 2009). La phosphorylation sur des résidus
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sérine/thréonine du récepteur a I’insuline diminuera plutét son activité tyrosine kinase

(Biddinger & Kahn, 2006).

Les composantes de la voie de signalisation peuvent voir leurs interactions
perturbées par d’autres protéines. Les SOCS, en plus de participer a la dégradation des
IRSs, peuvent lier le récepteur a I’insuline et empécher 1’interaction entre le récepteur et les

IRSs (Biddinger & Kahn, 2006).

L’activité des phosphatases aura un effet sur 1’état de phosphorylation des protéines
de la cascade de phosphorylation. Il est maintenant connu que les signaux inflammatoires
activateurs de la voie de IKK augmentent 1’expression de la protein tyrosine phosphatase
1B (PTP1B). Cette phosphatase déphosphoryle le récepteur a I’insuline et les IRSs sur leurs
résidus tyrosine ce qui diminue leur activité (Tanti & Jager, 2009). Le TNF-a augmente la
concentration de céramides ce qui active la protéine phosphatase 2A (PP2A). La PP2A
diminuerait 1’activité de Akt en la maintenant dans un état déphosphorylé (Nieto-Vazquez

et al.,2008).
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Figure 24 : La résistance a I’insuline. La voie de signalisation normale de I’insuline (en
violet) peut étre inhibée par rétroaction négative. Les PKCs, la p70S6K, la GSK3 et les
ERKs peuvent phosphoryler les IRSs sur des résidus sérine alors que SREBPIc peut
réprimer la transcription des IRSs. Les cytokines pro-inflammatoires peuvent induire la
phosphorylation des sérines des IRSs, par IKK ou JNK, peuvent diminuer I’expression des
IRSs et de GLUTA4, peuvent induire la dégradation des IRSs et diminuer ’interaction entre
le IR et les IRSs, par les SOCS. Elles peuvent désactiver par déphosphorylation Akt, les
IRSs et le IR par I’activation de PTP1B et PP2A. Akt, a serine/threonine kinase; ERKs,
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extracellular-signal regulated kinases; GLUTA4, glucose transporter 4; GSK3, glycogen
synthase kinase 3; IKK, inhibitor of kB kinase; IRSs, insulin receptor substrates; INK, c-
Jun N-terminal kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; PI3K, phosphoinositide 3-
kinase; PKCs, protéines kinase C; PP2A, protéine phosphatase 2A; p70S6K, p70 ribosomal
S6 kinase; PTP1B, protéine tyrosine phosphatase 1B; SOCS, suppressor of cytokine
signaling; SREBPIlc, sterol regulatory element-binding protein Ic. Figure inspirée de
Biddinger et Kahn (Biddinger & Kahn, 2006).

1. 4. Le traitement pharmacologique de I’obésité

La plupart des études pharmacologiques sur le métabolisme et 1’obésité visent
ultimement a découvrir de nouvelles thérapies pour ce probléme de santé publique. Etant
donné la prévalence de I’obésité dans les populations occidentales, un médicament efficace
contre 1’obésité représenterait des revenus mirobolants pour la compagnie qui le mettrait

sur le marché.

Quelques médicaments ont été mis sur le marché dans le passé pour modifier la
sensation de satiété. Ces médicaments modifient les systémes de neurotransmission de la
noradrénaline, de la sérotonine et de la dopamine (Ioannides-Demos et al., 2011). C’est le
cas de la sibutramine, un inhibiteur de la recapture de la noradrénaline et de la sérotonine,
qui a été mis sur le marché aux Etats-Unis en 1997 comme médicament diminuant la
consommation de nourriture et la dépense énergétique (Derosa & Maffioli, 2012). Ce
médicament a cependant été retiré du marché en 2010 parce qu’il causait des problémes
cardiovasculaires. Le rimonabant, un antagoniste du cannabinoid type I receptor (CB1) qui
diminue la consommation de nourriture, fut aussi commercialis¢é en Europe en 2006.
L’approbation de ce médicament a été refusée aux Etats-Unis et au Canada et il fut retiré du
marché européen en 2008 parce qu’il causait des problémes psychiatriques (Derosa &
Maffioli, 2012). La phentermine est un analogue de I’amphétamine, un sympathomimétique

qui diminue la consommation de nourriture. La phentermine est présentement utilisée aux
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Etats-Unis et en Australie, mais seulement a court terme (jusqu’a 12 semaines).
Mentionnons que la phentermine a ¢été retirée du marché européen en 1999 pour son
mauvais rapport risques/bénéfices, son principal effet secondaire sérieux étant
I’hypertension pulmonaire (Derosa & Maffioli, 2012). Présentement, le seul médicament
anti-obésité utilisé a long terme est D'orlistat. L’orlistat est un inhibiteur des lipases
pancréatiques et gastriques qui inhibe 1’absorption des TGs. A cause de son mécanisme
d’action, son principal effet secondaire est la stéatorrhée et les problémes intestinaux. En
plus d’avoir des effets secondaires, les médicaments sur le marché ont un effet sur le poids
corporel trés modeste, variant entre 1 et 9,6 kg sur 6 mois (Ioannides-Demos et al., 2011).
L’arrét de la médication cause généralement un regain de poids. Il faut toutefois mentionner
que les médicaments anti-obésité ont des effets bénéfiques sur d’autres parametres comme
la pression sanguine, la résistance a 1’insuline et le taux de lipides sanguins (Ioannides-

Demos et al., 2011).

Mentionnons aussi 1’utilisation du dinitrophénol pour la perte de poids dans les
années 1930. Ce médicament avait pour but d’augmenter ’activité métabolique des
patients. Le dinitrophénol est un découplant de la phosphorylation oxydative dans les
mitochondries, donc un producteur de chaleur. D’ailleurs, les effets secondaires de ce
médicament étaient des sensations de chaleur et la sudation. A trop haute dose, le
dinitrophénol pouvait causer une hyperthermie fatale. Il fut retiré du marché aprés 5 ans

(Derosa & Maffioli, 2012).

Quelques médicaments sont actuellement sous étude pour étre utilisés contre
I’obésité. Le pramlintide est un analogue synthétique de 1’amyline qui est présentement
utilisé pour le DT2 et qui semble avoir des effets prometteurs sur 1’obésité. Les analogues
du GLP-1, le liraglutide et I’exenatide, sont aussi utilisés pour le DT2 et semblent avoir des
effets bénéfiques sur le poids corporel, la pression sanguine systolique et 1’hémoglobine
glyquée. Une combinaison du pramlintide et de ’exenatide est également sous étude. La
combinaison de pramlintide avec la metreleptine, un analogue de leptine humaine, est
¢galement étudiée pour étre utilisée contre 1’obésité. Certains autres médicaments potentiels

sont aussi des molécules agissant principalement sur la neurotransmission. La tesofensine
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est un inhibiteur du recaptage de la noradrénaline, de la dopamine et de la sérotonine qui
semble supprimer ’appétit et réduire le poids corporel chez les obeéses sans trop d’effets
cardiovasculaires. Le bupropion, un analogue de 1’amphétamine inhibant la recapture de la
dopamine et la noradrénaline, en combinaison avec la naltrexone, un antagoniste du
récepteur p-opioide, ou le zonisamide, un activateur GABAergique, sont présentement
étudiés pour la perte de poids. C’est aussi le cas pour le topiramate, un agoniste
GABAergique anti-épileptique, en combinaison avec la phentermine. Les combinaisons de
pramlintide avec la phentermine ou avec la sibutramine sont aussi sous étude présentement

(Ioannides-Demos et al., 2011).

1. 4. 1. La théorie de ’expansabilité du tissu adipeux

La littérature scientifique ne fait pas consensus a propos des stratégies
pharmacologiques a adopter pour contrer 1’obésité. Plusieurs publications sur I’adipogenéese
font mention que son inhibition constituerait une stratégie valable (Esau et al., 2004;Harp,
2004). Toutefois, les recherches récentes sur 1’obésité, I’inflammation et le SMet ont
permis de mieux situer I’obésité en relation avec ses problémes de santé associés. La
théorie de I’expansibilité du tissu adipeux (Sorensen et al, 2010;Virtue & Vidal-Puig,
2010) aborde le probleme de 1’obésité dans un contexte intégratif. Cette théorie propose que
les tissus adipeux d’un individu ont une capacité d’expansion limitée et que c’est de
I’atteinte de cette limite que découlent les problémes de santé causés par I’obésité. Il faut
comprendre que le tissu adipeux n’a pas qu’une fonction de réserve énergétique, il joue
aussi un role protecteur pour les autres tissus vis-a-vis des effets néfastes des lipides en
période postprandiale (Ibrahim, 2010). La théorie de 1’expansabilité du tissu adipeux entre
donc en collision de plein fouet avec une stratégie d’inhibition de 1’adipogenése pour

enrayer I’obésité.

Plusieurs observations scientifiques se trouvent a appuyer la théorie de

I’expansibilité du tissu adipeux. Tout d’abord, il y a les études sur le role de 1I’hypertrophie,
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donc la surcharge de lipides, des adipocytes comme déclencheur de I’inflammation dans le
tissu adipeux (Maury & Brichard, 2010). L’effet anti-adipogeéne, donc limitante de
I’expansion du tissu adipeux, médié par les cytokines proinflammatoires qui sont associées
avec la résistance a I’insuline va aussi dans le méme sens (Gnacinska et al., 2009). 11 a aussi
¢té montré que lorsque 1’on croise des souris déficientes en PPAR-y2 avec des souris 0b/0b,
les souris obtenues ont un poids corporel diminué¢ de moiti¢é comparées aux souris 0b/ob.
Malgré leur obésité réduite, ces souris développent un DT2 a un age trés précoce et leur
sensibilité¢ a I’insuline est diminuée comparativement aux souris ob/ob (Medina-Gomez et
al., 2007). Un autre exemple résulte du croisement entre les souris transgéniques
surexprimant 1’adiponectine dans les adipocytes et les souris 0ob/ob. Ces souris ont une
masse adipeuse augmentée avec une grande capacité d’expansion mais des adipocytes plus
petits, un meilleur profil lipidique et un métabolisme du glucose amélioré comparé aux

souris ob/ob (Kim et al., 2007).

Dans le méme sens, chez I’humain, certaines mutations dans les génes de PPAR-y,
la lamine A et Akt2 meénent a des lipodystrophies caractérisées par une diminution de la
masse adipeuse, mais une sévere résistance a ’insuline (Virtue & Vidal-Puig, 2010). On
pourrait aussi voir une corrélation entre la diminution du nombre d’adipocytes dans le tissu
adipeux sous-cutané avec I’age (Spalding ef al., 2008) et le fait que 1’age soit un facteur de
risque pour le développement du DT2 (Virtue & Vidal-Puig, 2010). Bien str, 1’utilisation
clinique des agonistes de PPAR-y, les TZDs, fournissent aussi d’excellents arguments pour
la théorie de I’expansibilité du tissu adipeux. Malgré le retrait récent de la rosiglitazone et
de la troglitazone pour cause de risques cardiovasculaires et d’hépatotoxicité, la
pioglitazone est toujours sur le marché (Cariou ef al., 2012). Les TZDs sont utilisés comme
sensibilisateurs a I’insuline dans le traitement du DT2. Bien entendu, 1’activation dans les
adipocytes de PPAR-y par les TZDs a pour effet d’activer I’adipogenése et 1’on observe
effectivement un gain de poids chez les patients (Cariou ef al., 2012). D’autre part, aucun

médicament visant a inhiber I’adipogenése n’est en cours de développement.
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2. Le systeme QRFP/GPR103

Les recherches effectuées dans le cadre de cette thése portent sur le récepteur
GPR103 et son ligand endogene, le QRFP. Les QRFPs sont des peptides qui font partie de
la famille des RF-amides qui compte 7 membres encodés par 5 génes chez les mammiferes
(Chartrel et al., 2006). Les peptides RF-amides sont caractérisés par une partie C-terminale
se terminant avec une arginine, une phénylalanine et une fonction amide (CONH,). Le
neuropeptide AF (NPAF), le neuropeptide FF (NPFF), le prolactin-releasing peptide
(PrRP), la kisspeptine, le RF-amide-related peptide-1 (RFRP-1), le RFRP-3 et le QRFP
font partie de cette famille. Ils posseédent tous une fonction neuroendocrinienne (Chartrel et
al., 2011). Le QRFP est retrouvé chez une multitude d’espéces animales comme les oiseaux
(Ukena et al., 2010;Tobari et al., 2011), les poissons (Liu et al., 2009a), la grenouille

(Chartrel et al., 2003) et les mammiferes, incluant I’humain (Ukena et al., 2011).

Deux formes du QRFP ont été identifiées comme des ligands agonistes endogenes
du GPR103, le QRFP-26 et le QRFP-43 (Figure 25). Ces peptides sont aussi appelés 26RFa
ou P518, pour le QRFP-26, et 43RFa, pour le QRFP-43. Les deux peptides proviennent du
méme géne. Le QRFP-43 est une forme allongée en N-terminal du QRFP-26 (Fukusumi et
al., 2003). Le QRFP-26 et le QRFP-43 ont des affinités similaires pour le hGPR103 avec
des ICso de 3,2 et 0,52 nM respectivement. Leur activité agoniste est aussi comparable avec
des ECso de 3,9 et 2,7 nM, respectivement, qui sont basés sur 1’activation d’un gene
rapporteur détectant I’activation de Gaq (Jiang et al., 2003). Les séquences du QRFP chez
I’humain, le rat et la souris sont montrées par la figure 26. La séquence C-terminale et la
fonction amide du peptide sont cruciales pour son activité biologique (Jiang et al., 2003;Le

Marec et al., 2011).
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preproQRFP
|
9RFa QRFP-43
— (43RFa)

L PS | I | | |

QRFP-26
(26RFa)

Figure 25 : Schématisation du preproQRFP. Le 9RFa n’est présent que dans la forme
humaine du preproQRFP. Le QRFP-26 présente la méme séquence en acides aminés que la
partie C-terminale du QRFP-43. PS, peptide signal; QRFP, pyroglutamylated RF-amide
peptide; RFa, arginine-phenylalanine amide. Figure modifiée de Chartrel et al. (Chartrel et
al.,2011).

43 26 1

Humain QDEGSEATGFLPAAGEKTSGPLGNLAEELNGYSRKKGGFSFRF
Rat QDSGSEATGFLPTDSEKASGPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFRF
Souris QDGSSEAAGFLPADSEKASGPLGTLAEELSSYSRRKGGFSFRF

Figure 26 : Séquences du QRFP chez I’humain, le rat et la souris. Les résidus conservés
sont en noir et les résidus variables sont en violet. Figure modifiée de Ukena et al. (Ukena

etal.,2011).

Deux sous-types de GPR103 existent chez les rongeurs, GPR103a et GPR103b. Une
seule forme a été identifiée chez ’humain, hGPR103. Les GPR103a et GPR103b murins
partagent 75% d’identité 1’un pour I’autre. Leur pourcentage d’identité est de 83% et 79%,
respectivement, vis-a-vis le hGPR103 (Takayasu et al., 2006). Les deux sous-types de
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récepteur ont une affinité et une activité agoniste semblables pour le QRFP-43 (Takayasu et
al., 2006). Le GPR103 est aussi ét¢ appelé AQ27 ou SP9155 dans certaines publications
(Fukusumi et al., 2003;Jiang ef al., 2003).

2. 1. La découverte du systeme QRFP/GPR103

Le récepteur GPR103 a été identifi¢ dans le génome humain en 2001 en tant que
récepteur orphelin (Lee ef al., 2001a). Le GPR103 est un RCPG qui partage 52% d’identité
avec le NPFF receptor 2 (NPFF-R2), qui est aussi appelé GPR74 ou HLWAR77 (Chartrel
et al., 2011). Dans cette premicre étude, 1’expression du GPR103 semblait limitée au SNC,
plus précisément au niveau du cortex, de I’hypophyse, du thalamus, de I’hypothalamus, du
prosencéphale basal, du mésencéphale et du pont (Lee et al., 2001a). Ce n’est qu’en 2003,
que le ligand du GPR103 a été identifié simultanément par trois groupes différents. Le
groupe de Hubert Vaudry a identifi¢ le QRFP-26 (alors appelé 26RFa) dans des extraits de
cerveau de grenouille & partir d’une purification avec un antisérum contre le NPFF. Ils ont
découvert I’effet orexigéne du QRFP lorsqu’il fut injecté par voie ICV chez la souris. Le
QRFP-26 activait la production d’AMPc dans les cellules hypophysaires de rat (Chartrel et
al., 2003). La compagnie pharmaceutique Schering-Plough a identifi¢ le QRFP-26 par une
méthode bioinformatique permettant d’identifier de potentiels peptides bioactifs dans le
génome humain. Ils ont démontré que la séquence humaine ou murine du QRFP-26 pouvait
lier et activer le GPR103a de souris transfecté dans des cellules HEK293. Le QRFP pouvait
activer la mobilisation de calcium par la protéine Gaq dans ces cellules (Jiang et al., 2003).
La compagnie pharmaceutique Takeda a identifi¢ le QRFP-43 par une méthode
bioinformatique permettant de détecter des peptides RF-amides dans le génome humain.
Les séquences du QRFP-43 humain, bovin, murin et de rat ont été clonées démontrant une
partie C-terminale trés conservée. Le GPR103 a été identifi¢ comme le récepteur du QRFP.
Ils ont étudié I’effet de la troncation du peptide sur son activité et son affinité. Ils ont
finalement montré qu’une injection de QRFP-43 stimulait la sécrétion d’aldostérone chez le

rat (Fukusumi et al., 2003).
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L’existence de 2 sous-types de récepteurs chez la souris (Takayasu et al., 2006) et le
rat (Kampe et al., 2006) n’a été rapportée qu’en 2006, bien apres la publication de plusieurs
études sur I’expression du GPR103. Etant donnée la forte homologie entre les deux sous-
types, il est difficile de tirer des conclusions sur la spécificité des analyses d’expression du

GPR103 chez le rongeur sans la discrimination des deux récepteurs.

Il est intéressant de mentionner que le QRFP-26 peut lier le récepteur NPFF-R2
avec une affinité autour de 10 nM en plus d’étre un bon agoniste, c’est-a-dire présentant un
ECsp de 5,3 nM (Gouarderes et al., 2007). Certains sites de liaison du QRFP-26 dans le
cerveau peuvent étre compétitionnés avec le NPFF ou le PrRP (Bruzzone et al., 2007).
Ainsi, il est possible que le QRFP-26 médie certains de ses effets physiologiques par
I’activation du NPFF-R2.

2. 2. Le profil d’expression du QRFP et de GPR103

Les études sur I’expression du QRFP et du GPR103 montrent passablement de
différences entre elles. Certaines études sur I’expression du GPR103 chez le rongeur
peuvent toutefois avoir été biaisées par la détection des deux sous-types. Essayons de

dresser un portrait de ce qui a été rapporté dans la littérature.

2.2. 1. L’expression du QRFP

Chez I’humain, le QRFP est le plus fortement exprimé dans le cerveau. Il serait le
plus fortement exprimé dans le cervelet, le bulbe rachidien, la rétine, I’hypothalamus,
I’hypophyse et les noyaux vestibulaires (Jiang et al., 2003). Une expression au niveau de la
moelle épiniere a aussi été rapportée (Bruzzone ef al., 2006). Au niveau de I’hypothalamus,

le QRFP serait exprimé surtout dans le VMH et le PVN (Bruzzone et al., 2006). En
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périphérie, le QRFP serait exprimé dans la prostate, les testicules, le colon, la thyroide, la

parathyroide, les artéres coronaires et la vessie (Jiang et al., 2003).

Chez la souris, le QRFP serait exprimé dans I’hypothalamus et dans la rate (Jiang et
al., 2003). Au niveau hypothalamique, le QRFP serait exprimé dans le LatH et le PVN. Le
QRFP serait aussi exprimé dans le télencéphale, le cervelet, la moelle épinicre, 1’ceil, les
testicules (Takayasu et al., 2006), la trachée, le thymus et les ganglions lymphatiques
(Zhang et al., 2007).

Chez le rat, le QRFP serait exprimé dans le nerf optique, 1’hypothalamus, I’ceil, la
trachée, les glandes mammaires (Fukusumi et al., 2003), le thymus, la thyroide, la rate, le
thalamus, le cervelet et la moelle épiniere (Zhang et al., 2007). Au niveau hypothalamique,
le QRFP serait retrouvé dans le ARC et la région rétrochiasmatique (Fukusumi et al.,
2003). D’autres groupes ont rapporté une expression seulement dans le VMH et le LatH
(Chartrel et al., 2003). Un autre groupe ajoute le PVN comme région exprimant le QRFP
(Kampe et al., 2006).

2. 2. 2. L’expression du GPR103

Chez I’humain, le hGPR103 serait exprimé dans la rétine, le ganglion trigéminal,
I’hypothalamus et les noyaux vestibulaires. En périphérie, le hGPR103 serait exprimé dans
le cceur, le rein et les testicules (Jiang et al., 2003). On rapporte aussi son expression dans
les os (Baribault et al., 2006), la moelle épiniere, les glandes mammaires, les ovaires et

I’urétre (Zhang et al., 2007).

Chez la souris, I’expression des GPR103a et b est distribuée de facon différentielle
dans plusieurs régions du cerveau (Takayasu et al, 2006). Le GPR103a serait exprimé
surtout dans le cervelet et le télencéphale, mais aussi dans la moelle épinicre, I’ceil, la
glande surrénale et les testicules (Takayasu et al., 2006). On parle aussi de I’expression du

GPR103a dans le cortex, le noyau caudé, I’hippocampe, 1’hypothalamus, le thalamus, le



89

mésencéphale, le tronc cérébral, le bulbe rachidien, la rétine, I’hypophyse, le thymus, le
foie, le rein, la vessie (Zhang et al., 2007) et dans les os (Baribault et al., 2006). Le
GPR103b serait exprimé dans le cervelet, le télencéphale, le PVN, le LatH, la moelle
épiniére, 1’ceil et les testicules (Takayasu et al., 2006). On rapporte aussi I’expression de
GPR103b dans le cortex, le noyau caudé, I’hippocampe, le thalamus, le mésencéphale, le
tronc cérébral, le bulbe rachidien, le ganglion trigéminal, le ganglion spinal, I’hypophyse,

les intestins, les ovaires, [’utérus, la peau et le tissu adipeux blanc (Zhang et al., 2007).

Chez le rat, le GPR103a serait exprimé dans les glandes surrénales, surtout au
niveau de la zona glomerulosa, I’hypothalamus, le thalamus, le mésencéphale, le ganglion
trigéminal, les testicules, 1’ceil (Fukusumi et al., 2003), le bulbe olfactif, le cortex, le noyau
caudé, le complexe amygdalien, le bulbe rachidien, le poumon, le thymus, la rate et le tissu
adipeux (Zhang et al., 2007). Pour sa part, le GPR103b serait exprimé dans le bulbe
olfactif, le cortex, le cervelet, le complexe amygdalien, le noyau caudé¢, 1’hippocampe,
I’hypothalamus, le thalamus, le mésencéphale, le pont, le bulbe rachidien, la moelle
épinicre, le ganglion trigéminal, le ganglion spinal, I’ceil, I’hypophyse, le cceur, le poumon,

le muscle squelettique et le tissu adipeux (Zhang et al., 2007).

2. 2. 3. La régulation du QRFP et du GPR103

L’expression du QRFP est augmentée dans 1’hypothalamus de souris (Takayasu et
al., 2006) ou de poisson (Liu et al., 2009b) lorsqu’ils sont soumis a un jeline. L’expression
est aussi augmentée dans I’hypothalamus des souris obéses ob/ob et db/db (Takayasu et al.,
2006). Une dicte riche en gras pendant 21 jours augmente 1’expression du QRFP dans le
VMH/ARC de rat, sans effet sur I’expression dans le LatH (Primeaux et al., 2008).
L’estrogeéne aurait aussi ce méme effet (Primeaux, 2011). La di¢te riche en gras n’a pas
d’effet sur I’expression du GPR103a (Primeaux et al., 2008). Une autre étude rapporte
qu'une diete riche en gras pendant 8 semaines diminue I’expression du QRFP dans le

VMH, alors qu’une di¢te faible en gras I’augmente (Beck & Richy, 2009).
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Etant donné 1’étendu de 1’expression du QRFP et du GPR103, plusieurs effets

physiologiques du QRFP ont été rapportés tant au niveau central que périphérique. Ces

effets sont résumés dans la Figure 27.
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Figure 27 : Les effets physiologiques du QRFP. Des effets physiologiques pour le QRFP
ont été rapportés au niveau du cerveau, du cceur, des glandes surrénales, du pancréas, des os
et des tissus adipeux blancs et bruns. FSH, hormone folliculo-stimulante; GnRH,

gonadotrophin-releasing hormone; LH, hormone lutéinisante.
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2. 3. 1. Les effets sur le métabolisme

L’effet orexigene du QRFP a été un des premiers effets physiologiques rapportés
(Chartrel et al., 2003). L’administration aigué¢ de QRFP par voie ICV augmente la
consommation de nourriture chez les rongeurs (Chartrel er al., 2003;do Rego et al.,
2006;Moriya et al., 2006;Takayasu et al., 2006). L’effet sur cette hyperphagie est augmenté
lorsque les animaux sont sous une di¢te enrichie en lipides (Moriya et al., 2006;Primeaux et
al., 2008). Pour avoir un effet orexigene, le QRFP doit étre administré au début de la
période diurne (Kampe ef al., 2006;Takayasu et al., 2006). La partie structurale cruciale du
peptide pour son activité orexigéne semble résider dans les 7 acides aminés en C-terminal
puisque cette séquence est suffisante pour activer la consommation de nourriture (do Rego
et al., 2006). Un pseudopeptide analogue avec une plus grande stabilité et une plus grande
activité agoniste a d’ailleurs été synthétisé a partir de cette séquence (Neveu et al., 2012). 11
est aussi intéressant de mentionner que le 9RFa, issu du prépro-peptide humain, est aussi

capable d’avoir un effet orexigene chez la souris (do Rego et al., 2006).

L’administration de QRFP par voie ICV augmente 1’expression et la sécrétion de
NPY dans le ARC, ce qui diminue I’expression de POMC et la sécrétion de a-MSH.
Comme le GPR103 serait colocalisé avec les neurones NPY positifs, I’effet sur 1’expression
de POMC serait indirect (Lectez et al., 2009). L’utilisation d’un antagoniste des récepteurs
du NPY inhibe l’effet du QRFP sur I’expression de POMC et sur 1’augmentation de
I’appétit (Lectez et al., 2009;Takayasu et al., 2006). Les souris déficientes en GPR103a
n’ont pas de phénotype par rapport a I’appétit ce qui suppose que le GPR103a ne serait pas
nécessaire pour I’effet orexigéne du QRFP (Baribault ef al., 2006). L’effet orexigene du
QRFP est indépendant de la sécrétion d’orexine dans le ARC puisque ’effet persiste dans

les souris déficientes en orexine (Takayasu et al., 2006).

La perfusion de QRFP-43 par voie ICV pendant 2 semaines augmente le poids
corporel et la masse adipeuse, en plus d’augmenter I’appétit, chez les souris sous-dicte
normale (Moriya et al., 2006). On observe aussi une augmentation de la glycémie, de la

leptine, des TGs et du cholestérol total dans le sang. Les effets sur D’appétit et
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I’augmentation de la masse adipeuse viscérale sont accentués chez les souris sous une dicte
modérément enrichie en gras. On note méme une augmentation du poids du foie ainsi
qu’une augmentation de son contenu en TGs. Les TGs plasmatiques ne sont toutefois pas
changés dans cette condition de di¢te modérément enrichie en gras. En comparant des
animaux qui consomment la méme quantité de nourriture, on observe que 1’augmentation
de la masse adipeuse, de I’insuline, de la leptine, des TGs et du cholestérol total suite au
traitement chronique avec le QRFP-43 semble indépendante de 1’augmentation de 1’appétit.
Un traitement chronique avec le QRFP diminue aussi la thermogenése et 1’expression de
UCP-1 dans le tissu adipeux brun, sans effet sur ’activité locomotrice (Moriya et al.,

2006).

D’autres études ont toutefois affirmé que I’administration aigué¢ de QRFP augmente
I’activité locomotrice (do Rego et al., 2006;Takayasu et al., 2006). Il semble toutefois que
la partie du peptide qui est cruciale pour activer la locomotion des souris, c’est-a-dire la
partie N-terminale du QRFP-26, n’est pas du tout la méme que celle qui est cruciale pour
activer la consommation de nourriture. L’activation d’un autre récepteur que le GPR103
n’est donc pas exclue pour I’effet sur la locomotion (do Rego et al., 2006). En plus
d’augmenter 1’activité locomotrice, I’administration de QRFP augmente la consommation

d’oxygene, donc la dépense énergétique (Takayasu et al., 2006).

Le QRFP aurait un effet aigu sur la sécrétion d’insuline par le pancréas. La
perfusion du pancréas de rat avec le QRFP inhibe la sécrétion d’insuline stimulée par le
glucose, I’arginine et 1’exendine-4 (Egido ef al., 2007). L’effet sur la sécrétion d’insuline
stimulée par ’exendine-4 peut étre inhibé par la toxine pertussique, suggérant un
mécanisme d’action dépendant de la protéine Gai. Le QRFP n’a montré aucun effet sur la

sécrétion du glucagon ou sur la sécrétion d’insuline basale (Egido et al., 2007).
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2. 3. 2. Les autres effets physiologiques

Le QRFP stimule I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (Parhar et al., 2012).
Une administration de QRFP, systémique ou encore par voie ICV, augmente les niveaux
circulants des gonadotropines, soit 1’hormone lutéinisante (LH) et I’hormone folliculo-
stimulante (FSH) chez le rat (Navarro et al., 2006;Patel et al., 2008). 11 a ét¢ montré que le
QRFP activerait aussi la sécrétion de gonadotropin-releasing hormone (GnRH) par
I’hypothalamus (Patel er al., 2008) en plus de stimuler directement la sécrétion des
gonadotropines par I’hypophyse (Navarro et al., 2006). Etant donné I’expression du
GPR103 et du QRFP dans les gonades, il n’est pas exclu que le QRFP ait un effet direct sur
celles-ci (Chartrel et al., 2011).

Une administration périphérique de QRFP a pour effet de stimuler la sécrétion de
prolactine chez les primates (Wahab ef al., 2012). Chez le méme animal, I’administration
de QRFP-26 a un effet stimulant sur la sécrétion de GH alors que le QRFP-43 a un effet
inhibiteur (Qaiser et al., 2012).

Il a été rapporté que I’administration systémique de QRFP stimule la sécrétion
d’aldostérone par les glandes surrénales chez le rat sans affecter la sécrétion de
corticostérone ou de testostérone (Fukusumi ef al, 2003). Cette augmentation de

I’aldostérone n’a toutefois pu étre corroborée par d’autres groupes (Chartrel ez al., 2011).

Le QRFP jouerait un réle dans la formation osseuse. Les souris déficientes
GPR103a souffrent d’ostéopénie (Baribault ef al., 2006). Ces souris ont une densité osseuse
diminuée, un phénomene qui est accentué chez les femelles. Les os de ces souris montrent
un amincissement de la plaque ostéochondrale, un épaississement de I’os trabéculaire et
une diminution des ostéoblastes (Baribault et al., 2006). Etant donné que des régions de
I’hypothalamus, comme le VMH, peuvent controler la faim et la formation osseuse, il est
possible que I’effet du QRFP sur la formation osseuse soit médi¢ via 1’hypothalamus
(Chartrel et al., 2011). De plus, des polymorphismes dans le géne du QRFP et son

promoteur ont été retrouvés chez le modele de souris ostéopénique SAMP6. Ces souris ont
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aussi démontré une expression diminuée de QRFP au niveau du foie. Ces résultats

suggerent que le QRFP serait un régulateur de la densité osseuse (Zhang et al., 2007).

Il a été montré que le QRFP posséde des propriétés analgésiques. Une injection
intrathécale de QRFP induit un effet analgésique aprés une injection de formaline ou de
carragénine chez le rat (Yamamoto ef al., 2008). L’administration du QRFP en ICV procure
aussi cet effet suite a I’injection de formaline (Yamamoto et al., 2009). Sur le modéle de
ligature partielle du nerf sciatique, I’administration intrathécale ou par voie ICV de QRFP

avait aussi un effet analgésique (Yamamoto et al., 2011).

Il a ét¢ montré que 1’administration de QRFP par voie ICV augmente la pression
artérielle et le rythme cardiaque de maniére soutenue chez la souris (Takayasu et al., 2006).
D’autres ont rapporté un effet biphasique, hypotenseur puis hypertenseur, sur la pression
artérielle aprés une administration de QRFP par voie intraveineuse chez le rat. Cet effet
¢tait accompagné d’une augmentation du rythme cardiaque (Fang et al., 2009). L’effet
hypertenseur et 1’effet tachycarde seraient médié€s par le systeme vagal et le SNS. L’effet
hypotenseur n’est toutefois pas affecté par la vagotomie ou les antagonistes des récepteurs

a- et B- adrénergiques (Fang et al., 2009).



95

Chapitre II : Matériel, méthodes et résultats

Ce chapitre sera présenté sous forme d’articles scientifiques. Le premier article a été publié
dans Molecular Endocrinology en 2010 (Mulumba et al., 2010) et j’y partage le titre de
premier auteur avec Mukandila Mulumba. Le deuxiéme est un manuscrit qui sera soumis a

Molecular and Cellular Endocrinology.
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1. Description du projet

1. 1. Origine du projet

Les premicres expériences de mon doctorat portaient sur la forme désacylée de la
ghréline, la des-acyl-ghréline (DAG). Il a été montré que la DAG posseéde plusieurs effets
biologiques in vivo et in vitro comme des effets cardiaques, une augmentation de
I’adipogenese, une diminution de la sécrétion de I’insuline et de la production de glucose
(Soares & Leite-Moreira, 2008). Cependant, aucun récepteur pour la DAG n’a été identifié

a ce jour. L objectif était donc de tenter d’identifier ce récepteur.

La stratégie était d’utiliser une forme modifiée de la des-acyl-ghréline (DAG) qui serait
radiomarquée et photoactivable pour former un lien covalent avec son récepteur par la
méthode du photomarquage. Comme la DAG montre un effet adipogéne sur les adipocytes
(Thompson et al., 2004), nous avions choisi les membranes des cellules 3T3-L1
différenciées pour tenter d’y trouver ce récepteur. Nos résultats ont révélé une protéine
d’environ 54 kilodaltons (kDa), présente dans la préparation membranaire d’adipocytes
3T3-L1, qui pouvait étre photomarquée par la DAG. Un exceés de DAG ou de ghréline non-
marquée pouvait compétitionner avec ce signal radioactif. Aprés une séparation par sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), nous avons fait analyser
les protéines contenues dans un morceau de gel correspondant au poids moléculaire de
notre protéine radiomarquée. Ces protéines ont été soumises a une protéolyse limitée par la
chymotrypsine puis les fragments ont ¢été séparés par high performance liquid
chromatography (HPLC). L’appareil de chromatographie était couplé a un spectrometre de
masse (MS/MS) pour permettre 1’identification des fragments issus de la digestion. Comme
le SDS-PAGE ne permet pas une purification spécifique, les résultats de spectrométrie de
masse ont réveélé la séquence de plusieurs protéines qui sont présentes dans une préparation
membranaire d’adipocytes 3T3-L1 et qui ont un poids moléculaire autour de 54 kDa. Parmi
ces protéines, la séquence M'*LGVVWLVAIIIGSPMWHVQRLEIK ' du GPR103b a été

identifiée.
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Etant donné les analogies entre les effets physiologiques de la DAG et du QRFP,
nous avons supposé le GPR103 comme un récepteur potentiel de la DAG parmi toutes les
protéines identifiées par spectrométrie de masse. L’étude de la liaison de DAG au GPR103
n’a toutefois pas confirmé notre hypotheése. Cependant, I’identification du GPR103b dans

les adipocytes constituait une nouveauté intéressante.

1. 2. Objectifs généraux

Les objectifs des travaux de cette these étaient:
1- Investiguer le role du systtme GPR103/QRFP dans le tissu adipeux et les cellules qui
composent ce tissu.
2- Etablir des liens entre ce systéme et I’obésité.

3- Investiguer les mécanismes de régulation du systeme GPR103/QRFP.

2. Premieére étude

2. 1. Hypothese et objectifs

Etant donné que le QRFP est reconnu pour augmenter la masse adipeuse
indépendamment de 1’augmentation de la consommation de nourriture (Moriya et al., 2006)
et que son récepteur est présent dans les adipocytes, nous avons pos¢ 1’hypothése qu’il

pourrait agir comme un activateur de 1’adipogenése.
Nos objectifs étaient de :

1- Démontrer le réle du QRFP et du GPR103b sur 1’adipogenése in vitro et décrire les

mécanismes impliqués.
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2- Démontrer le réle du QRFP et du GPR103b sur le métabolisme des adipocytes matures

murins et humains.

3- Décrire la modulation du QRFP et du GPR103b dans les tissus adipeux lors de I’obésité.

2. 2. Contribution des auteurs
Mukandila Mulumba:

Contribution a I’expérimentation (qPCR, adipogenése, cytométrie de flux, lipolyse, tissus

adipeux de souris), participation a 1’€criture de ’article, participation a la gestion du projet.
Christian Jossart :

Contribution a I’expérimentation (Découverte du GPR103b par spectrométrie de masse,
gPCR, lipolyse, knockdown de GPR103b), écriture du manuscrit, participation a la gestion
du projet.

Riccarda Granata :

Contribution a I’expérimentation (expériences sur adipocytes humains), commentaires sur

le manuscrit.

Davide Gallo :

Contribution a I’expérimentation (expériences sur adipocytes humains).
Emanuel Escher :

Collaboration pour synthése de peptides.

Ezio Ghigo :

Collaboration pour expériences sur adipocytes humains
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Marc J. Servant :

Participation a la gestion du projet, commentaires sur le manuscrit, co-direction de

Christian Jossart.
Sylvie Marleau :

Participation a I’écriture du manuscrit et la gestion du projet. Directrice de Mukandila

Mulumba, co-directrice de Christian Jossart.
Huy Ong :

Participation a I’écriture du manuscrit et chercheur principal du projet. Directeur de

Christian Jossart, co-directeur de Mukandila Mulumba.
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2. 3. GPR103b functions in the peripheral regulation of

adipogenesis

Mukandila Mulumba,* Christian Jossart,* Riccarda Granata, Davide Gallo, Emanuel

Escher, Ezio Ghigo, Marc J. Servant, Sylvie Marleau, and Huy Ong

* M.M. and C.J. contributed equally to this work and should be considered as joint first

authors.

Faculty of Pharmacy (M.M., CJ., M.J.S., SM., H.O.), Universit¢ de Montréal. Case
Postale 6128, Succursale Centre-Ville, Québec, Canada, H3C 3J7;

Laboratory of Molecular and Cellular Endocrinology (R.G., D.G., E.G.), Department of
Internal Medicine, University of Turin, Corso Dogliotti 14, 10126 Turin, Italy;

and Department of Pharmacology (E.E.), Faculty of Medicine, Université de Sherbrooke,
Québec, Canada, J1H 5N4.

Abbreviations: ACSL1, Acyl-CoA synthetase long-chain family member 1; C;,-BODIPY
3823, 4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a-diaza-3-indacene-3-dodecanoic acid; C/EBP-q,
CCAAT/enhancer binding protein- a; DIO, diet-induced obesity; FA, fatty acid; FATP1,
fatty acid transport protein-1; FBS, fetal bovine serum; GPR103, G protein-coupled
receptor 103; HFD, high-fat diet; IBMX, 3-isobutyl-1-methylxanthine; ISO, isoproterenol;
LPL, lipoprotein lipase; NPY, neuropeptide Y; ORO, Oil Red O; PPAR-y, peroxisome
proliferator-activated receptor-y; qPCR, quantitative real-time PCR; shRNA, short hairpin
RNA; WAT, white adipose tissue.
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2. 3. 1. Abstract

The activation of G protein-coupled receptor 103 (GPR103) by its endogenous
peptidic ligands, QRFPs, is involved in the central regulation of feeding by increasing food
intake, body weight, and fat mass after intracerebroventricular injection in mice. However,
the role of GPR103 in regulating peripheral metabolic pathways has not yet been explored.
The present study aimed to investigate the role of GPR103 in adipogenesis and lipid
metabolism using 3T3-L1 adipocyte cells. Our results show that differentiated 3T3-L1 cells
expressed the GPR103b subtype mRNA and protein, as well as QRFP mRNA. QRFP-43
and -26 induced an increase in triglyceride accumulation of 50 and 41%, respectively, and
elicited a dose-dependent increase in fatty acid uptake, by up to approximately 60% at the
highest concentration, in 3T3-L1-differentiated cells. QRFP-43 and -26 inhibited
isoproterenol (ISO)-induced lipolysis in a dose-dependent manner, with IC50s of 2.3 = 1.2
and 1.1 = 1.0 nM, respectively. The expression of genes involved in lipid uptake (FATPI,
CD36, LPL, ACSLI1, PPAR-y, and C/EBP-a), was increased by 2- to 3-fold after treatment
with QRFP. The effects of QRFP on ISO-induced lipolysis and fatty acid uptake were
abolished when GPR103b was silenced. In a mouse model of diet-induced obesity, the
expression of GPR103b in epididymal fat pads was elevated by 16-fold whereas that of
QRFP was reduced by 46% compared to lean mice. Furthermore, QRFP was bioactive in
omental adipocytes from obese individuals, inhibiting ISO-induced lipolysis in these cells.
Our results suggest that GPR103b and QRFP work in an autocrine/paracrine manner to

regulate adipogenesis.

2. 3. 2. Introduction

The deorphanized G protein-coupled receptor 103 (GPR103) (1, 2) is known to be
activated by its endogenous peptide agonists QRFPs (3, 4), a 43-aa pyroglutamylated
RFamide peptide and its constitutive C-terminal part QRFP-26 (also known as 26RFa). In
rodents, the activation of GPR103 by intracerebroventricular administration of QRFP

peptides results in orexigenic activity (3, 5, 6). In addition to an increase in fat mass and
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body weight, long-term central administration of QRFP leads to reduced thermogenesis (6).
Besides stimulating food intake, an effect which appears to be exacerbated when the
animals are fed a high-fat diet (HFD) (6, 7), GPR103 receptors and QRFP have been shown
to be involved in regulating behavioral arousal, blood pressure (5), bone formation (8),
gonadotropic axis (9), aldosterone secretion (4), insulin secretion (10), and analgesia (11).
However, whether GPR103 and QRFP may also exert metabolic effect at the periphery has

not been investigated.

The orexigenic response of QRFP mediated through GPR103 signaling involves
central neuropeptide Y (NPY) pathways (5, 12). The GPR103 receptor shares significant
sequence identity with NPFF2, NPY-Y2, and galanin-R1 receptors (1). Two subtypes of
GPR103 have been identified in rodents, mGPR103a and mGPR103b, while only one
receptor has been identified in human, hGPR103 (5). Rodent subtypes feature differential
expression: whereas mGPR103a is mainly distributed to the central nervous system, retina,
thymus, liver, kidney, and bladder, mGPR103b is expressed in multiple tissues,
predominantly in nuclei of the hypothalamus regulating appetite (13). QRFP peptides are
expressed in multiple tissues, predominantly in brain (14), but also in peripheral tissues
including white adipose tissue (WAT) (13). Interestingly, other members of the RFamide
peptides family, including the neuropeptides FF, AF, and SF, were found to modulate
adipose tissue differentiation (15), adipocyte metabolism (16), and to regulate food intake
(17, 18). In the present study, we investigated whether GPR103b plays a regulatory role in
adipogenesis after its activation by QRFP peptides.

To this aim, the expression of GPR103b and QRFP in 3T3-L1 adipocytes has been
assayed by quantitative real-time PCR (qPCR) along with flow cytometry for GPR103b
detection by immunofluorescence in differentiated 3T3-L1 adipocytes. Functional lipolysis
assays and determination of triglyceride accumulation were performed, along with gene
expression profiles of adipogenic transcription factors and fatty acid (FA) transporters. The
involvement of GPR103b in these cellular responses has been confirmed by gene silencing
using retrovirus infection. In vivo expression profiles of mGPR103b and QRFP were

documented in mouse adipose tissues following a high-fat feeding regimen. In addition, the
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physiological relevance of GPR103b in human adipose tissue metabolism has been
investigated with isoproterenol (ISO)-induced lipolysis experiments in human omental
adipocytes. Our findings support that GPR103b and QRFP might regulate adipogenesis

through an autocrine/paracrine mechanism.

2. 3. 3. Material and methods
Animals

All experimental protocols were approved by the Institutional Animal Ethics
Committee of the Université de Montréal, in accordance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines for use of experimental animals and the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals published by the United States National Institutes of Health
(A5213-01). Wild-type C57BL/6 mice were weaned at 4 wk old and put on either normal
chow (D12450B, 10% calories from fat) or a HFD (60% kcal from fat, D12492), from
Research Diets Inc. (New Brunswick, NJ) for 18 or 24 wk as a model of diet-induced
obesity. At 22 or 28 wk old, mice were killed by CO, asphyxiation and adipose tissues
from perirenal, inguinal, and epididymal depots were collected and kept at —80 C until

RNA extraction.

Materials

QRFP peptides were obtained from a custom synthesis at the W.M. Keck
Biotechnology Resource Center (New Haven, CT). Insulin, dexamethasone, adenosine,
ISO, FA-free BSA (A7030), ORO, and 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) were from
Sigma-Aldrich Canada Ltd. (Oakville, Ontario, Canada). Cell culture media, fetal bovine
serum (FBS), TRIzol, and PCR reagents were from Invitrogen (Burlington, Ontario,
Canada). Rabbit IgG isotype control was from U.S. Biological (Swampscott, MS). R-
phycoerythrin goat antirabbit IgG and 4,4-difluoro-5-methyl-4-bora-3a-diaza-3-indacene-3-
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dodecanoic acid (C;;-BODIPY 3823) were from Molecular Probes Inc. (Eugene, OR).

Rosiglitazone was from Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI).

Cell culture

Murine 3T3-L1 preadipocytes (CL-173) were obtained from American Type
Culture Collection (Manassas, VA). At confluence (designated as d 0), differentiation was
induced by culturing cells with DMEM supplemented with 10% FBS, 167 nm (1 pg/ml)
insulin, 1 pM dexamethasone, and 0.5 mM IBMX for 3 d (d 3). Differentiated cells were
then cultured in DMEM with 10% FBS containing 167 nM insulin for 2 d (d 5). Cells were
then were maintained in DMEM with 10% FBS for an additional 2 d (d 7).

mRNA expression of GPR103b during 3T3-L1 differentiation

Total RNA was extracted with TRIzol LS reagent and treated with DNase I
Amplification Grade according to manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized from
DNase-treated total RNA with random primers and Moloney murine leukemia virus reverse
transcriptase. For RT-PCR, primers for GPR103a, sense: 5'-TCT TTG GCA ACT CTC
TGG TCA TC-3', antisense: 5-CTT CGG GTA GTG TAC TGC CAC T-3"; GPR103b,
sense: 5'-CGA TAT CAA GTG GTG TGA ACA GCC-3', antisense: 5'-GGG TCT CTT
GTA GCC CAG GT-3'); QRFP, sense: 5-TCT GCC GTC CTT ACC ATC TCA-3',
antisense: 5-TCT CAG GAC TGT CCC AAA GGA G-3'; and RNA 188, sense: 5'-GGA
CCA GAG CGA AAG CAT TTG CC-3', antisense: TCA ATC TCG GGT GGC TGA
ACG C-3') were used to assess mRNA expression levels at different stages during 3T3-L1
adipocytes differentiation, using Taq DNA polymerase. PCR products were separated on
1.5%  agarose gel. qPCR of GPRI03b and pB-actin  (sense: 5'-
ATTACTGCTCTGGCTCCTA-3', antisense: 5-TCTGCTGGAAGGTGGACA-3") were
performed using a Platinum SYBR Green Supermix-UDG with Rox. Gene expression
levels were quantified by SYBR Green real-time PCR using Rotor-Gene 3000 (Corbett
Research, Mortlake, New South Wales, Australia). GPR103b mRNA levels were

normalized to B-actin mRNA, and relative gene expression was calculated using the
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comparative Ct (27*“") method. Data are presented relative to the expression found in
hypothalamus. A detailed description of primer sequences is found in Supplemental Table

1.

Table 1: Primers used for real-time PCR

Annealing
Name Forward (3°-5”) Reverse (3°-57) temperature
©
PPAR-
CGCTGATGCACTGCCTATGA AGAGGTCCACAGAGCTGATTCC 60
gamma2
CEBP-
oh AGGTGCTGGAGTTGACCAGT CAGCCTAGAGATCCAGCGAC 60
alpha
CD36 GGCCTTACTTGGGATTGG CCAGTGTATATGTAGGCTCATCCA 60
LPL ATCGGAGAACTGCTCATGATGA GTCTTCAAAGAACTCGGATGCT 60
FATP1 TATGGGGTGGCTGTGCCAGGAG CGCAGGAAGATGGGCCGAGCATAG 60
ACSL1 CGGTCTGAAGCCATTTGAACAG TGCGACCTGAAATAGTTCCGTAGC 60
Beta-
ATTACTGCTCTGGCTCCTA TCTGCTGGAAGGTGGACA 60

actin

Detection of GPR103b by flow cytometry immunofluorescence in 3T3-L1
adipocytes

GPR103b was detected by a polyclonal rabbit antimouse GPR103b antibody
generated in our laboratory by using the peptide GPR103b [Glu (400) to Cys (414)]
coupled to keyhole limpet hemocyanin as immunogen. The specific anti-GPR103b Igs were
purified by affinity on 6% cross-linked agarose coupled to the GPR103b [Glu (400) to Cys
(414)] peptide. Trypsinized 3T3-L1 adipocytes were fixed with 2% formaldehyde in PBS
and permeabilized with 0.5% Tween 20 in 0.02% BSA-PBS. Cells were first stained with
rabbit antimouse GPR103b IgG (or preimmune purified IgG and rabbit IgG isotype used as
controls; 20 pg/ml in permeabilization buffer) and then with R-phycoerythrin goat
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antirabbit IgG (4 pg/ml in permeabilization buffer). Fluorescence intensity was measured
by flow cytometry with a FACSCalibur Becton Dickinson flow cytometer (BD

Biosciences; San Jose, CA), and the results were analyzed using CellQuest software (BD).

ORO staining

At d 2 of differentiation, 3T3-L1 cells were cultured in DMEM with 10% FBS and
incubated with 167 nM insulin and 10 nM QRFP-43 or QRFP-26 for 4 d. Cells were fixed
for 1 h with 10% buffered formalin and stained with a solution of 0.6% (wt/vol) ORO in
60% isopropanol for 1 h. Cells were then washed 3 times, alternating between 60%
isopropanol and water, and then photographed using Axio Imager microscope (Carl Zeiss
Inc., Thornwood, NY). ORO stain was then eluted with isopropanol and quantified by
measuring the optical density at 510 nm. The results are expressed as fold increase over

control.

Fatty acid uptake (BODIPY 3823)

4,4-Difluoro-5-methyl-4-bora-3a-diaza-3-indacene-3-dodecanoic acid (Cip-
BODIPY 3823)-labeled FA was used for measuring long-chain FA uptake in differentiated
3T3-L1 adipocytes. Cells were starved for 1 h and then incubated with QRFP peptides (0.1,
10, and 1000 nM). After 2 h of treatment, cells were washed with PBS and incubated with
PBS containing 20 uM FA-free BSA (Sigma A8806) and 10 uM C,,-BODIPY- labeled FA
for 2 min at 37 C. Cells were then washed extensively with PBS containing 0.1% BSA.
Cells were suspended in cold DMEM buffered with 25 mM HEPES to pH 7.5 for
cytometric analysis. BODIPY fluorescence intensity was measured by flow cytometry with

a FACSCalibur flow cytometer, and the results were analyzed using CellQuest software.

LPL enzyme activity assay

Two days after the induction of differentiation, 3T3-L1 cells were incubated in

DMEM supplemented with 5% of heat inactivated (55 C for 30 min) FBS for 24 h. Cells
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were then incubated, or not, with 167 nM insulin and QRFP-26 (10 and 1000 nM) for 2 d.
Heparin (10 Ul/ml) was added to the incubation media, which was collected after 30 min.
The heparin-releasable LPL activity was measured with the LPL activity kit (Roar
Biomedical Inc., New York, NY) using a nonfluorescent substrate emulsion that becomes
intensely fluorescent upon interaction with LPL, according to the manufacturer’s
instructions. Results are expressed as fold increase of relative enzyme activity normalized

to DNA content.

Lipolysis experiments

3T3-L1 adipocytes were incubated at 37 C for 1 h with serum-free DMEM
containing 200 nM adenosine as described by Viswanadha and Londos (47). The inhibitory
effect of QRFP (preincubated for 30 min) on ISO-induced lipolysis in 3T3-L1 adipocytes
was assessed in DMEM supplemented with 2% FA-free BSA containing adenosine
deaminase (1 U/ml). After 30 min stimulation with ISO, the incubation medium was
collected for free glycerol measurement using the free glycerol reagent (Sigma F6428) and
total protein by the BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL). The amount of glycerol
released was calculated as umol/mg protein and expressed as a percentage of ISO-induced
lipolysis. The lipolysis index was calculated as follows: (sample free glycerol concentration

— basal concentration)/ (ISO-elicited free glycerol concentration — basal concentration).

Knockdown of GPR103b in 3T3-L1 adipocytes

Specific shRNA constructs against mouse GPR103b were custom made by Origene
Technologies (Rockville, MD). HuSH 29-mer for GPR103b were provided in the pRS
plasmid driven by U6-RNA promoter. Selection of a single shRNA sequence for the
production of retrovirus was based on the ability of the sequence to silence the expression
of GPR103b mRNA in HEK293T cells transiently cotransfected with pFLAG-CMV2-
mGPR103b generated in-house. The targeted sequence selected for retrovirus production
was 5'-CATTTGTCCAGTGCACTGCCATTGTGACA-3'. Retroviruses (Moloney murine
leukemia virus) were produced by transfecting HEK293T Phoenix Ampho cells (Orbigen,
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San Diego, CA) with the pRS-shRNA plasmids using Lipofectamine 2000 (Invitrogen).
Medium containing infectious retroviruses was harvested 36 h after transfection,
centrifuged to remove cell debris, and filtered on a 0.45-um filter. The infection of 3T3-L1
preadipocytes with shGPR103b retroviruses has been carried out by adding retrovirus to the
culture cells in the presence of 8 pg/ml Polybrene for 2 d. Control cells were infected with
an empty vector retrovirus (pRS-Neo) and a nontargeting shRNA retrovirus (shcontrol).
Infected cells were selected for their stable integration of the shRNA with 5 pg/ml
puromycin. Infected 3T3-L1 cells were then differentiated in adipocytes as described

above.

Isolation of primary adipose cells from mouse fat pads

For primary adipocytes isolation, epididymal, perirenal, and inguinal fat pads were
minced and digested in Krebs-Ringer-Bicarbonate-HEPES buffer [20 mM HEPES (pH
7.4), 120 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 1.2 mM K,;HPOy, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgSOy, 24
mM NaHCO;] saturated with CO, and containing 6 mM glucose, 1% BSA, and type 2
collagenase (2 mg/g tissue) (Sigma C6885). The cell suspension was filtered through a
nylon mesh, and isolated adipocytes were washed three times with warm Krebs-Ringer-
Bicarbonate-HEPES buffer containing 1% BSA. The adipocytes were kept at —80 C until
RNA extraction.

Human subjects

Adipose tissue samples were obtained from obese adult subjects undergoing
laparoscopic antiobesity surgery. Specimens of adipose tissue (2—5 g) from the abdominal
omental region were obtained at the beginning of surgery (n = 5). No selection was made
for age, sex, or body mass index. Age was between 40 and 50 yr. These subjects were
included for studies on adipocyte differentiation. The study protocol was approved by the
Local Ethical Committee (Department of Internal Medicine, University of Turin), and all

subjects gave their written informed consent.
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Expression of hGPR103 and lipolysis experiments in human omental

adipocytes

Adipose tissue was minced into small pieces and digested at 37 C for 2 h in
DMEM/Ham’s F12 medium with 750 pg/ml type 1 collagenase (Sigma-Aldrich, Milan,
Italy). The tissue was then diluted with PBS and filtered through a 100-um nylon mesh.
The stromal cells were separated from the floating mature adipocytes by centrifugation.
Total RNA was extracted as described above, and GPR103 mRNA was detected by RT-
PCR in human omental mature adipocytes using the following primers: sense 5'-TAG GAT
CAC CCA TGT GGC ACG T-3' and antisense 5'-AAG AGA GCC ACC ACT GTC ACC
ATC-3', as previously described (10). The PCR products were analyzed on a 1.5% agarose
gel stained with ethidium bromide. Amplification of human B-actin mRNA served as
internal control, sense 5-GGT CAT CTT CTC GCG GTT GGC CTT GGG GT-3' and
antisense 5'-CCC CAG GCA CCA GGG CGT GAT-3'". For lipolysis experiments, 40 pl of
mature adipocytes were then collected and transferred into a 96-well plate containing 100
ul of Lipolysis Assay Kit Buffer (Zen-Bio, Research Triangle Park, NC) in the presence or
absence of either QRFP-43 (1, 10, 100 nM) or insulin (100 nM). After 40 min, lipolysis
was induced by addition of ISO (I uM) for 80 min. Following the manufacturer’s
instructions, 50 ul of medium were then transferred into a new 96-well plate for glycerol
measurement. Results are expressed as percentage of glycerol release in the basal condition

used as control.

Statistical analysis

Data are expressed as mean + sem. Data were analyzed using nonlinear regression
analysis software PRISM (GraphPad, San Diego, CA), and significance was tested using a
one-way ANOVA with Dunnett’s post test. P < 0.05 was considered as statistically
significant. For expression in isolated adipocytes and in different fat pads, an unpaired

Student’s ¢ test was used.
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2. 3. 4. Results
Expression profile of GPR103 receptors and QRFP in 3T3-L1 cells

The mRNA expression of GPR103 receptor subtypes was investigated in 3T3-L1
preadipocytes and differentiated adipocytes by RT-PCR. We found that the mRNA levels
of GPR103b, and not those of GPR103a, are induced in a time-dependent manner after
initiation of 3T3-L1 cell differentiation (Fig. 1, A and B). Increased mRNA levels
correlated with increased GPR103b receptor expression as assessed by flow cytometry (Fig.
1C). Low levels of QRFP mRNA were detected in 3T3-L1 preadipocytes (Fig. 1A), which
increased by 5-fold (P < 0.05) at d 4 after the induction of differentiation and appeared to
plateau thereafter (Fig. 1D).
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Fig. 1. Expression of GPR103b and QRFP during 3T3-L1 differentiation. A, Ethidium
bromide-stained agarose gel for visualization of RT-PCR amplification products derived
from 3T3-L1 cells. 3T3-L1 cells were induced to differentiate at confluence (designated d
0) as described in Material and Methods. PCR amplification products of hypothalamus
were used as positive controls. PCR products were resolved on 1.5% agarose gels. B, gPCR
of GPR103b during 3T3-L1 cell differentiation. Data are presented as fold change relative

to hypothalamic expression set to 1 (n = 3). C, Detection of GPR103b in differentiated 3T3-
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L1 cells by flow cytometry immunofluorescence. The histogram shows preimmune control
fluorescence (black), 1gG isotype control fluorescence (blue), and specific GPR103b
fluorescence (red) (n = 4). D, qPCR of pre-QRFP during 3T3-L1 differentiation. Data are
presented as fold change relative to hypothalamic expression set to 1 (n = 3). ND, Not

detected; *, P <0.05 and **, P <0.01 vs. d 0.

Effects of GPR103 activation by QRFP peptides on adipogenesis and lipolysis
in differentiated 3T3-L1

To assess the potential role of GRP103b on 3T3-L1 differentiation, cells were
incubated in the presence of QRFP-43 or -26 (10 nM) during 4 d, from d 2 after the
induction of differentiation. At the end of the incubation period, neutral lipids were stained
with Oil Red O (ORO) and quantified by optical densitometry. Our results show that QRFP
peptides increased intracellular triglyceride content, as shown by increased ORO staining
(Fig. 2A) by 1.4-fold (QRFP-26) and 1.5-fold (QRFP-43) (P < 0.01), whereas 167 nM
insulin induced a 1.2-fold (P < 0.05) elevation (Fig. 2B).

To assess whether the observed increase in triglyceride content in QRFP-treated
adipocytes was associated with increased lipid uptake, we investigated the effect of the
peptides on FA uptake. We first determined lipoprotein lipase (LPL) activity, inasmuch as
the latter is responsible for the generation of FA from circulating triglyceride-rich
lipoproteins. Insulin (167 nM), used as a positive control (19), increased LPL activity by
3.2-fold (P < 0.01) compared with vehicle on d 2 following the induction of differentiation
of 3T3-L1 adipocytes (Fig. 2C). In comparison, incubation with 10 and 1000 nM QRFP-26
resulted in a significant 2- (P < 0.05) and 2.4-fold (P < 0.01) increase in LPL activity,
respectively (Fig. 2C). FA uptake was investigated using a C,,-BODIPY FA. Incubation of
differentiated adipocytes with insulin (167 nM) for 2 h resulted in a 53 = 10% (P < 0.01)
increase in FA uptake compared with vehicle (Fig. 2D), whereas QRFP-43 and -26 (10 nM)
treatment resulted in a 27 + 3 and 31 + 2% (P < 0.05) increase in FA uptake compared with
vehicle, respectively. High concentrations (1000 nM) of QRFP-43 and -26 (Fig. 2D) further
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increased FA uptake by 62 + 5 and 58 + 6% (P < 0.01), respectively, supporting a role for
GPR103b in regulating FA uptake in 3T3-L1 adipocytes.
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Fig. 2. Effects of QRFPs peptides on triglyceride accumulation, LPL activity, FA
uptake, and lipolysis. A, Triglyceride accumulation by ORO staining of 3T3-LI
adipocytes. At d 2 of differentiation, 3T3-L1 cells were treated or not with insulin (167 nM)
or QRFP-43 or -26 (10 nM) for 4 d. B, Quantitative analysis of ORO staining. Stained Oil
Red O was eluted with isopropanol and quantified by measuring the optical density at 510
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nm (n = 3). Oil Red O data are expressed as fold increase (mean + sem) over control
(vehicle treated). C, Heparin-releasable activity in d 2 differentiated 3T3-L1 cells treated
with insulin (INS, 167 nM) and QRFP-26 (10 and 1000 nM) for 2 more d (n = 3). D, Bar
graphs in percent change (£sem) in mean fluorescence intensity over fluorescence in
vehicle-treated cells set at 100%, as assessed by flow cytometry of C;,-BODIPY-labeled
FA uptake in 3T3-L1 adipocytes starved 1 h and then treated 2 h with insulin (INS, 167
nM) or QRFP peptides (10 and 1000 nM) (n = 4). E, Dose-response curve of inhibition of
ISO-induced lipolysis by QRFP. ISO + QRFP-43 (square), ISO + QRFP-26 (triangle), and
ISO + QRFP-28n (circle) in differentiated 3T3-L1 cells. QRFP-43 and -26 inhibited the
lipolytic effect of ISO in a dose-dependent manner. Data are expressed as lipolysis index
(sample free glycerol concentration — basal concentration)/(ISO-elicited free glycerol

concentration — basal concentration) (n = 3). *, P <0.05; **, P <0.01 vs. vehicle.

We next investigated the role of GPR103b on differentiated adipocyte functional
response, using [SO-induced lipolysis. Neither QRFP-43 nor QRFP-26 had an effect on
basal lipolysis (data not shown); however, both peptides inhibited ISO-elicited lipolysis in a
dose-dependent manner, with ICsps 0of 2.3 £ 1.2 and 1.1 + 1.0 nM, respectively (Fig. 2E). In
contrast, QRFP-28n, which displays weak affinity for GPR103 (4), had no effect on ISO-
induced lipolysis (Fig. 2E).

Effects of GPR103b silencing on QRFP-dependent responses in differentiated
3T3-L1 adipocytes

To determine the involvement of GPR103b in mediating the effects of QRFP on
adipocytes, we used retroviral-delivered short hairpin RNA (shRNA) to knockdown the
expression of GPR103b in 3T3-L1 adipocytes. As shown in Fig. 3, A and B, an infection
with a shRNA sequence specific for GPR103b (shGPR103b) decreased the expression of
GPR103b by 67% (P < 0.05), at the mRNA level, and by 46% (P < 0.05) at the protein
level, compared with an infection with the empty vector (pRS-Neo). Interestingly, an

infection with a nontargeting shRNA (shcontrol) increased the mRNA of GPR103b without
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affecting its protein expression. The knockdown of GPR103b did not affect 3T3-L1
differentiation compared with empty vector and nontargeting shRNA infections as shown
by ORO staining of differentiated cells (Fig. 3C). The decrease in GPR103b
immunofluorescence following specific shRNA infection is shown by a left shift in the
fluorescence histogram compare to empty vector and nontargeting shRNA infections (Fig.
3D). Specific GPR103b knockdown abolished the increase in FA uptake as shown in Fig.
3E. Neither control infections, with empty vector or nontargeting shRNA sequence,
modulated QRFP-43 and -26 abilities to increase FA uptake. The GPR103b knockdown did
not affect insulin-mediated FA uptake, which was used as a positive control. These results
suggest that triglyceride accumulation and FA uptake induced by QRFP-43 and -26 in
differentiated adipocytes is mediated by the GPR103b receptor. Furthermore, specific
GPR103b knockdown abolished the antilipolytic effects of QRFP-43 and -26 on ISO-
induced lipolysis (Fig. 3F). In agreement, an infection with the empty vector or
nontargeting shRNA did not affect the antilipolytic effect of QRFP peptides on ISO-
induced lipolysis. In the latter case, both QRFP-43 and -26 inhibited ISO-induced lipolysis
in a dose-dependent manner, supporting that the inhibitory effect of QRFP on B-adrenergic
agonist-stimulated lipolysis is GPR103b-dependent.



A 2.25m
2.00
1.75+
2
3 1,50
5 1254
£ 1.004
% 0.754
L 0,504
0.25+
0.00
pRS-Neo shcontrol
pRS-Neo

1601
140
120+
1004

Relative fluorescence (%)
g

Fig. 3. Effects

I Control

EZAQRFP43 (0.1 nM)
E=3QRFP43 (10 nM)
EQRFP26 (0.1 nM)

ESSQRFP26 (10 nM)
LTINS (50 nM)

%k

shcontrol

shGPR103b

shGPR103b

w

Relative fluorescence

o

Lipolysis index (%)

60

50

40

10

116

pRS-Neo shcontrol shGPR103b

Green: shGPR103b
Black: pRS-Neo
Blue: shcontrol

109 10! R;lsfe 10% 104

SO

EZA1SO+QRFP-43 (0.1 nM)
E=1SO+QRFP-43 (10 nM)
E1SO+QRFP-26 (0.1 nM)
ESS1SO+QRFP-26 (10 nM)

»H

VALSSLLSLLTSLLSSSS

#
E
§
N

=

S-N shcontrol

o B NNNNNNNNNNNNNNNNNNN

ALIRY
p shGPR103b

of GPR103b silencing on QRFP-dependent responses in differentiated
3T3-L1. A, qPCR of GPR103b in 3T3-L1 infected with shRNAs. Expression in
nontargeting sShRNA cells (shcontrol) and specific GPR103b shRNA cells (shGPR103b)

are presented as fold change relative to empty vector (pRS-Neo) expression set to 1 (n = 4).

B, Bar graphs of protein detection in percent change (+sem, n = 4) in mean fluorescence

intensity over fluorescence in empty vector infected cells set at 100%, as assessed by flow



117

cytometry of GPR103b in empty vector, nontargeting shRNA or specific GPR103b
shRNA-infected and differentiated 3T3-L1 cells. C, Triglyceride accumulation in empty
vector, nontargeting shRNA, or specific GPR103b shRNA-infected 3T3-L1 cells. ORO
staining has been performed on differentiated untreated cells. D, Detection of GPR103b in
infected and differentiated 3T3-L1 cells by flow cytometry immunofluorescence. The left
shift of shGPR103b cells in the fluorescence histogram shows a decrease in GPR103b
expression compared with pRS-Neo and shcontrol cells (n = 4). E, C1,-BODIPY-labeled
FA uptake in pRS-Neo, shcontrol, or shGPR103b in infected and differentiated 3T3-L1
cells following 1-h starvation and 2-h treatment with insulin (INS, 50 nM) or QRFP
peptides (0.1 and 10 nM) (n = 4). F, Inhibition of ISO-induced lipolysis by QRFP-43 and -
26. pRS-Neo, shcontrol, or shGPR103b infected 3T3-L1 cells were differentiated, and ISO-
elicited lipolysis was inhibited with QRFP peptides at 0.1 and 10 nM (n = 3). Data are
expressed as lipolysis index. #, P < 0.05 vs. ISO; *, P < 0.05 and **, P < 0.01 vs. their

respective control.

GPR103b activation increases adipogenic genes in 3T3-L1 adipocytes

Using qPCR analysis, we tested the expression of adipogenic genes in differentiated
3T3-L1 adipocytes incubated for 2 d with 10 nM QRFP-26 or QRFP-43. The expression of
peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y) and CCAAT/enhancer binding
protein-a (C/EBP-a) as transcription factors involved in adipocyte differentiation was
quantified, as well as that of CD36 and fatty acid transport protein-1 (FATP1) as long-chain
FA transporters, of LPL, involved in lipid uptake, and of acyl-CoA synthetase long-chain
family member 1 (ACSL1), involved in intracellular triglyceride formation. Treatments
with QRFP-43 and QRFP-26 increased the expression of PPAR-y by 2.2- and 1.7-fold (P <
0.05), of C/EBP-a by 2.7- and 2.4-fold (P < 0.05), of CD36 by 3.0- and 2.2-fold (P < 0.01),
of LPL by 2.9- (P < 0.05) and 2.0-fold, of FATP1 by 2.6- (P < 0.01) and 2.1-fold (P <
0.01), and of ACSL1 by 3.7- (P < 0.01) and 2.6-fold (P < 0.01), respectively, over
nontreated differentiated 3T3-L1 adipocytes (Fig. 4A). Treatment of empty vector and

nontargeting shRNA infected 3T3-L1 cells has also shown a significant increase of the
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expression of PPAR-y, C/EBP-a, CD36, LPL, FATP1, and ACSL1. However, specific
knockdown of GPR103b abolished the induction of these genes by QRFP (Fig. 4B).
Rosiglitazone treatment (10 pM) was used as a positive control for the induction of these

genes (see Supplemental Fig. 1).
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Fig. 4. Adipogenic gene expression in 3T3-L1-differentiated cells following QRFP
treatment. A, Differentiated 3T3-L1 cells or, B, empty vector, nontargeting shRNA, and
specific GPR103b shRNA-differentiated 3T3-L1 cells after retroviral infection were treated
or not with QRFP-43, -26 (10 nM) or vehicle for 2 d, and the total number of RNAs were
assayed by qPCR. Data are presented as fold increase over vehicle (10% FBS)-treated
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adipocytes (n = 3). Gene expression levels were quantified by SYBR Green real-time PCR.
Relative gene expression was calculated using the 27" method. *, P < 0.05 and **, P <

0.01 vs. control (vehicle).
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Supplemental figure 1: Effects of treatment with rosiglitazone (10 uM) on adipogenic
gene expression in infected 3T3-L1 cells adipocytes. Infected cells were differentiated as
described in materials and methods section. Fully differentiated cells were treated with Rosi
(10 uM) for 2 days. Total RNAs were assayed by qPCR. Data (mean = SEM) are presented
as SEM relative to control (normal diet) expression (n= 3-4). Relative gene expression was
calculated with 2-AACt method. *, P < 0.05; **, P < 0.01 and ***, P < 0.001 vs vehicle.

Fold change represents the gene expression normalized by beta-actin expression.
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Effect of diet-induced obesity on GPR103b and QRFP expression in adipose

tissue depots

To determine the relevance of GPR103b and QRFP pathway in vivo, we
investigated their expression levels in different adipose tissue depots in a mouse model of
diet-induced obesity (DIO). Using qPCR, we measured the mRNA levels of both GPR103b
and QRFP in epididymal, perirenal, and inguinal (sc) fat depots from mice fed a HFD or
normal diet for 24 wk. DIO increased by 16-fold the expression of GPR103b in epididymal
fat depots compared with mice fed a normal diet, while no significant increase was found in
perirenal and inguinal fat depots (Fig. 5A). In contrast, DIO decreased the expression of
QRFP by 46 £ 0.2% (P < 0.05) in epididymal, 58 + 0.3% in perirenal, and 69 + 0.3% (P <
0.05) in inguinal fat depots (Fig. 5A). Fat depots are heterogeneous in their cell
composition. To confirm that DIO was associated with changes in QRFP/GPR103b
expression in adipocytes, epididymal adipocytes from mice fed normal chow or HFD for 18
wk were isolated and mRNA levels were determined. DIO increased GPR103b expression
by 5.2-fold (P < 0.01) in isolated adipocytes, whereas QRFP expression was decreased by
60%, as observed for the epididymal fat (Fig. 5B).
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Fig. 5. Expression of GPR103b and pre-QRFP in adipose depot from mice fed a high-
fat diet. A, qPCR of GPR103b and pre-QRFP in epididymal (Epid), perirenal (Peri), and
inguinal (Ing) fat depots from mice fed a HFD (D12492; Research Diet Inc.) or normal diet
(D12450B) for 24 wk. B, qPCR analysis of GPR103b and pre-QRFP in isolated primary
adipocytes from epididymal fat pads of mice fed a HFD or normal diet for 18 wk. Data
(mean + sem) are presented as fold change relative to control (normal diet) expression (n =
3-4). Relative gene expression was calculated using the 27" method. *, P < 0.05; **, P <

0.01; and ***, P <0.001 vs. normal diet.
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QRFP-induced GPR103 activation inhibits ISO-induced lipolysis in human

omental adipocytes

Adipocytes obtained from human omental fat were found to express hGPR103
mRNA (Fig. 6A). The effect of QRFP-43 was then investigated on ISO-induced lipolysis in
human omental adipocytes. ISO increased lipolysis by 3-fold over control, as assessed by
glycerol release in the culture medium, after 2-h incubation (Fig. 6B). QRFP-43 dose-
dependently counteracted the lipolytic effect of ISO by significantly reducing glycerol
release. Interestingly, at the highest concentration tested (100 nM), QRFP-43 antilipolytic
effect, although being less potent, was similar to that exerted by 100 nM insulin, which was
used as positive control. By contrast, whereas insulin showed antilipolytic action even in
the absence of ISO, QRFP-43 alone had no effect. These results suggest that GPR103
counteracts lipolysis in human omental adipocytes by inhibiting ISO-induced glycerol

release.
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Fig. 6. Expression of hGPR103 and lipolysis in human omental adipocytes. A, GPR103
mRNA expression in human omental adipocytes. PCR amplification products of human
hypothalamus were used for positive control. As expected, the amplified products
corresponded to 318 bp for hGPR103 and 230 bp for B-actin. B, Lipolysis was measured in
adipocytes preincubated with or without either QRFP-43 (1-100 nM) or insulin (100 nM)
for 40 min and then incubated with ISO (1 pM) for an additional 80 min. Results are
expressed as percentage of control in basal (/eff) or stimulated (right) conditions (control
glycerol release is of 33.75 uM). The means + sem of five independent experiments are

shown. ** P <0.01 vs. control; #, P <0.05; ##, P <0.01 vs. ISO.
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2. 3. 5. Discussion

In the present study, G protein-coupled receptor 103b and its ligands, QRFP-43 and
-26, have been identified as new peripheral regulators of adipogenesis. Indeed, the
RFamide peptides QRFP-43 and -26, known for their role in the central regulation of
appetite (3, 6), are now shown to function as adipogenic factors in peripheral WAT. We
also show that the GPR103b subtype, previously identified as a hypothalamic receptor with
orexigenic activity (3), is expressed in WAT. Its physiological relevance is supported by
specific changes in gene expression levels following long-term high-fat feeding in mice and
the differential expression pattern of the QRFP/GPR103b receptor pathway in different fat
depots. Human omental fat also expresses the GPR103 receptor, and QRFP-43 relevantly
inhibits ISO-induced lipolysis in human adipocytes.

The growing problem of obesity has forced investigators to focus on adipocytes as
target. The quest for a cure for this condition has allowed the discovery and
characterization of new GPCR peptidic ligands expressed and released by adipocytes that
play a role in adipogenesis in an autocrine/paracrine manner. Among these, some are
peptides also known for their central orexigenic effect, like NPY working through NPY1R
(20) and NPY2R (21), and ghrelin working through GHS-R1a (22). These peptides increase
adipogenesis to yield a global anabolic effect in agreement with their orexigenic attributes.
Using an in vitro model (e.g. the 3T3-L1 cell line), a well-established reliable model of
adipogenesis (23), we examined the mRNA expression levels of GPR103b and QRFP
before and after the induction of adipocyte differentiation. Whereas differentiated 3T3-L1
adipocytes express exclusively the GPR103b receptor but not the GPR103a receptor
subtype, neither subtypes were present in preadipocytes. Yet, the expression of GPR103b
and QRFP, as measured by qPCR, increased during adipocyte differentiation. These data
correlated with the detection of GPR103b protein expression measured by flow cytometry

immunofluorescence in differentiated 3T3-L1 adipocytes.

The activation of GPR103b by QRFP was found to increase intracellular

triglyceride accumulation in 3T3-L1 cells, which have been committed toward
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differentiation as shown by an approximate 1.5-fold increase in ORO-stained lipid droplets
in QRFP-treated cells. In contrast, no effect of QRFP has been observed in
nondifferentiated 3T3-L1 cells, in accordance with the absence of GPR103b in naive
preadipocytes (data not shown). Both QRFP-26 and -43 regulated triglyceride metabolism
in mature 3T3-L1 adipocytes, as shown by a potent antilipolytic action on ISO-induced
lipolysis. The QRFP-28n fragment, which features weak binding affinity for GPR103 (4),
was unable to inhibit ISO-induced lipolysis, thereby supporting a specific role for GPR103
in mediating the effect of QRFP. Using a retroviral-delivered shRNA to knockdown
GPR103b, we demonstrated that both QRFP-43 and -26 could not inhibit ISO-induced
lipolysis neither stimulate FA uptake in GPR103b knockdown cells. Overall, these results
suggest that GPR103b promotes anabolism by increasing fat storage and by decreasing
triglyceride hydrolysis in adipocytes. These observations suggest that QRFP may play a
role in triglyceride metabolism similar to that of NPY and ghrelin. Indeed, both ghrelin (22,
24) and NPY (25) have been reported to inhibit ISO-induced lipolysis in isolated fat cells.
In addition, both NPY and ghrelin have been reported to increase adipogenesis (21, 26) and
food intake (27, 28, 29). In contrast, other RFamide peptides like NPFF, NPAF, and NPSF
were shown to inhibit, rather than increase, adipocyte differentiation, by up-regulating the

expression of Id3, a transcription factor that inhibits adipogenesis (15).

The role of LPL in catalyzing the hydrolysis of lipoproteins to generate free fatty
acids that can be transported in adipocytes following an anabolic process is well
established. LPL is regulated by hormones and nutrients in a tissue-specific manner (30, 31,
32). Among the hormones involved in the regulation of LPL activity, insulin was shown to
regulate LPL activity in adipocytes by posttranscriptional and posttranslational mechanisms
(19, 33, 34). Insulin decreases the intracellular pool of LPL and increases the cell surface-
associated LPL released by heparin (33). Heparin-releasable LPL activity was increased
significantly following treatment of 3T3-L1 adipocytes with QRFP-26. This increase of
LPL activity promoted by QRFP was less than that mediated by insulin with a 3.4-fold
increase in heparin-releasable LPL activity, in agreement with previous studies (19). In

parallel to this observation, LPL activity within 3T3-L1 cells decreased after insulin and
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QRFP-26 treatment (data not shown). However, LPL mRNA expression was up-regulated
by QRFP, suggesting a regulatory effect of QRFP on LPL expression and release. The LPL
activity correlated with FA uptake and storage in adipocytes. Using RNA interference,
Gonzalez and Orlando (35) demonstrated that a 50% loss of LPL activity led to a reduction
of 80% in intracellular lipids. The relevancy of increased LPL activity by QRFP is
confirmed by an increase in the cellular uptake of fluorescent free FA (C;,-BODIPY) in
3T3-L1 adipocytes, as measured by flow cytometry (Fig. 2D). This increased cellular
uptake of lipids was associated with an increase in FA transport proteins, CD36 and
FATP1, mRNA levels that have been involved in the process of FA uptake in adipocytes
(36). QRFP also induced the increase of ACSL1 expression, an enzyme which converts
intracellular free long-chain FA into fatty acyl-CoA esters (37, 38, 39). This increase of
ACSLI correlated with the effect of QRFP on the increased expression of key transcription
factors, such as PPAR-y and C/EBP-a (Fig. 4), which control the expression of proteins
involved in adipogenesis (40, 41, 42). In agreement, the up-regulation of adipogenic genes
by QRFP was inhibited when GPR103b was knocked down. Taken together, these data
suggest that genes involved in the storage of lipids within adipocytes are up-regulated in a

GPR103b-dependent manner following a treatment with QRFP.

Our results show that the expression of GPR103b and QRFP are modulated in a
state of obesity. In a mouse model of DIO, a model mimicking the most prevalent type of
human obesity (43), the expression of GPR103b was strikingly increased in epididymal fat
tissue compared with mice fed a normal diet, whereas no difference was observed in
perirenal and inguinal fat tissues (Fig. 5A). The expression of GPR103b followed the same
pattern in adipocytes isolated from epididymal fat tissue of DIO mice. This observation
supports a role for GPR103b in metabolically active fat tissue such as abdominal fat,
whereas its function appears to be less apparent in sc (inguinal) fat tissue, with a limited
role in triglyceride metabolism (44). Using the same DIO mouse model, QRFP gene
expression levels were found to be decreased in epididymal, perirenal, and inguinal fat
tissues as well as in isolated adipocytes from HFD-fed mice. The down-regulation of QRFP

mRNA in a state of obesity suggests that the expression of this peptide may be decreased
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by proinflammatory cytokines like TNF-o, as shown in differentiated 3T3-L1 cells
(Supplemental Fig. 2), in a similar manner to that of adiponectin in a state of obesity (45,

46).
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Supplemental figure 2: Effects of TNF-alpha treatment on the expression of QRFP.
Differentiated 3T3-L1 cells were treated or not with TNF-alpha for 2 days. Total RNA
extraction and qPCR were done as described in materials section. Data are presented as fold
change of relative expression to control (CTL). Relative gene expression was calculated

with 2—-AACt method. ** P<0.01 vs control.

The unique human form of GPR103 is expressed in omental fat tissue and appears
to mediate an inhibitory effect on ISO-induced lipolysis as documented in human isolated
adipocytes. This inhibition was similar to that seen with ISO-induced lipolysis in 3T3-L1
cells. Interestingly, in contrast to insulin, QRFP did not show any effect on basal lipolysis

of human omental adipocytes.

The pathophysiological relevancy of GPR103b in obesity has not been determined
so far. A mouse with a gene deletion for GPR103a has been generated (8), but their body
weight was normal. This is in agreement with the fact that GPR103a is not expressed in
murine adipocytes. It also suggests that the role of GPR103a in the hypothalamus could be
less important than that of GPR103b in the regulation appetite. Along that line, a
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GPR103b-deficient or a QRFP-deficient mouse would be helpful to assess the relative role
of QRFP peptides in obesity. Insights regarding the intracellular pathways activated by
GPR103, including cAMP production (3), pertussis toxin-sensitive Gi-protein (10), and Gg-
protein (calcium mobilization) pathways (5) have been proposed in different cell types.
Additional studies will be necessary to delineate the signaling pathways mediating the acute

antilipolytic effect associated with GPR103b activation in adipocytes.

In this work, we reported a novel role for GPR103b as a peripheral modulator of
adipogenesis that could function with QRFPs in an autocrine/paracrine manner.
Nevertheless, more exhaustive in vivo studies are needed to confirm GPR103b and QRFP

as potential targets for the treatment of obesity.
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3. Transition vers la deuxiéme étude

Suite a la premicre publication, mon collegue Mukandila Mulumba s’est concentré
sur I’étude des voies de signalisation du GPR103b impliquées dans la réponse anti-
lipolytique. De mon coOté, je me suis intéress¢ aux mécanismes de régulation de
I’expression du QRFP. Nous avons tenté d’expliquer pourquoi I’expression du QRFP dans
le tissu adipeux est diminuée par 1’obésité chez la souris. Nous nous sommes intéressé aux
adipocytes, mais aussi aux macrophages qui sont présents dans le tissu adipeux. Beaucoup
de stimuli ont été utilisés pour tenter de moduler I’expression du QRFP, mais trés peu

d’entre eux ont eu un effet.

4. Deuxieme étude

4. 1. Hypothese et objectifs

Etant donné que I’expression du QRFP dans les tissus adipeux est diminuée chez les
animaux obeses (Mulumba et al., 2010) et que 1’obésité est induite par une EM (Cani et al.,
2007), nous avons pos¢ comme hypothése que I’expression du QRFP dans les tissus

adipeux pourrait étre régulée par les endotoxines circulantes élevées.
Nos objectifs étaient de :
1- Documenter 1’expression du QRFP dans les macrophages.

2- Identifier des signaux extracellulaires qui régulent I’expression du QRFP dans les

adipocytes et les macrophages dans un contexte d’obésité.

3- Identifier les voies de signalisation impliquées dans cette régulation.
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4. 2. Contribution des auteurs
Christian Jossart :
Partie expérimentale, écriture du manuscrit, participation a la gestion du projet.
Riccarda Granata :
Récolte de tissus adipeux humains, commentaires sur le manuscrit.
Davide Gallo :
Récolte de tissus adipeux humains, extraction d’ARN.
Ezio Ghigo :
Collaboration pour tissus adipeux humains.
Marc J. Servant :

Participation a la gestion du projet, commentaires sur le manuscrit, co-direction de

Christian Jossart.
Sylvie Marleau :

Participation a 1’écriture du manuscrit et la gestion du projet. Co-directrice de Christian

Jossart.
Huy Ong :

Participation a I’écriture du manuscrit et chercheur principal du projet. Directeur de

Christian Jossart.



137

4. 3. Pyroglutamylated RF-amide peptide (QRFP) gene is
regulated by lipopolysaccharide and interferons in a cellular
model of metabolic endotoxemia between macrophages and

adipocytes

Christian Jossart, Riccarda Granata, Davide Gallo, Ezio Ghigo, Sylvie Marleau, Marc J.
Servant and Huy Ong
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Endocrinology (R.G., D.G., E.Z.), Department of Internal Medicine, University of Turin,
Corso Dogliotti 14, 10126 Turin, Italy.

Abbreviations: ActD, actinomycin D; AP-1, activator protein-1; BSA, bovine serum
albumin; CCL2, CC-motif chemokine ligand; CHX, cycloheximide; DIO, diet-induced
obesity; ERK, extracellular signal-regulated kinase; FFA, free fatty acid; FBS, fetal bovine
serum; GPR103, G protein-coupled receptor 103; HDAC, histone deacetylase; HFD, high-
fat diet; IBMX, 3-isobutyl-1-methylxanthine; IFN, interferon; IFNAR, IFN alpha/beta
receptor; IFNGR, IFN gamma receptor; IKKilV, IKK-2 inhibitor IV; IKK-2, inhibitor of
kB kinase-2; IL-6, interleukine-6; IRF, interferon regulatory factor; JAK, Janus kinase;
LPS, lipopolysaccharide; MAPK, mitogen-activated protein kinase; ME, metabolic
endotoxemia; MEK1, MAPK/ERK kinase 1; MyD88, myeloid differentiation primary
response gene 88; NF-kB, nuclear factor-kappa B; PI3K, phosphoinositide 3-kinase; qPCR,
quantitative real-time PCR; QRFP, pyroglutamylated RF-amide peptide; RAW,
RAW264.7; RIA, radioimmunoassay; shRNA, short hairpin RNA; STAT, signal transducer
and activator of transcription; Thl, T-helper 1; TLR-4, toll-like receptor-4; TNF-a, tumor
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necrosis factor-o; TRIF, TIR domain-containing adapter-inducing IFN-f; TSA, trichostatin
A.

4. 3. 1. Abstract

Pyroglutamylated RF-amide peptide (QRFP) is involved in feeding regulation,
thermogenesis, adipogenesis and lipolysis. The expression of QRFP in adipose tissue was
found to be decreased in diet-induced obesity, a mouse model in which plasma
concentration of endotoxins have been shown to be slightly elevated. The present study
aimed to investigate the role of metabolic endotoxemia (ME) on QRFP gene regulation.
Our results uncovered the expression of QRFP in mouse macrophages and cell lines. Low
doses of LPS transiently downregulated QRFP by 59% in RAW macrophages but not in
3T3-L1 adipocytes. The effect of lipopolysaccharide (LPS) on QRFP expression in
macrophages could be reversed with IKK-2 inhibitor IV or the knockdown of TRIF but not
by the knockdown of MyD8&S. Interferon-B (IFN-B) was induced by ME in macrophages.
IFN-B reduced QRFP expression in both macrophages (64%) and adipocytes (49%) up to
48 h. IFN-y downregulated QRFP (74%), but only in macrophages. TNF-a and fatty acids
had no effect on QRFP mRNA. Both interferons inhibited QRFP secretion from
macrophages. Macrophage-conditioned medium reduced QRFP expression in adipocytes,
an effect blocked by IFN-f neutralizing antibody. The effect of IFN-B on QRFP expression
was blocked by PI3K inhibitor (LY294002), p38 MAPK inhibitor (SB203580) and by
HDAC:s inhibitor (trichostatin A). The effect of [FN-y could be reversed by MEK1 inhibitor
(PD98059) and trichostatin A. In conclusion, LPS induces IFN-f release from macrophages
which reduces QRFP expression in both macrophages and adipocytes in an

autocrine/paracrine dependent manner, suggesting QRFP as a potential biomarker in ME.
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4. 3. 2. Introduction

Pyroglutamylated RF-amide peptide (QRFP) is known to activate the G protein-
coupled receptor, GPR103 (1-3), which mediates orexigenic effects in rodents (1;4;5). The
latter appears to be exacerbated when the animals are fed a high-fat diet (HFD) (6). Besides
stimulating food intake, QRFP increases fat mass, body weight, adipogenesis and reduces
thermogenesis (4;7). QRFP also regulates behavioral arousal (5), blood pressure (5), heart
rate (8), bone formation (9), gonadotropic axis (10;11), aldosterone secretion (2), insulin
secretion (12) and analgesia (13-15). However, very little is known about the regulation of

QRFP gene expression.

Two forms of QRFPs, encoded by a single gene, were identified so far (16). The 43
amino acid form, QRFP-43, and its constitutive N-terminally truncated part, QRFP-26 (also
known as 26RFa) are potent agonists of GPR103. Prepro-QRFP mRNA is expressed in
multiple tissues, predominantly in hypothalamus (17), where it is upregulated in ob/ob and
db/db obese mouse models and elevated by fasting in wild-type mice (5). Rats fed a HFD
for 21 days showed elevated expression levels of QRFP in the ventromedial and arcuate
nuclei of the hypothalamus but not in the lateral hypothalamus (6). In contrast, another
study reported that rats fed a HFD for 8 weeks had undetectable levels of QRFP in the
ventromedial nucleus (18). QRFP is also expressed in peripheral tissues including white
adipose tissue (19). In 3T3-L1 cells, QRFP expression is induced during their
differentiation into mature adipocytes (7). In a mouse model of diet-induced obesity (DIO),
a 24-week HFD regimen decreased the expression of QRFP in epididymal, perirenal and
inguinal fat depots (7). Adipocytes isolated from the epididymal fat of mice fed a 18-week
HFD showed a similar decrease in QRFP mRNA levels (7).

In mice fed a HFD, circulating endotoxin levels have been shown to be chronically
increased by 2-3-fold in comparison with mice fed a standard diet. This results in metabolic
endotoxemia (ME), as a consequence of a change in gut microbiota, and it plays a role in

the initiation of insulin resistance in obesity (20;21). Endotoxins and free fatty acids (FFA)
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are both Toll-like receptor-4 (TLR-4) ligands known to be elevated in obesity (22). The
activation of TLR-4 by these ligands activates both myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88)-dependent and MyD88-independent, TIR domain-containing
adapter-inducing IFN-B (TRIF)-dependent pathways (23;24). The MyD88-dependent
pathway leads to the activation of nuclear factor-kappa B (NF-kB), activator protein-1 (AP-
1) and the subsequent induction of pro-inflammatory cytokines by immune cells (24). On
the other hand, the TRIF pathway leads to a delayed activation of NF-kB but also to the
activation of interferon regulatory factors (IRFs) and to the induction of type I interferons
(IFNs) (24). Macrophages and T-cells, which are known to infiltrate obese adipose tissue,
play a crucial paracrine role in the development of adipose tissue inflammation (25).
Indeed, lipopolysaccharide (LPS)-mediated activation of TLR-4 on macrophages elicits
tumor necrosis factor-o (TNF-a) and interferon-f (IFN-B) secretion (26). Pro-
inflammatory T-helper 1 (Thl) cells, which are elevated in obese adipose tissue (27), are
interferon-y (IFN- y) secreting cells (28). All these cytokines have been reported to exert
pro-lipolytic and anti-adipogenic actions (29-32), as for LPS itself (33;34). Since QRFP
decreases lipolysis and increases adipogenesis in vitro (7), we investigated whether ME

regulates QRFP expression in macrophages and adipocytes.

To this aim, the expression of QRFP in macrophages has been assessed by
quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) and the secretion of the peptide
has been verified by radioimmunoassay (RIA). QRFP expression in RAW 264.7 (RAW)
macrophages and 3T3-L1 adipocytes have been assessed following treatments with TNF-a.,
palmitate or low doses of LPS. The involvement of MyD88, TRIF and NF-kB signaling
pathways in the LPS-dependent cellular response was tested by lentivirus—mediated gene
silencing and pharmacological inhibition of the inhibitor of kappa B kinase 2 (IKK-2). The
role of LPS-stimulated interferons on QRFP mRNA levels in adipocytes has been verified
by RAW cells medium transfer and by antibody neutralization of IFN-B. The signaling

pathways of IFN-mediated cellular responses have been investigated with pharmacological
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inhibitors. Our findings support that ME modify macrophages and adipocytes secretome

and suggest QRFP as a potential biomarker of ME.

4. 3. 3. Material and methods

Animals

All experimental protocols were approved by the Institutional Animal Ethics
Committee of the Université de Montréal, in accordance with the Canadian Council on
Animal Care guidelines for use of experimental animals and the Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals published by the US National Institutes of Health. Wild type male
C57BL/6 mice were weaned at 4 weeks old and put on normal chow (D12450B, 10%
calories from fat) from Research Diets Inc. (New Brunswick, NJ). At 8 months old, mice
were sacrificed by CO; asphyxiation and peritoneal macrophages were collected in 5 mL
heparinized PBS (10 U/mL). Harvested cells were put in culture in DMEM with 10% FBS
for 3 hours. The medium containing non adhered cells was removed and cells were frozen

at -80 °C until RNA extraction.

Materials

QRFP-43 peptide was obtained from a custom synthesis at the W.M. Keck
Biotechnology Resource Center (New Haven, CT). Insulin, dexamethasone, 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX), LPS (055:B5), fludarabine, cycloheximide, actinomycin D,
puromycin, sodium palmitate, endotoxin-free bovine serum albumin (BSA), mouse IFN-f3
and -y were from Sigma-Aldrich Canada Ltd (Oakville, Ontario, Canada). IKK-2 inhibitor
IV (IKKilV), trichostatin A, LY293002, SB203580 and PD98059 was from Calbiochem
(Darmstadt, Germany). SC-514 was from Cayman Chemical (New Orleans, LA). Cell
culture media, low endotoxin fetal bovine serum (FBS) and penicillin/streptomycin were
from Wisent (St-Bruno, Québec, Canada). Rabbit anti-human QRFP antiserum has been
produced by EZBiolab (Carmel, IN). TRIzol, RT-PCR reagents and rat TNF-a were from

Invitrogen (Burlington, Ontario, Canada). Rabbit anti-mouse IFN-f3 antiserum was from
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PBL interferon source (Piscataway, NJ). Rabbit IgG isotype control was from US
Biological (Swampscott, MS). Goat anti-rabbit y-globulins were from Medicorp (Montréal,
Québec, Canada).

Cell Culture

Murine RAW 264.7 macrophages (#T1B-71), J774A.1 macrophages (#T1B-67) and
3T3-L1 preadipocytes (#CL-173) were obtained from American Type Culture Collection
(Manassas, VA). RAW and 3T3-L1 cells were routinely cultured in DMEM with 10% FBS
and penicillin/streptomycin. For differentiation, 3T3-L1 cells were grown at confluence.
Differentiation was induced by culturing cells with DMEM supplemented with 10% FBS,
167 nM insulin, 1 pM dexamethasone and 0.5 mM isobutylmethylxanthine for 4 d.
Differentiated cells were then cultured in DMEM with 10% FBS containing 167 nM insulin
for 2 d. Cells were then were maintained in DMEM with 10% FBS for an additional 5 d.

mRNA expression of GPR103a, GPR103b and preproQRFP

Total RNA was extracted with TRIzol reagent and treated with DNase I
Amplification Grade according to manufacturer’s instructions. cDNA was synthesized from
DNase-treated total RNA with random primers and M-MLV reverse transcriptase. Primers
for mGPR103a, sense: 5’-TCT TTG GCA ACT CTC TGG TCA TC-3’, antisense: 5’-CTT
CGG GTA GTG TAC TGC CAC T-3’; mGPR103b, sense: 5’-CGA TAT CAA GTG GTG
TGA ACA GCC-3’, antisense: 5’-GGG TCT CTT GTA GCC CAG GT-3’; mpreproQRFP,
sense: 5’-TCT GCC GTC CTT ACC ATC TCA-3’, antisense: 5’-TCT CAG GAC TGT
CCC AAA GGA G-3° and mouse B-actin, sense 5'-ATTACTGCTCTGGCTCCTA-3',
antisense 5'-TCTGCTGGAAGGTGGACA-3' were used to assess mRNA expression levels
by qPCR. It was performed using Ssofast Evagreen Supermix from Bio-Rad (Mississauga,
Ontario, Canada). Gene expression levels were quantified by Evagreen real-time PCR using
Rotor-Gene 3000 from Corbett Research (Mortlake, New South Wales, Australia). All
mRNA levels were normalized to B-actin mRNA and relative gene expression was

-AACt
2 C

calculated using the comparative Ct ( ) method. The sequences of all other primers

used are found in Supplementary Table 1.
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Table 1: Primers used for real-time PCR

Annealing

Gene Forward (3°-57) Reverse (3°-57) temperature
©
IFN-3  CCTCCACGCTGCGTTCCTGC AAGTCCGCCCTGTAGGTGAGGT 60
MyD88 GTCCGACCGTGACGTCCTGC CCACCATGCGGCGACACCTT 60
TRIF  GCTCTGGGCCAGGACACGGA TGGTACAGGCGAGCCACCGT 60
IL-6  CTTCCATCCAGTTGCCTTCTTG  AATTAAGCCTCCGACTTGTGAAG 60
TNF-a TCGGGGTGATCGGTCCCCAA CATGCCGTTGGCCAGGAGGG 60
CCL2 CCAGCACCAGCACCAGCCAA GTGGATGCTCCAGCCGGCAA 60

Stimulation of RAW with LPS and IFNs

RAW macrophages were plated at 1x10° cells in 2 mL of medium per well in 6-well
plates 24 h before stimulations. LPS was added in the medium to a final concentration of 1
ng/mL (or as indicated) and incubated for the indicated time before media were removed
and cell were frozen at -80 °C. According to the manufacturer, 1 ng/mL corresponds to >
0.5 EU/mL, within the concentrations range found in ME (21). Stimulations with I[FNs
were carried out using the same number of cells. [IFN-B and IFN-y were added to a final
concentration of 100 U/mL and 10 ng/mL (or as indicated), respectively. Stimulation on
differentiated and confluent 3T3-L1 adipocytes were made in 2 mL of medium per well in

6-well plates. 1 ng/mL LPS or 300 U/mL IFN-3 were used or as indicated.

Macrophage-conditioned medium experiments

3x10° RAW cells in 2 mL of medium were plated in 6-well plates. After 2 h, 1
ng/mL LPS was added to the cells. The medium was harvested 5 h later, filtered and
antibodies (30 and 300 U/mL of anti-mouse IFN-f or equimolar concentration of IgG

isotype) were added to the medium before incubation with differentiated 3T3-L1



144

adipocytes for 24 h. Medium was removed and adipocytes were frozen at -80 °C before

RNA extraction.

Palmitate treatments

Treatments with palmitate were done according to Shi et al. (35) with modifications.
Manipulations were done with non-pyrogenic material. Sodium palmitate was dissolved in
25 mM KOH at 80°C and gradually added to low endotoxin, fatty acid-free BSA (10%) at a
4:1 ratio to yield a 30 mM stock solution. The palmitate:BSA complex was added to RAW
cells for 8 h and to 3T3-L1 adipocytes for 24 h. Vehicle contained BSA and KOH only.

Knockdown of MyD88 and TRIF in RAW cells

Specific short hairpin RNA (shRNA) constructs against mouse MyD88
(#TRCN77234) and TRIF (#TRCN362763) were purchased from Sigma. shRNAs were
provided in the pLKO-puro plasmid driven by U6-RNA promoter. Lentiviruses were
produced by transfecting HEK293T cells with the pLKO-shRNA plasmids and helper
plasmids (VSV-G, PLP1 and PLP2) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Medium
containing infectious lentiviruses was harvested 36 h after transfection, centrifuged to
remove cell debris and filtered on a 0.45 pum filter. The conditions of infection of RAW
cells has been optimized with lentiviruses containing green fluorescent protein (GFP) gene
and has been carried out by adding virus to the cells in the presence of 10 pg/mL Polybrene
for 2 d. Control cells were infected with a non-targeting shRNA lentivirus (non-target).
Infected cells were selected for their stable integration of the shRNA with 4 pg/mL

puromycin.

Overexpression of preproQRFP and generation of RAW-mQRFP cells

The pCMV6-Kan/Neo plasmid containing the mouse preproQRFP sequence has
been purchased from Origene (Rockville, MD). RAW cells were electroporated with a 10
uL tip and a 20 ms pulse of 1680 V using the Neon transfection system (Invitrogen). Cells
were then selected for their stable expression of mouse QRFP with 200 pg/mL Geneticin

(Invitrogen).



145

Detection of QRFP by RIA

3x10° RAW-mQRFP cells/well in 2 mL of medium were plated in 6-well plates.
After adhesion, treatments were added for 48 h. Media were harvested and centrifuged to
remove non adherent cells. QRFP was detected in the media by RIA using a modified
version of the method described by Bruzzone and al. (36). Briefly, QRFP-43 was iodinated
with Na'*’I (Perkin-Elmer) using the lactoperoxidase method described elsewhere (37).
Dilutions of tracer (100 pL, 10 000 cpm/tube) and antiserum (100 pL, 1:3000 final
dilution) were done in 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 0,1% Triton X-100, 0,1% BSA buffer.
Standards (100 puL) were diluted in complete medium. Incubation was performed for 48 h
at 4 °C and separation of the antibody-bound fractions was done by adding 500 pL of 0.2%
goat anti-rabbit y-globulins in 12 % PEG 8000 and 200 pL of buffer.

Statistical analysis

Data are expressed as mean = SEM. Data were analyzed using nonlinear regression
analysis software PRISM (GraphPad, La Jolla, CA). Significance was tested using a one-
way ANOVA, with Dunnett’s (single control comparison) or Newman-Keuls’ post-test, or
an unpaired ¢ Student test. P < 0.05 was considered as statistically significant. Figures

shown are representative of at least 3 independent experiments.
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4. 3. 4. Results

Whether macrophages express QRFP and/or GPR103 and play a role in the
paracrine effects of QRFP in adipose tissue is not known yet. qPCR analysis has been
performed on peritoneal macrophages, RAW and J774 macrophage cell lines. The two
receptor subtypes of QRFP, GPR103a (Fig. 1A) and GPR103b (Fig. 1B), are not
significantly expressed or not detected in murine peritoneal macrophages and cell lines in
contrast to hypothalamus (positive control). QRFP mRNA was detected in RAW and J774
cell lines, however to low levels compared to the hypothalamus expression (Fig. 1C). The
expression of QRFP was higher in mouse peritoneal macrophages compared to macrophage

cell lines (Fig. 1C). These results suggest a possible paracrine role for QRFP coming from

macrophages.
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FIG. 1. Expression of GPR103a, GPR103b and QRFP in macrophages. qPCR analysis
of mouse GPR103a (A), GPR103b (B) and QRFP (C) in unstimulated RAW, J774 and
mouse isolated peritoneal macrophages (peritoneal). Data are shown as fold change relative

to hypothalamic expression (Hypo) set to 1. All data are normalized to -actin mRNA. ND,
Not detected. (n = 3).

In order to delineate the role of ME in regulating QRFP expression in macrophages,
RAW cells were treated with increasing concentrations of LPS for 4 h. LPS decreased the
expression of QRFP by 53% (P < 0.01) at 1 ng/mL (Fig. 2A) and the inhibitory effect of
LPS was maintained up to to 1 pg/mL. LPS, at 1 ng/mL, elicited a time-dependent
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downregulation of QRFP gene expression, with a peak at 8 h (Fig. 2B). LPS-induced QRFP
downregulation was transient, as shown by a return of mRNA levels to those observed in
vehicle-treated macrophages at 24 h, followed by an upregulation at 48 h (P < 0.01) (Fig.
2B). The mRNA of QRFP is not stable and decreases rapidly after the addition of the
inhibitor of transcription actinomycin D (ActD), showing a half-life of approximately 90
min (Fig. 2C). LPS did not enhance the inhibitory effect of ActD on QRFP mRNA (Fig.
2C), suggesting an action at the transcriptional level. The expression of IFN-f3 was induced
by 29-fold (P < 0.001) after a 4 h treatment with 1 ng/mL LPS (Fig. 2D). To assess whether
LPS has a direct effect on QRFP expression, the inhibitor of protein biosynthesis
cycloheximide (CHX) was used. CHX did not reverse the effect of LPS but rather increased
its effect (P < 0.001) suggesting that LPS exerts a direct action on RAW cells (Fig. 2E).
3T3-L1 adipocytes also express QRFP mRNA (7) and the effect of LPS on these cells has
been investigated. Treatments with 10 ng/mL to 1 pg/mL LPS did not change QRFP
expression after 4 (Fig. 2F, left) and 24 h (Fig. 2F, right) of incubation, but strongly

upregulated TNF-a expression (data not shown).
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FIG. 2. LPS downregulates QRFP expression in RAW macrophages but not in 3T3-
L1 adipocytes. A, Dose-response of LPS on QRFP mRNA in RAW treated for 4 h. B,
Kinetics of QRFP mRNA in RAW during 1 ng/mL LPS treatment. Each time point is
shown as fold change relative to its own vehicle. C, Effect of 5 pg/mL ActD on QRFP
mRNA in RAW macrophages with or without 1 ng/ml LPS. Each time point is shown as
fold change relative to time = 0. D, IFN-B mRNA induction in RAW cells by 1 ng/mL LPS
after 4 h. E, Effect of a 5 pg/mL. CHX pretreatment (1 h) on QRFP mRNA before a 4 h
treatment with 1 ng/mL LPS. F, Dose-response of LPS on QRFP mRNA in 3T3-L1
adipocytes treated for 4 (/eft) or 24 h (right). All data are normalized to B-actin mRNA. *, P
< 0.05; **, P <0.01 and ***, P <0.001 versus vehicle (Veh). ###, P < 0.001 versus LPS

alone (n = 3).
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SUPP. FIG. 1. QRFP mRNA in RAW macrophages and 3T3-L1 adipocytes is not
affected by palmitate. Palmitate was conjugated with fatty acid-free, endotoxin-free BSA
as described in material and methods. A, Effect of palmitate in RAW macrophages. Cells
were treated with 500 uM palmitate for 8 h. QRFP mRNA (/eft) and IL-6 mRNA (right)
were quantified by qPCR. B, Effect of palmitate on 3T3-L1 adipocytes. Differentiated cells
were treated with 500 uM palmitate during 24 h. QRFP mRNA (/eff) and IL-6 mRNA
(right) were quantified. *, P <0.05 and **, P <0.01 versus vehicle (Veh) (n = 3).

RAW macrophages and 3T3-L1 adipocytes were treated with 500 uM palmitate for
8 and 24 h, respectively, accounting for elevation of saturated FFAs as a consequence of
cytokine-induced fat lipolysis (38). However, palmitate did not change QRFP expression in
these cells (Supp. Fig. 1A, left and Supp. Fig. 1B, left) but upregulated interleukine-6 (IL-
6) expression (Supp. Fig. 1A, right and Supp. Fig. 1B, right). Similar observations were

made with stearate (data not shown).
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SUPP. FIG. 2. QRFP mRNA in RAW macrophages and 3T3-L1 adipocytes is not
affected by TNF-a. TNF-a dilutions were made in complete medium containing 10% FBS.
A, Effect of TNF-a on QRFP mRNA in RAW macrophages. Cells were treated with TNF-a
(1 and 10 ng/mL) for 4 (right) or 24 h (left). B, Effect of TNF-a on QRFP mRNA in 3T3-
L1 adipocytes. Differentiated cells were treated with TNF-a (1 and 10 ng/mL) during 4
(right) or 24 h (left) (n = 3).

The effect of TNF-a, which is upregulated in adipose tissue of obese animals (39),
has been tested on RAW macrophages and 3T3-L1 adipocytes. TNF-a, incubated at 1 and
10 ng/mL concentrations for 4 and 24 h, did not change QRFP mRNA levels in either
RAW macrophages (Supp. Fig. 2A) or 3T3-L1 adipocytes (Supp. Fig. 2B). Yet, TNF-a

upregulated IL-6 expression in these cells (data not shown).
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SUPP. FIG. 3. MyD88 and TRIF expressions are knocked down in RAW
macrophages. Cells were infected with lentiviruses containing shRNAs targeting mouse
MyD88 (shMyD88), TRIF (shTRIF) or non-targeting sShRNA (non-target) as described in
material and methods and were selected with puromycin for their stable expression of
shRNAs. A, MyD88 knockdown. MyD88 mRNA in non-target and shMyD88 cells (/ef?).
TNF-a mRNA in non-target and shMyD88 cells treated or not with 1 ng/mL LPS for 4 h
(right). B, TRIF knockdown. TRIF mRNA in non-target and shTRIF cells (leff). IFN-3
mRNA in non-target and shTRIF cells treated or not with 1 ng/mL LPS for 4 h (right).
xxx, P <0.001 versus empty vector; **, P <0.01 and *** P <0.001 versus vehicle (Veh);

#, P<0.05 and ##, P < 0.01 versus LPS in non-target cells. (n = 3).

The activation of TLR-4 by LPS activates the MyD88 pathway and the TRIF
pathway (23;24). To elucidate the signaling pathway involved in QRFP downregulation,
RNA silencing against these adaptor proteins mRNAs has been performed in RAW
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macrophages with lentivirus-delivered shRNAs. MyD88 mRNA was knocked down by 90
+ 0.2% (P < 0.001) and LPS-induced TNF-o mRNA, a read-out for NF-kB activation, was
blocked by 33 + 6.8% (P < 0.05) in these cells compared to control cells infected with non-
targeting sShRNA (Supp. Fig. 3A). TRIF mRNA was knocked down by 83 = 1.5% (P <
0.001) and LPS-induced IFN- mRNA, a read-out for IRF-3 activation, was reversed (P <
0.01) in these cells versus non-targeting shRNA-infected cells (Supp. Fig. 3B). These
results suggest that the knockdown of MyD88 and TRIF in RAW cells were effective.

The comparison of basal expressions of QRFP in RAW macrophages showed that
TRIF-depleted cells express 51 + 8.7% (P < 0.05) more QRFP than shMyD88-infected and
non-targeting shRNA-infected cells (Fig. 3A). Moreover, the inhibition of QRFP
expression by LPS could be partially reversed by 38 + 12% (P < 0.01) in shTRIF-infected
cells compared to non-targeting shRNA-infected cells (Fig. 3B). Knocking down MyD88
did not have any effect on LPS-mediated response. Since both MyD88- and TRIF-
dependent pathways activates NF-kB (23;24), we investigated the role of NF-kB in the
downregulation of QRFP. LPS-induced inhibition of QRFP could be reversed by a
pretreatment with IKK-2 inhibitor IV (P < 0.001) but not with SC-514 (Fig. 3C, left). Both
are selective inhibitors of IKK-2, an upstream activator of NF-kB, and blunted (P < 0.001)
the LPS-induced CC-motif chemokine ligand 2 (CCL2) mRNA (Fig. 3C, center). However,
they show differential effects on LPS-induced IFN-f mRNA (Fig. 3C, right). The latter
may explain their differential effects on QRFP expression. Taken together, these results
suggest that the TRIF pathway leading to the activation of IRF-3 and the transcription of
IFNs seems to be involved in LPS regulation of QRFP expression. Histone deacetylases
(HDACSs) are known to modulate gene expression upon activation by LPS (40;41). The
involvement of HDACs in LPS regulation of QRFP expression has been verified by a
pretreatment with a HDACs inhibitor, trichostatin A (TSA). TSA treatment reversed (P <
0.001) the action of LPS on QRFP mRNA (Fig. 3D) suggesting a role for HDACs in the
repressor activity of LPS in RAW cells.
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FIG. 3. Signaling of LPS in RAW macrophages. Control cells were infected with non-
targeting shRNA plasmid (non-target). Knocked cells were infected with shRNA plasmid
targeting mouse MyD88 (shiMyD88) of TRIF (shTRIF). A, Basal QRFP mRNA in RAW
shRNA cells. Data are shown as fold change relative to non-target set to 1. B, QRFP
mRNA levels in RAW-shRNA cells treated for 4 h with 1 ng/mL LPS. Data are shown as
fold change relative to their own vehicle set to 1. C, Effects of IKK-2 inhibitors on QRFP
(left), CCL2 (center) and IFN-f (right) mRNA in RAW treated for 4 h with 1 ng/mL LPS.
IKKiIV (10 pM) and SC-514 (25 uM) were preincubated for 1 h before LPS. D, Effect of
TSA on QRFP mRNA in RAW cells treated for 4 h with 1 ng/mL LPS. TSA (500 nM) was
preincubated for 6 h before LPS. *, P < 0.05 versus non-target. ***, P < 0.001 versus
vehicle (Veh). xx, P <0.01 versus LPS in non-target cells. ##, P < 0.01 and ###, P < 0.001

versus LPS alone (n = 3).



154

Since IFN-B expression is induced by LPS at concentrations found in ME and that
Th1 cells secrete IFN-y, IFNs might play an autocrine/paracrine role on QRFP expression
in macrophages. The effects of IFN-f3 and IFN-y have been tested on RAW cells. After 24 h
incubation with IFN-fB at 10, 100 and 1000 U/mL, QRFP expression was decreased in a
dose-dependent manner by up to 64 £ 2% (P < 0.01) in RAW macrophages (Fig. 4A). IFN-
v, at concentrations of 1, 10 and 100 ng/mL, dose-dependently downregulated QRFP by up
to 74% =+ 2% (P < 0.01) in RAW cells after 24 h incubation (Fig. 4B). IFN-$ and IFN-y
sustainably repressed QRFP mRNA from 4 to 48 h (P < 0.01) (Fig. 4C). The cellular
mechanisms involved in this repression have been investigated. Cycloheximide
pretreatment did not reverse IFN-B-mediated QRFP downregulation and even increased it
(P <0.001), suggesting that the action of IFN- is not dependent of new protein synthesis
(Fig. 4D). The signal transducer and activator of transcription-1 (STATI) inhibitor
fludarabine did not reverse IFN- effect, whereas the phosphoinositide 3-kinase (PI3K)
inhibitor LY294002 (P < 0.001) and the p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK)
inhibitor SB203580 (P < 0.001) could do so (Fig. 4D). These results suggest that the PI3K-
and the p38-dependent intracellular pathways are involved in the inhibition of QRFP
expression. In additional experiments, HDACs appeared to be involved in the repressive
activity of IFN-f since TSA pretreatment reverses its action (P < 0.001) (Fig. 4E). Neither
cycloheximide, LY294002 or fludarabine reversed the downregulating effect of IFN-y on
QRFP expression (Fig. 4F). The MAPK/extracellular signal-regulated kinase (ERK) kinase,
MEKI1, is an upstream activator of ERK1/2 MAPK (42) and its inhibition with PD98059
could reverse the downregulation of QRFP by IFN-y (P < 0.001) (Fig. 4F). Additional
support for a role of HDACs in the repression of QRFP expression was shown by the
reversal of [IFN-y action by TSA in RAW macrophages (P < 0.001) (Fig. 4G).
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FIG. 4. IFNs downregulate QRFP expression in RAW macrophages. A, Dose-response
of IFN-f on QRFP mRNA in RAW macrophages treated for 24 h. B, Dose-response of
IFN-y on QRFP mRNA in RAW cells treated for 24 h. C, Kinetics of QRFP mRNA in
RAW macrophages during IFN-B (100 U/mL) or IFN-y (10 ng/mL) treatment. Each time
point is shown as fold change relative to its own vehicle. D, Signaling of IFN-B (100
U/mL) in RAW cells treated for 6 h. CHX (5 pg/mL), LY294002 (LY294, 30 uM) and
SB203580 (SB203, 10 uM) were incubated for 1 h and fludarabine (F/u) was incubated for
16 h before IFN-B. E, Effect of TSA on QRFP mRNA in RAW cells treated for 4 h with
IFN-B (100 U/mL). TSA (500 nM) was incubated for 6 h before IFN-B. F, Signaling of
IFN-y (10 ng/mL) in RAW macrophages incubated for 6 h. CHX (5 pg/mL), LY294002
(LY294, 30 uM) and PD98059 (PD980, 10 uM) were incubated for 1 h and fludarabine
(Flu) was added 16 h before IFN- y. G, Effect of TSA on QRFP mRNA in RAW cells
treated 4 h with IFN-y (10 ng/mL). TSA (500 nM) was added 6 h before IFN-y. All data
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were normalized to B-actin mRNA. ** P < 0.01 and ***, P < 0.001 versus vehicle (Veh).

###, P < 0.001 versus IFNs alone (n = 3).

The potential paracrine role of IFNs on adipocytes has been investigated on 3T3-L1
adipocytes. A 24 h treatment with IFN-B, at 100 and 1000 U/mL, decreased QRFP
expression by up to 49 + 5% (P < 0.01) in 3T3-L1 adipocytes (Fig. 5SA). In contrast, [FN-y
treatment, ranging from 1 to 100 ng/mL, for 6 (data not shown) or 24 h (Fig. 5B), did not
change the expression of QRFP. The sustained effect of [FN-f3 on QRFP expression in 3T3-
L1 adipocytes was observed from 4 (P < 0.05) to 48 h (P < 0.01) (Fig. 5C). The signaling
events under this downregulation have been investigated. Whereas cycloheximide and
fludarabine did not reverse the effect of IFN-B on QRFP expression, LY294002 and
SB203580 were able to inhibit its repressive effect (Fig. 5D). These observations suggest
that IFN-B-dependent signaling mechanisms involved in QRFP downregulation in RAW
macrophages and 3T3-L1 adipocytes are similar and depends of PI3K and p38 pathways. In
order to validate a paracrine role for IFN-f on 3T3-L1 adipocytes in ME, adipocytes have
been stimulated with LPS-treated macrophage-conditioned medium. Media from RAW
cells, treated with 1 ng/mL LPS for 5 h, were put on 3T3-L1 cells for 24 h. Media from
vehicle-treated macrophages do not change QRFP expression compared to untreated
medium (Fig. 5E). Media harvested from 3x10° cells treated with LPS downregulated
QRFP in 3T3-L1 adipocytes (P < 0.01) while media harvested from 0.5x10° cells did not,
suggesting a dose-dependent effect (Fig. SE). Pretreatment of LPS-treated macrophage-
conditioned media with 30 U/mL IFN-B neutralizing antibody did not change QRFP
expression versus RAW medium. In contrast, pretreatment of media with 300 U/mL IFN-f3
neutralizing antibody reversed (P < 0.05) the effect of LPS-treated macrophage conditioned
media, compared to the level of an equimolar concentration of rabbit IgG (Fig. 5F). Taken
together, these results suggest that IFN-f produced from macrophages can downregulate

QRFP expression in adipocytes.
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FIG. 5. IFN-p downregulates QRFP expression in 3T3-L1 adipocytes. 3T3-L1 cells
were differentiated in adipocytes as described in material and methods. A, Dose-response
of IFN- on QRFP mRNA in 3T3-L1 adipocytes treated for 24 h. B, Dose-response of IFN-
vy on QRFP mRNA in 3T3-L1 adipocytes treated for 24 h. C, Kinetics of QRFP mRNA in
3T3-L1 adipocytes during IFN-B (300 U/mL) treatment. D, Signaling of IFN- (300 U/mL)
in 3T3-L1 adipocytes incubated for 6 h. CHX (5 pg/mL), LY294002 (LY294, 30 uM) and
SB203580 (SB203, 10 uM) were added 1 h and fludarabine (F/u) 16 h before IFN-f. E,
Effect of LPS-treated RAW conditioned media on 3T3-L1 adipocytes QRFP mRNA. RAW
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(0.5 x 10° or 3 x 10° cells) were stimulated for 5 h with 1 ng/mL LPS or vehicle. The media
were harvested, filtered and put on 3T3-L1 adipocytes for 24 h. Data are shown as fold
change relative to untreated medium (complete DMEM) set to 1. F, Effect of IFN-$3
neutralizing antibody on LPS-treated RAW macrophages conditioned media on 3T3-L1
adipocytes QRFP mRNA. RAW (3 x 10° cells) were stimulated for 5 h with 1 ng/mL LPS
or vehicle. The media were harvested, filtered and antibodies were added. 30 or 300 U/mL
of IFN-B neutralizing antibody (IFN-f Ab) or 1.827 ng/mL rabbit IgG (IgG) were used.
Media were put on 3T3-L1 adipocytes for 24 h (n = 6 for this experience). Data are shown
as fold change relative to untreated medium (complete DMEM) set to 1. All data were
normalized to B-actin mRNA. *, P <0.05; **, P <0.01 and *** P < 0.001 versus vehicle
(Veh). #, P <0.05 versus IgG; ##, P < 0.01 and ###, P <0.001 versus /FN-f alone (n = 3).

In order to investigate the relevancy of IFNs on the secretion of QRFP peptide from
macrophages, a mild overexpression of mouse QRFP mRNA has been induced by
electroporation of these cells (RAW-mQRFP). QRFP mRNA was increased by 53 = 11%
(P < 0.01) in RAW-mQRFP (Fig. 6A). Following QRFP overexpression, QRFP peptide
could be detected in the medium by RIA after 48 h. Treatments of RAW-mQRFP with 100
U/mL IFN-B or 10 ng/mL IFN-y for 48 h inhibited QRFP secretion by 47 + 9% (P < 0.01)
and 40 = 3% (P < 0.05), respectively (Fig. 6B). These results suggest that the actions of
IFNs on QRFP mRNA in macrophages are paralleled by reduced QRFP secretion.
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FIG. 6. IFNs inhibit QRFP secretion by RAW macrophages. A, Overexpression of QRFP
mRNA in RAW cells. Cells were electroporated with 0.5 pg of pCMV6-Kan/Neo-mQRFP or empty
vector and selected with Geneticin for their stable expression. (n = 3) B, IFNs inhibit QRFP
secretion by RAW-mQRFP cells. RAW-mQRFP (3x10° cells) were plated in 2 mL of medium.
After adhesion, treatments were added for 48 h. Media was harvested and QRFP was assayed by

RIA (n=4). xx, P<0.01 versus empty vector; *, P <0.05 and **, P <0.01 versus vehicle (Veh).

4. 3. 5. Discussion

In this study, we show that the adipogenic peptide QRFP is not only expressed by
adipocytes but also expressed by macrophages (Fig. 1). Furthermore, as shown by RIA,
macrophages can secrete QRFP in cell culture medium (Fig. 6). QRFP secreted from
macrophages appears to have a paracrine function since macrophages do not express
GPR103. Adipocytes, in contrast, express GPR103b (7). We found that QRFP expression
in macrophages and adipocytes can be downregulated by cytokine levels as found in ME
which accompanies a state of obesity. To our knowledge, this is the first report examining

the molecular mechanisms involved in the regulation of peripheral QRFP expression.

Low doses of LPS exerted a transient decrease in QRFP mRNA in RAW
macrophages by a direct effect as shown by protein synthesis inhibition with cycloheximide

(Fig. 2). In contrast, palmitate and TNF-a, which are reported to be elevated in obesity, had
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no effect on QRFP mRNA. QRFP mRNA is not stable and depletes rapidly after
transcription blockade with ActD. ActD also showed that LPS-induced downregulation of
QRFP works at the transcriptional level. The activation of TLR-4 by LPS is well known to
induce the transcription of pro-inflammatory cytokines (26). In contrast to QRFP, cytokines
like TNF-a and IFN-B have anti-adipogenic and pro-lipolytic activities on adipocytes (29-
32). In that context, downregulation of QRFP by LPS is in agreement with the role of LPS

in adipose tissue.

The knockdown of two key proteins involved in TLR-4 signaling, MyD88 and
TRIF, allowed to elucidate the pathway responsible for QRFP downregulation by LPS in
macrophages (Fig. 3). Macrophages that are deficient in TRIF expressed higher QRFP
levels and were less sensitive to the effects of LPS. Deficiency in MyD88 did not modulate
QRFP expression. Stimulations with TNF-a or treatment with the IKK-2 inhibitor SC-514
in the presence of LPS support that activation of NF-kB is not sufficient for the repression
of QRFP gene. In contrast, increased IFN- expression, known to be mediated by TRIF-
dependent IRFs activation, seems to be linked with QRFP downregulation as shown by
IKKiIV blockade or TRIF knockdown. The latter is in agreement with a role for IRFs in
adipogenesis, as demonstrated by Eguchi et al. (43;44). TSA pretreatment supports a role
for HDACG:s in the repression of the QRFP gene by LPS, a mechanism that has been shown
for other genes such as cyclooxygenase-2 (COX-2) and plasminogen activator inhibitor-1

(PAI-1) downregulated by LPS-induced HDACs in macrophages (40;41).

IFN-B is induced in macrophages by LPS concentrations that are within the
concentration range found in ME. Thl cells, known for their secretion of IFN-y and their
role in inflamed adipose tissue, infiltrate obese visceral fat depots in mice (45). Both IFN-3
and IFN-y, as cytokines found in obese adipose tissue, were tested for their potential
regulatory effect on QRFP mRNA levels in both macrophages and adipocytes. Both IFNs
elicited a sustained downregulation of QRFP in macrophages (Fig. 4) but only IFN-§
showed an effect on adipocytes (Fig. 5). Type I interferons, like IFN-B, are known to
activate the IFN-o/p receptor (IFNAR) formed by the IFNAR1 and IFNAR2 subunits
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(46;47). This receptor activates the Janus kinase (JAK)/STAT pathway leading to the
activation of the STAT-1/STAT-2/IRF9 transcription factor complex (46;47). Alternatively,
IFNAR is also known to activate the PI3K pathway (48;49) and p38 pathways (50) in
mediating the biological effects of type I IFNs. Our results show that IFN-$ has a direct
effect on macrophages and adipocytes since CHX did not change cell response. In both cell
types, the action of IFN-B on QRFP mRNA downregulation could be reversed by inhibitors
of PI3K or p38 MAPK. IFN-y, a type II interferon, activates the IFN-y receptor (IFNGR)
formed by the IFNGR1 and IFNGR2 subunits (46;51). This receptor is known to activate
the JAK-STAT-1 pathway but also the PI3K and ERK1/2 pathways (50;52). Our results
show that IFN-y directly decreases QRFP mRNA in macrophages by a ERK1/2-dependent
pathway. As for LPS stimulation, the repressive activity of IFNs on QRFP expression was

dependent of HDAC:s activity, as shown by TSA-dependent HDACs inhibition.

Low doses of LPS, as used in the present study, induced IFN-B expression in
macrophages. We also showed that IFN-f downregulated QRFP mRNA in RAW
macrophages and adipocytes. The paracrine effect of LPS-induced IFN-B from
macrophages to adipocytes stimulation has been confirmed by medium transfer
experiments (Fig. 5). Indeed, after neutralization of IFN-f, the medium could not modulate

QRFP expression.

IFNs have a sustained downregulating effect on QRFP mRNA in macrophages. The
relevance of reduced QRFP gene expression on protein levels was confirmed by RIA
dosage of QRFP in the medium of RAW cells mildly overexpressing QRFP (Fig. 6). The
1.5-fold induction of QRFP mRNA in RAW cells resulted in QRFP expression still under
what is found in mouse isolated peritoneal macrophages. Using RAW-mQRFP cells, we
showed that IFN-B and IFN-y inhibited QRFP secretion to a similar magnitude than the
reduction of mRNA levels. The model of autocrine/paracrine actions of LPS-induced IFNs
is summarized in Fig. 7. In macrophages, LPS activates TLR-4 and its TRIF-dependent
pathway leading to the activation of IRF-3 and the production of IFN-B. The activation of
this pathway downregulates QRFP mRNA. Autocrine stimulation of macrophages by IFN-
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B or stimulation by Thl cytokine IFN-y downregulate QRFP protein and mRNA. IFN-f

secreted from macrophages also downregulate QRFP mRNA in adipocytes.

White adipocyte

GPR103b &

QRFP
R IFN-y

/ Th1 cell

IFNGR
ERK1/2 .
\ / ;

\ QRFP mRNA "‘

\

\'7"”'Macrophage

FIG. 7. Autocrine/paracrine role of IFNs on QRFP expression in a state of obesity. In
ME, LPS activates TLR-4 and its TRIF-dependent pathway leading to the production of
IFN-B by macrophages. The activation of this pathway downregulates QRFP mRNA.
Autocrine stimulation of macrophages by IFN-f by PI3K- and p38-dependent pathways
dowregulates QRFP protein and mRNA. Stimulation of macrophages by Thl cytokine IFN-
vy downregulates QRFP protein and mRNA by an ERKI/2-dependent pathway. In
adipocytes, LPS-induced IFN-B secreted from macrophages also downregulates QRFP
mRNA in a PI3K- and p38-dependent manner.
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Very little is known about the QRFP gene promoter and the transcription factors
regulating its expression. Previous studies showed that nutritional status and obesity seems
to regulate QRFP expression in hypothalamus (5;6;18). DIO was also showed to be a factor
influencing QRFP expression in adipose tissue (7). The present work explored the pro-
inflammatory stimuli susceptible to be met in a state of obesity in the periphery. As recently
uncovered, immune cells infiltration and interaction with adipocytes in adipose tissue give
rise to a secretome controlling adipose tissue inflammation and type 2 diabetes (53). The
nature of secreted factors in adipose tissue, whether pro-inflammatory and anti-adipogenic
or anti-inflammatory and pro-adipogenic, will control the inflammation state. In the same
way, the adipogenic QRFP is thought to work in an autocrine/paracrine manner in adipose
tissue. We showed that its expression is regulated by IFNs levels found in ME conditions,
which may contribute to switching the tissue from a pro-adipogenic to a pro-inflammatory
state. However, QRFP expression was not changed by other common pro-inflammatory
adipose tissue adipokines like TNF-a or by FFA. Hence, our results suggest that QRFP may

be considered as a biomarker for ME in adipose tissue.
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Chapitre III : Discussion

1. Discussion du premier article

Dans cette étude, le GPR103b et le QRFP ont été identifiés comme des régulateurs
de I’adipogenese in vitro. Nous avons démontré I’expression du GPR103b et du QRFP de
méme que 1’absence du GPR103a dans les adipocytes 3T3-L1. L’absence du GPR103a
dans les adipocytes murins n’est pas surprenante dans la mesure ou les souris déficientes en
GPR103a ne montrent pas de phénotype particulier au niveau du métabolisme (Baribault et
al., 2006). Nous avons aussi montré 1’induction de I’ARNm du GPR103b et du QRFP au
cours de la différenciation des cellules 3T3-L1 en adipocytes matures. Cette induction
laissait supposer un rdle potentiel dans 1’adipogene¢se ou dans le métabolisme des

adipocytes matures.

Les modeles d’adipocytes utilisés dans notre étude sont des modeles in vitro, dans le
cas des adipocytes 3T3-L1, et ex vivo, dans le cas des adipocytes omentaux humains. Les
adipocytes 3T3-L1 représentent le modele d’adipocytes in vitro le plus utilisé et le plus
caractérisé (Ntambi & Young-Cheul, 2000). Les adipocytes omentaux humains isolés,
quant a eux, ont comme avantage d’étre un modele d’adipocytes plus prés de la réalité
humaine. Les deux modé¢les ont montré un effet anti-lipolytique lors d’un traitement aigu
avec les QRFPs en présence d’un stimulus lipolytique. Nous n’avons toutefois pas de
résultats pour appuyer un effet aigu sur la lipolyse in vivo. Il a toutefois ét¢ montré qu’un
traitement par voie ICV chronique avec le QRFP-43 augmente la concentration des AGLs
circulants chez les souris soumises a une di¢te modérément enrichie en gras, et ceci de
fagon indépendante de 1’augmentation de la consommation de nourriture (Moriya et al.,
2006). Ceci suggere un effet pro-lipolytique central in vivo pour le QRFP-43, mais on

ignore quel effet le QRFP pourrait avoir directement sur le tissu adipeux.

Les QRFPs -26 et -43 ont montré un effet adipogene sur les cellules 3T3-L1 dont la

différenciation a été préalablement déclenchée avec le cocktail adipogene. L’augmentation
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de I’accumulation des TGs dans les adipocytes a été accompagnée d’une augmentation de
I’activit¢ de la LPL ainsi que d’une augmentation du captage des AGLCs. Cette
augmentation du captage des AGLCs par les QRFPs n’a plus été observée suite au
knockdown (KD) du GPR103b. Un traitement avec le QRFP sur des préadipocytes 3T3-L1,
dont la différenciation n’a pas été préalablement induite, n’a pas montré d’effet sur la
différenciation. Ceci suggere que le QRFP seul ne peut induire tous les facteurs de
transcription nécessaires a la différenciation terminale, mais qu’il peut accélérer
I’adipogenese des 3T3-L1. Un traitement avec les QRFPs sur des adipocytes matures a
aussi pu augmenter I’expression des genes comme PPAR-y, C/EBP-a, LPL, CD36, FATPI
et ACSL1 qui sont tous impliqués, a différents niveaux, dans 1’adipogenese. Le KD du
GPR103b a aussi pu bloquer cet effet sur I’expression des genes. Le traitement des
adipocytes 3T3-L1 matures avec les QRFPs a révélé un effet inhibiteur dose-dépendant sur
la lipolyse induite par I’isoprotérénol, un agoniste B-adrénergique. Cet effet est aussi
dépendant de I’expression du GPR103b. L’activité anti-lipolytique du QRFP a aussi pu étre
observée sur les adipocytes humains isolés du tissu adipeux omental lorsque ceux-ci ont été
stimulés avec 1’isoprotérénol. Dans les adipocytes 3T3-L1 comme dans les adipocytes

omentaux humains, le QRFP ne démontre pas d’effet sur la lipolyse basale.

L’implication d’un autre récepteur, le NPFF-R2, médiant certains effets du QRFP-
26 a ¢été rapportée (Bruzzone et al., 2007;Gouarderes et al., 2007). De plus, il a été
démontré que le NPFF-R2, de méme que le NPFF-R1, sont exprimés dans le tissu adipeux
humain (Elshourbagy et al., 2000) et dans les adipocytes 3T3-L1 (Lefrere et al., 2002).
Notre étude a tenu compte de la possibilité¢ que le NPFF-R2 soit impliqué dans 1’action
adipogeéne du QRFP-26. Nous avons donc ciblé spécifiquement 1’expression du GPR103b
par KD afin de démontrer que le GPR103b semblait étre nécessaire pour les réponses
cellulaires du QRFP dans les adipocytes. Des effets du NPFF et du NPAF, deux agonistes
du NPFF-RI1 et -R2, sur les adipocytes 3T3-L1 ont été rapportés (Lefrere ef al., 2002). 1l a
¢té montré que le NPAF, un agoniste des NPFF-R1 et —R2, augmente 1’expression des
récepteurs P-adrénergiques dans les adipocytes 3T3-L1. En conséquence, le NPAF

augmente aussi la production intracellulaire d’AMPc (Lefrere et al., 2002). Cette réponse
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cellulaire est fortement susceptible d’activer 1’activité lipolytique des adipocytes 3T3-L1.
Sur les cellules 3T3-F442A et les préadipocytes humains, il a été montré que le NPFF et le
NPAF, tout comme le RFRP-1 qui ne lie que le NPFF-R1 avec haute affinité¢ (Liu et al.,
2001), inhibent la différenciation des préadipocytes en adipocytes (Herrera-Herrera &
Salazar-Olivo, 2008). Cet effet anti-adipogene serait causé par 1’expression maintenue du
facteur de transcription inhibitor of differentiation 3 (Id3). Au contraire, une autre étude
rapporte que 1’activation du NPFF-R2 chez I’humain inhibe la lipolyse in vitro et in vivo
(Dahlman et al., 2007). Chez I’humain, un polymorphisme dans la séquence du NPFF-R2
serait associ¢ a une protection contre 1’obésité et a une lipolyse ¢élevée (Dahlman et al.,
2007). Au niveau central, I’activation du NPFF-R1 par le RFRP-1 résulterait en une

diminution de la consommation de nourriture chez le rat (Kovacs et al., 2012).

Les modgeles de souris déficientes, sans étre des modeles parfaits, sont de bons outils
pour établir le réle physiologique d’une protéine. Les souris déficientes pour le GPR103a
n’ont pas montré d’effet métabolique apres la délétion de ce récepteur (Baribault et al.,
2006). Ceci suggere que le GPR103a n’est pas impliqué dans les actions orexigenes et
adipogénes du QRFP. On ne peut toutefois pas exclure de possibles mécanismes de
compensation, médiés par le GPR103b ou d’autres signaux orexigenes ou adipogenes, qui
pourraient masquer le role du GPR103a. Ces phénomeénes de compensation ont été¢ évoqués
pour expliquer 1’absence de phénotype métabolique chez les souris déficientes pour certains
facteurs hypothalamiques orexigenes, comme le NPY ou le AGRP (Erickson et al,
1996;Qian et al., 2002). L’¢étude d’une éventuelle souris déficiente en GPR103b pourrait

toutefois nous en apprendre davantage sur le réle physiologique spécifique au GPR103b.

Comme notre étude n’a pas abordé les voies de signalisation activées par le QRFP
dans les adipocytes, elles demeurent peu connues. Nous savons toutefois que le QRFP peut
activer des voies de signalisation différentes selon les types cellulaires. Dans les cellules
hypophysaires de rat le QRFP active la production d’AMPc (Chartrel ef al., 2003). Au
contraire, un traitement avec la toxine pertussique bloque I’action inhibitrice du QRFP sur
la sécrétion d’insuline par le pancréas de rat (Egido et al., 2007). Ceci suggere une action

dépendante de 1’activation de la protéine Gai qui inhibe I’activité de 1’adenylyl cyclase.
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Dans les cellules HEK293 ou les cellules de chinese hamster ovary (CHO), le QRFP active
la mobilisation de calcium par la protéine Gaq (Fukusumi et al., 2003;Jiang et al., 2003),
un effet insensible au traitement avec la toxine pertussique (Jiang et al., 2003). Les
comparaisons entre le GPR103a et le GPRI103b n’ont pas montré de réponses
significativement différentes dans la mobilisation de calcium des HEK293 (Takayasu et al.,
2006) ou dans la production d’inositol trisphosphate des cellules COS-7 (Kampe et al.,
2006).

Il existe différents modeles d’obésité chez les rongeurs. Les plus utilisés sont des
modeles génétiquement obeses, comme les souris 0b/ob, les souris db/db, les rats fa/fa, et
I’obésité induite par la dicte. Les souris db/db et les rats fa/fa sont déficients pour le LepR,
alors que les souris ob/ob sont déficientes pour la leptine. Nous avons choisi d’utiliser le
modele d’obésité induite par la diete pour notre étude. Ce modele est celui qui représente le
mieux le type d’obésité le plus prévalent chez I’humain (Tschop & Heiman, 2001),
comparativement aux autres modeles qui démontrent une obésité génétique. Pour induire
’obésité, nos souris ont été nourries a long terme avec une diéte riche en gras. Sur le total
de ’apport calorique, cette di¢te est composée a 60% de gras, 20% de glucides et 20% de
protéines. En comparaison, une di¢te normale est composée de 10% de gras, 70% de
glucides et 20% de protéines. La diete a 60% de gras est la plus couramment utilisée pour
les modeles de souris obéses par la diete. Chez 1’humain, il a été montré dans les études
¢épidémiologiques qu’il existe une corrélation positive entre la proportion de lipides dans la
dicte et I’obésité¢ ou le gain de poids. Cette corrélation est aussi vraie chez les rongeurs
(Hariri & Thibault, 2010). C’est la raison pour laquelle les animaux sont rendus obéeses 18

semaines apres le début de la diete riche en gras.

L’expression du GPR103b et du QRFP a été confirmée dans les différents tissus
adipeux épididymal, perirénal et inguinal de souris. Une obésité induite par une dicte riche
en gras diminue I’expression du QRFP dans les tissus adipeux de souris. Au contraire,
I’expression du GPR103b est augmentée chez ces souris obéses, mais seulement au niveau
du tissu adipeux épididymal. La modulation de I’expression du GPR103b et de son ligand

dans le tissu adipeux obése peut supposer une implication pour ces molécules dans 1’obésité
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et ses effets pathophysiologiques. D’ailleurs, la modulation spécifique de I’expression du
récepteur dans le tissu adipeux épididymal, un tissu intra-abdominal, plutot que inguinal, un
tissu sous-cutané, appuie cette supposition. De plus, ’expression du hGPR103 dans les

adipocytes isolés du tissu adipeux omental, un tissu viscéral, a été validée chez I’humain.

Comme I’expression du QRFP diminue dans les tissus adipeux des souris obeses,
nous avons tenté de voir si un stimulus inflammatoire régule le QRFP a la baisse. Nous
avons testé ’effet du TNF-a sur les adipocytes 3T3-L1 pendant 48 heures pour percevoir

une diminution significative de I’ARNm du prepro-QRFP dans ces conditions.

Le rdle physiologique des QRFPs s’apparente a celui de la ghréline et du NPY. Ces
peptides sont exprimés dans I’hypothalamus et médient un effet orexigeéne central (Arora &
Anubhuti, 2006). IIs sont exprimés en périphérie (Kojima et al., 1999;Yang et al., 2008) et
semblent avoir un effet direct sur I’adipogenese (Kuo et al., 2007;Thompson et al., 2004).
De plus, la ghréline et le NPY ont une activité anti-lipolytique (Choi et al., 2003;Valet et
al., 1990). Par leurs actions centrales et périphériques, le QRFP, la ghréline et le NPY
agissent pour emmagasiner 1’énergie en augmentant son absorption et son stockage dans les
adipocytes. Ces peptides semblent donc jouer un rdle anabolique qui favorise le
développement de 1’obésité. La leptine joue un réle completement a 1’inverse. Elle diminue
la consommation de nourriture et favorise les processus cataboliques dans plusieurs tissus.
Etant donné leurs rdles antagonistes sur le métabolisme et leur régulation inverse dans les
cas d’obésité, on pourrait émettre I’hypothése que le QRFP aurait un effet inhibiteur sur
I’expression de la leptine et vice-versa. Toutefois, nos résultats (observations non publiées)

n’ont pas montré d’effet modulateur entre ces deux peptides dans les adipocytes 3T3-L1.

2. Discussion du deuxiéeme article

Dans notre étude, nous avons rapporté I’expression du QRFP dans les macrophages

péritonéaux de souris ainsi que dans les lignées cellulaires de macrophages RAW 264.7
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(RAW) et J774A.1 (J774). Nous avons aussi montré I’absence d’expression de 1’un ou
l’autre des récepteurs GPR103 dans ces macrophages. Etant donné I’expression du
GRP103b dans les adipocytes (Mulumba et al., 2010), un réle paracrine pour le QRFP
provenant des macrophages pourrait étre envisagé. La sécrétion du QRFP par les

macrophages a d’ailleurs été démontrée par nos résultats.

Nous avions démontré dans notre précédente étude que 1’expression du QRFP dans
le tissu adipeux et les adipocytes de souris obéses est diminuée comparativement aux souris
normales. Nous avons utilisé¢ des stimuli susceptibles d’étre présents dans le tissu adipeux
obese pour en connaitre davantage sur les mécanismes de régulation du QRFP. Beaucoup
de molécules ont été testées dans notre laboratoire, mais bien peu ont pu avoir un effet sur
I’expression du QRFP dans les macrophages ou les adipocytes. Cependant, nous avons
découvert que de faibles doses de LPS, comme celles présentes dans I’EM, diminuent
I’expression du QRFP dans les macrophages RAW de facon directe, mais transitoire. Par
I’inhibition de la transcription avec 1’actinomycine D (ActD), nous avons a pu mettre en
évidence le court temps de vie de ’ARNm du QRFP. L’ActD nous a aussi permis de
démontrer que le LPS agirait au niveau de la transcription du QRFP et non par des
mécanismes post-transcriptionnels de déstabilisation de I’ARNm. Par contre, dans les
adipocytes 3T3-L1, le LPS n’a d’effet sur I’expression du QRFP. Comme le TLR-4 est
exprimé dans les adipocytes 3T3-L1 (Schaffler et al., 2007), ceci suggere que 1’activation

seule de ce récepteur n’est pas suffisante pour moduler I’expression du QRFP.

Par ailleurs, le TNF-a ou des acides gras saturés comme le palmitate et le stéarate
n’ont pas eu d’effet sur I’expression du QRFP dans les macrophages et dans les adipocytes.
Ceci renforce I'idée que [D’activation du TLR-4 n’est pas suffisante pour réguler
I’expression du QRFP. Ceci suggére aussi qu’un stimulus inflammatoire, que 1’on pourrait
décrire par 1’activation de NF-kB et AP-1, ne suffit pas pour diminuer 1’expression du
QRFP. Les présents résultats avec le TNF-a ne sont pas en accord avec ce que nous avions
démontré dans I’étude précédente. Ceci peut étre expliqué par les temps de stimulation qui
différent. Le fait que le TNF-a n’ait pu montrer d’effet apreés 24 heures semble suggérer

qu’il n’est pas un régulateur direct de 1’expression du QRFP.
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Le LPS active deux principales voies de signalisation dans les macrophages. C’est
pourquoi les deux protéines adaptatrices MyD88 et TRIF ont été ciblées par KD dans le but
d’inhiber leurs voies de signalisation respectives. Apres avoir confirmé 1’efficacité du KD
de ’ARNm de ces molécules, nous avons pu démontrer que 1’inhibition de la voie de TRIF
augmente I’expression basale du QRFP en plus de bloquer partiellement 1’effet du LPS sur
I’ARNm du QRFP. L’inhibition de la voie de MyD88 n’a pas eu d’effet sur I’expression du
QRFP. L’utilisation d’inhibiteurs de IKK-2 a permis de montrer que ’effet du LPS peut
étre renversé seulement si cet inhibiteur a un effet sur I’induction de I’'IFN-B. Ceci suppose
que I’activation de IRF-3 par la voie de TRIF est nécessaire au LPS pour médier ses effets.
Il semble aussi que I’inhibition partielle de 1’activation de NF-kB n’a pas de conséquence
sur la capacit¢ du LPS a médier son effet. D’autre part, ces résultats suggeérent une
explication pour ’absence de réponse au LPS dans les adipocytes 3T3-L1. Puisqu’il a été
démontré que le LPS n’activait pas la phosphorylation de IRF-3 dans les adipocytes 3T3-
L1 (Kopp et al., 2010), le LPS serait incapable de médier un effet sur I’expression de QRFP

dans ces cellules.

Nos résultats sont en accord avec une étude démontrant le role des IRFs dans la
régulation de 1’adipogenese (Eguchi et al., 2008). Le IRF-3 et le IRF-4 y ont été décrits
comme des inhibiteurs de 1’adipogenese (Eguchi ef al., 2008). De plus, I’induction d’IRF-4
amenerait I’expression de génes lipolytiques ce qui augmenterait la lipolyse (Eguchi et al.,
2011). Comme le QRFP a un effet adipogene et anti-lipolytique, il est logique de voir

I’activation de la voie des IRFs réprimer 1’expression du QRFP.

Le LPS, utilis¢ a une concentration retrouvée dans I’EM, induit I’expression de
I’IFN-B dans les macrophages RAW. Il a aussi ét¢ montré que les lymphocytes Thl, des
cellules qui sécretent I'IFN-y (Moss et al., 2004), infiltrent le tissu adipeux lors de 1’obesité
(Winer et al., 2009). Les lymphocytes T n’expriment pas le TLR-4 (Beutler, 2002),
cependant le LPS peut indirectement augmenter la sécrétion d’IFN-y par ces cellules par
I’entremise de 1’IL-12, de I’'IL-18 et du TNF-a produit par les macrophages (Doherty et al.,
1992;Langhans, 2007). Dans ce contexte, nous avons donc décrit les effets potentiels des

IFNs sur ’ARNm du QRFP dans les macrophages RAW et les adipocytes 3T3-L1. L’IFN-
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B et 'IFN-y régulent a la baisse et de facon soutenue I’expression du QRFP dans les
macrophages RAW. Dans les adipocytes 3T3-L1, seul I'IFN-B s’est avéré capable de
diminuer 1’expression du QRFP. Nous avons montré que ces effets sont directs puisque

qu’un inhibiteur de la synthése protéique n’a pas d’effet sur la réponse aux IFNs.

Afin de valider I’effet paracrine de I’'IFN-B provenant des macrophages sur les
adipocytes, nous avons utilis¢ la méthode de transfert de milieu. Le milieu des
macrophages RAW stimulés avec une concentration de LPS comparable a celle retrouvée
dans la circulation des souris obéses a été mis en contact avec les adipocytes 3T3-L1. Ce
milieu a induit une baisse de ’ARNm du QRFP. De plus, I’addition d’un anticorps
neutralisant ’IFN-B dans ce milieu a pu renverser cet effet. Ces résultats tendent a
confirmer que I'I[FN-f sécrété par les macrophages en réponse au LPS peut diminuer

I’expression du QRFP dans les adipocytes.

Nous nous sommes ensuite intéressés aux voies de signalisation responsables de la
diminution de I’expression du QRFP par les IFNs. L’utilisation d’inhibiteurs
pharmacologiques pour STAT-1, PI3K, MEKI1 et p38 a permis d’identifier les voies
nécessaires a la modulation du QRFP. L’action de I’'ITFN- dans les macrophages RAW et
dans les adipocytes 3T3-L1 a pu étre bloquée par les inhibiteurs de PI3K et p38, suggérant
un role pour ces voies dans la régulation du QRFP. D’autre part, I’action de I’I[FN-y dans
les macrophages RAW a pu étre bloquée par I’inhibiteur de MEK1, suggérant un rdle pour
ERK1/2 dans I’expression du QRFP.

Comme les IFNs médient un effet soutenu sur ’ARNm du QRFP dans les
macrophages, nous avons voulu confirmer leurs effets au niveau de la sécrétion du peptide.
Un modele de macrophages RAW surexprimant modérément I’ARNm du QRFP a été
utilisé. En comparaison avec la quantité d’ARNm de QRFP détectée dans les macrophages
péritonéaux de souris, notre modele de macrophages RAW transfectés exprime toujours
moins de QRFP que ces cellules. Cette 1égere augmentation permet une meilleure détection

par radioimmunoessai du QRFP sécrété¢ dans le milieu de culture. Nous avons donc pu
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démontrer que I'IFN-B et I'IFN-y diminuent la sécrétion du QRFP par les macrophages

dans une proportion similaire a la diminution observée sur I’ARNm.

Nos résultats sur la répression du QRFP par le LPS et les IFNs sont en accord avec
les effets de ces molécules qui ont été rapportés sur les adipocytes. Il a été montré que le
LPS est un inducteur de la lipolyse (Zu et al., 2009). 11 est aussi un répresseur de PPAR-y et
un inhibiteur de 1’adipogen¢se (Poulain-Godefroy & Froguel, 2007). Dans le méme sens,
les IFNs inhibent 1’adipogenése (McGillicuddy et al., 2009;Taylor ef al., 1988) et activent
la lipolyse (Feingold et al., 1992). Un effet inhibiteur sur I’expression du QRFP par ces
molécules est donc en accord le rdle adipogene et anti-lipolytique du QRFP qui est

contraire a celui des cytokines et du LPS.

La transcription génique est controlée en partie par la condensation de la
chromatine. L’ acétylation des histones joue un role dans cette condensation. C’est dans ce
processus d’acétylation et de déacétylation que les histone acétyltransférases (HATSs) et les
HDAC:s ont été tout d’abord identifiées. Cependant, ces enzymes controlent 1’acétylation de
plusieurs autres protéines que les histones, complexifiant leurs actions cellulaires. Ainsi, on
ne peut strictement qualifier les HDACs d’inhibiteurs et les HATs d’activateurs de la
transcription (Peserico & Simone, 2011). L’implication des HDACsSs induites par le LPS a
été démontrée dans I’effet répresseur sur quelques génes comme COX-2 et PAI-1 dans les
macrophages (Aung et al., 2006;Halili ef al., 2010). Les HDACs sont aussi impliquées dans
la régulation transcriptionnelle des ISGs par les IFNs de type I et de type II (Nusinzon &
Horvath, 2003). Cette observation a aussi été faite dans les macrophages (Wang et al.,
2005). Nous avons donc évalué le role des HDACs dans I’inhibition de ’expression du
QRFP par le LPS et les IFNs. Le prétraitement avec la trichostatine A (TSA) a pu renverser
les effets inhibiteurs du LPS et des IFNs sur ’ARNm du QRFP suggérant un role pour les
HDAC: dans cet effet.
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3. Discussion intégrative et perspectives
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Figure 28 : Schéma récapitulatif. Dans un contexte d’EM, le LPS active le TLR-4 et sa
voie TRIF-dépendante menant a la production de I’IFN-f par les macrophages. L’ activation
de cette voie diminue I’ARNm du QRFP. La stimulation autocrine des macrophages par
I’TFN-B et ses voies PI3K- et p38-dépendante diminue I’ARNm et la protéine du QRFP. La

stimulation des macrophages par une cytokine Thl, I’IFN-y, diminue ’ARNm et la
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protéine du QRFP par une voie ERK1/2-dépendante. Sur les adipocytes, la sécrétion de
I’IFN-B induite par le LPS sur les macrophages diminue aussi I’ARNm du QRFP d’une
fagon PI3K- et p38-dépendante. Ces diminutions du QRFP localement sécrété diminuent
son effet adipogéne sur les adipocytes. Le QRFP augmente I’expression de PPAR-y, la
LPL, C/EBP-a, CD36, FATP1 et ACSL1. Le QRFP augmente le captage des AGLCs et
inhibe la lipolyse. ACSL1, long chain fatty acyl-CoA synthetase 1; AGLCs, acides gras a
longue chaine; ARNm, ARN messager; CD36, cluster of differentiation 36; C/EBP-a,
CCAAT/enhancer-binding protein; EM, endotoxémie métabolique; ERK1/2, extracellular
signal-regulated kinases 1/2, FATP1, fatty acid transport protein 1; GPR103b, G protein-
coupled receptor 103b; IFNAR, interferon alpha/beta receptor; IFN-B, interféron-f; IFN-y,
interféron-y; IFNGR, interferon gamma receptor; LPL, lipoprotein lipase; LPS,
lipopolysaccharide; p38, protéine kinase de 38 kDa; PI3K, phosphoinositide 3 kinase,
PPAR-y, peroxysome proliferator-activated receptor-y; QRFP, pyroglutamylated RF-amide
peptide; Thl, T-helper 1 cell; TLR-4, toll-like receptor-4; TRIF, TIR-domain-containing

adapter-inducing interferon-p.

Lors de la derniére décennie, les recherches sur 1’obésité ont permis de mieux
comprendre I’importance de I’inflammation du tissu adipeux dans la pathogenése des
problémes reliés a I’obésité. L’identification de nouvelles adipokines, ainsi que de leur role,
a permis d’en apprendre davantage sur les fonctions autocrine/paracrine des adipocytes et
des autres cellules présentes dans le tissu adipeux. Avec nos études sur le QRFP, nous
avons identifié¢ un nouveau joueur dans ces mécanismes. Le QRFP semble étre un facteur
adipogéne exprimé par les adipocytes et les macrophages et qui serait induit durant la
différenciation terminale des adipocytes dans un tissu adipeux normal. Dans un
environnement de tissu adipeux obese dysfonctionnel, I’expression et la sécrétion du QRFP
semble réprimée pour laisser place aux processus inflammatoires. Voir schéma récapitulatif

(Figure 28).
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L’adipogenese et I’inflammation sont des phénomenes qui s’inhibent mutuellement.
Par exemple, les cytokines pro-inflammatoires, comme le TNF-a et I’IL-6, montrent une
activité pro-lipolytique et anti-adipogéne (Gnacinska et al., 2009). A I’inverse, les agonistes
de PPAR-y ont des activités anti-inflammatoires (Tontonoz & Spiegelman, 2008). On parle
de transrépression pour décrire I’inhibition entre PPAR-y et le NF-kB sans liaison directe a
un promoteur. L’activation de PPAR-y ameéne la formation de complexes protéiques formés
de co-répresseurs qui inhibent ’activité de NF-kB (Glass & Ogawa, 2006). A I’inverse, une
stimulation avec le TNF-a méne a la diminution de 1’expression de PPAR-y et C/EBP-a et
de leur activit¢ (Cawthorn & Sethi, 2008). Notre étude a décrit un autre exemple

d’inhibition d’un signal adipogene par une stimulation inflammatoire.

Nous avons identifi¢ quelques mécanismes de régulation du QRFP par le LPS et les
IFNs dans un contexte d’obésité. Nous n’avons toutefois pas caractérisé la régulation du
QRFP dans son ensemble. Trés peu de choses ont ¢t€ publiées sur le promoteur du QRFP.
Dans le but d’obtenir des pistes de mécanismes de régulation et de valider nos résultats,
nous avons fait une analyse in silico du promoteur du preproQRFP. Nous avons utilisé le
logiciel AliBaba 2.1 pour prédire les sites de liaison potentiels de facteurs de transcription
sur le promoteur. Un résumé des sites de liaison prédits par AliBaba est décrit dans le
Tableau 2. La nature des sites de liaison identifiés sur le promoteur du QRFP permet de

spéculer sur la régulation de ce géne.
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Tableau 2 : Sites de liaison potentiels sur le promoteur du géne du QRFP.

Facteur de transcription =~ Nombre de sites potentiels Réle
C/EBP-q, 9,1 Adipogene
C/EBP-y 1 Anti-adipogene (Darlington
etal., 1998)
NF-kB 3 Pro-inflammatoire
Krox-20 3 Adipogene (Chen et al.,
2005)
MyoD 3 Différenciation en
myoblaste (Berkes &

Tapscott, 2005)

AP-2a 4 Anti-adipogene (Jiang ef al.,
1998)
AP-1 3 Pro-inflammatoire
GR 2 Adipogene
ISGF3 1 Pro-inflammatoire

L’analyse du promoteur suggére que le QRFP est régulé par la balance entre
I’adipogenese et I’inflammation. Nous pourrions spéculer que la transcription du QRFP
pourrait étre activée par C/EBP-a qui est présent dans les macrophages et qui est induit lors
de la différenciation terminale des adipocytes. Aussi, le QRFP pourrait potentiellement étre
induit par Krox-20 et le GR, dont les activations sont impliquées dans I’adipogenese (Chen

et al., 2005;Farmer, 2006). En contrepartie, le QRFP pourrait étre régulé a la baisse par
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I’action de NF-kB, AP-1, AP-2a, ISGF3 ou encore de C/EBP-y qui est anti-adipogéne
(Darlington et al., 1998). Mentionnons que 1’activité de C/EBP- est induite par le LPS (Hu
et al., 1998) et les [FNs (Honda et al., 1998). Il est donc possible que ce facteur de
transcription ait un rdle a jouer dans la régulation du QRFP par ces molécules. Le facteur
de transcription myogenic differentiation (MyoD), qui est le régulateur principal dans la
différenciation en myoblaste (Berkes & Tapscott, 2005), semble avoir plusieurs sites de
liaison. Ceci peut supposer un effet répresseur de MyoD sur un géne exprimé dans les

adipocytes, suite a la différenciation en myoblaste.

Notre analyse du promoteur du QRFP tend a renforcer la validité du contexte du
tissu adipeux dans lequel nous avons identifi¢ le QRFP et la validité des mécanismes de
régulation que nous avons décrit. Pour vérifier toutes ces hypothéses, des études sur la
liaison de ces facteurs de transcription seraient toutefois nécessaires. La technique
d’immunoprécipitation de la chromatine permettrait de documenter la liaison des facteurs

de transcription sur le promoteur du QRFP apres un stimulus donné.

En plus de son rdle sur le tissu adipeux, d’autres roles pour le QRFP ont été
rapportés. Nous avons élucidé certains mécanismes de régulation du QRFP dans les
macrophages et les adipocytes dans un contexte d’EM. Etant donné la concentration un peu
plus élevée de LPS dans la circulation des animaux et humains obe¢ses (Cani ef al.,
2007;Creely et al., 2007), il n’est pas exclu que le QRFP puisse étre régulé¢ de la méme

facon dans les autres tissus.
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Cerveau
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Figure 29 : Les interactions entre I’endotoxémie et les effets du QRFP au niveau
central. L’endotoxémie fluctue en fonction de la consommation de nourriture. Le LPS et
les IFNs ont des effets inhibiteurs sur I’appétit. Le LPS a aussi un effet inhibiteur sur la
sécrétion de GnRH et de LH ainsi que sur I’expression de kissppetine, un RF-amide
activateur de la sécrétion de LH. L’expression de QRFP, qui stimule I’appétit et 1’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique, est augmentée dans I’hypothalamus durant le jetine.
L’effet du LPS sur P’inhibition de ’appétit est aussi diminué durant le jetine. GnRH,
gonadotrophin-releasing hormone; 1FNs, interférons; LH, hormone lutéinisante, LPS,

lipopolysaccharide; QRFP, pyroglutamylated RF-amide peptide.
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Au niveau du contrdle de 1’appétit (Figure 29), il a été rapporté que le LPS montre
un effet anorexigeéne par la modulation de cytokines, adipokines, hormones et facteurs
hypothalamiques (Langhans, 2007). Les IFNs partagent cet effet inhibiteur sur I’appétit
(Wong & Pinkney, 2004). Nous savons aussi que I’endotoxémie fluctue en fonction de la
consommation de nourriture (Cani et al., 2007). Comme il a été rapporté que 1’expression
du QRFP est augmentée durant le jetine chez les souris (Takayasu et al., 2006) et que I’effet
anorectique du LPS est diminué durant le jetine (Gautron ef al., 2005), il serait intéressant
d’étudier le role de la concentration sanguine de LPS sur I’expression hypothalamique de
QRFP. Sur la base de nos résultats dans le tissu adipeux, il serait possible de penser que les
effets anorexigénes du LPS et des IFNs puissent &étre médiés via la régulation
hypothalamique du QRFP. L’étude de I’effet du LPS sur I’expression hypothalamique d’un
autre peptide de la famille des RF-amide, la kisspeptine, a démontré une diminution de
I’expression de ce peptide dans le ARC (Castellano et al., 2010). Comme les €tudes sur les
effets a long terme d’une dicte riche en gras sur I’expression hypothalamique du QRFP sont
contradictoires (Beck & Richy, 2009;Primeaux et al., 2008), il est difficile de spéculer sur

les liens entre I’EM et I’expression du QRFP dans cette situation.

La régulation du QRFP peut étre comparée avec la régulation de peptides qui ont
des fonctions similaires, le NPY et la ghréline. L’expression hypothalamique du QRFP et
du NPY est augmentée lors d’un jeline (Takayasu et al., 2006), alors que celle de la
ghréline est diminuée (Sato et al., 2005). La sécrétion de ghréline par son lieu principal
d’expression, 1’estomac, est toutefois augmentée lors du jetine (Tschop et al., 2001a). En
comparaison avec le NPY, ’augmentation de 1’expression du QRFP dans I’hypothlamaus
est beaucoup moindre (Takayasu et al., 2006). L’effet du LPS sur I’expression
hypothalamique de la ghréline n’a pas été rapporté, toutefois une diminution des quantités
circulantes de ghréline a ¢été montrée suite a ce traitement (Wang et al., 2006). Une
administration de LPS n’a pas d’effet sur I’expression hypothalamique du NPY dans des

conditions normales (Borges et al, 2007). Cependant, lorsque que 1’expression
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hypothalamique du NPY est augmentée par une restriction calorique, le LPS diminue cette

expression (MacDonald et al., 2011).

Au niveau de ’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, il a ét¢ montré que le LPS
avait un effet inhibiteur sur ce systéme en causant une baisse de GnRH et de LH
(Tomaszewska-Zaremba & Herman, 2009). Comme le QRFP est un activateur de 1’axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique (Navarro et al., 2006;Patel et al., 2008), nous pouvons
soumettre I’hypothése que le QRFP pourrait étre régulé a la baisse par le LPS dans
I’hypothalamus et 1’hypophyse. Il serait alors intéressant d’investiguer si le QRFP joue un
role dans I’effet du LPS sur ce systéme. Dans le cas de la kisspeptine, un peptide activateur
de la sécrétion de LH, il a été montré que le LPS avait un effet inhibiteur sur son expression

et qu’il en résultait une diminution des gonadotropines (Iwasa et al., 2008).

Etant donné le nombre restreint de publications disponibles sur le GPR103b, il est
difficile de décrire le role spécifique de ce sous-type de récepteur dans les actions du QRFP
chez les rongeurs. Il semble pourtant que le GPR103a n’ait pas de rdle métabolique
apparent chez les souris (Baribault et al., 2006). Le GRP103b pourrait donc étre candidat
comme médiateur des effets métaboliques du QRFP. Un plus grand nombre d’études sur ce
récepteur serait toutefois nécessaire pour mieux définir son rdle. Il serait intéressant de
développer un antagoniste pour le GPR103b dans le but d’étudier ses effets. Quant au
QRFP et ses roles physiologiques, les études publiées sur ce sujet ne sont pas trés
nombreuses, encore une fois. Avec la possibilité que le QRFP puisse activer le NPFF-R2
(Chartrel et al., 2011), il est plus que probable que nous ne connaissions pas tous les effets
cellulaires et physiologiques de ce peptide présentement. Il est aussi difficile de juger de
I’importance du QRFP dans une réponse physiologique in vivo a partir d’études faites sur
des modeles cellulaires seulement. Nos études ont démontré un effet adipogene pour le
QRFP in vitro, cependant il est difficile de décrire I’ampleur du réle physiologique joué par
le QRFP parmi la multitude de signaux qui contrdlent I’adipogenese. Malgré tout, le fait

que le QRFP ait un effet adipogene supérieur a ’insuline dans nos essais in vitro laisse
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penser que le QRFP pourrait avoir un impact non-négligeable dans une étude plus

physiologique.

Le QRFP partage plusieurs similitudes biologiques avec la ghréline et le NPY. Au
niveau de la régulation de 1’appétit, I’administration ICV de ces trois peptides stimule la
consommation de nourriture a court terme (Clark et al., 1984;Tschop et al., 2000;Chartrel
et al., 2003). Le NPY et la ghréline ont une puissance similaire sur ’appétit (Kirchner et
al., 2012), alors que le QRFP est un peu moins puissant que le NPY (Takayasu et al.,
2006). L’administration ICV chronique de ghréline (Tschop ef al., 2000) et de NPY
(Stanley et al., 1986) augmente la consommation cumulative de nourriture a plus long
terme. L’administration ICV chronique de QRFP augmente la consommation cumulative de
nourriture lorsque les animaux sont sous une dicte modérément enrichie en gras, alors que
ce n’est pas le cas lorsque les animaux sont sous une di¢te normale (Moriya et al., 2006).
Au niveau de la prise de poids, un traitement ICV chronique de ghréline (Tschop et al.,
2000) ou de NPY (Stanley et al., 1986) augmente le poids corporel de fagon beaucoup plus
importante que le QRFP qui a un effet trés modeste sans une diete riche en gras (Moriya et
al., 2006). L’augmentation du poids est accompagnée d’une augmentation de la masse
adipeuse dans les trois cas. Toutefois, cette augmentation de masse adipeuse par la ghréline
(Theander-Carrillo et al., 2006) et le QRFP (Moriya et al., 2006) est indépendante de
I’augmentation de 1’appétit, ce qui n’est pas le cas avec le NPY (Chambers & Woods,

2012).

L’augmentation significative de la masse adipeuse par la ghréline et le QRFP est
indépendante de I’hyperphagie (Theander-Carrillo et al., 2006), mais 1’hyperphagie compte
tout de méme pour une partie de 1’augmentation totale observée. La comparaison des
animaux, traités et non-traités, qui consomment la méme quantité¢ de nourriture permet de
déterminer ’importance de 1’effet hyperphagique sur 1’augmentation de la masse adipeuse.
Dans le cas de la ghréline, I’hyperphagie compte pour environ 60% de 1I’augmentation de la
masse adipeuse (Theander-Carrillo et al., 2006). Pour le QRFP, I’hyperphagie compte pour

seulement 25% de 1’augmentation de masse adipeuse sous une dicte modérément enrichie
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en gras (Moriya et al., 2006). L’augmentation de masse adipeuse induite par la ghréline est
toutefois beaucoup plus importante que dans le cas du QRFP. Ceci suggere que I’effet

périphérique du QRFP est relativement plus important que son effet sur I’appétit.

D’autres peptides de la famille des RF-amide ont un effet sur I’appétit. C’est le cas
du NPFF, du PrRP et du RFRP (Bechtold & Luckman, 2007;Takayanagi & Onaka, 2010).
Contrairement au QRFP, ces peptides montrent un effet inhibiteur sur la consommation de

nourriture.

La régulation de I’adipogenese peut se faire de différentes facons. La premicre est
une action périphérique et directe au niveau du tissu adipeux. Une autre fagon implique une
stimulation centrale qui génére des signaux adipogenes par 1’entremise de I’innervation du
tissu adipeux. La ghréline peut médier ses effets adipogenes des deux fagons (Theander-
Carrillo et al., 2006;Thompson et al., 2004). Nous avons démontré une activité adipogéne
directe du QRFP sur les adipocytes (Mulumba et al., 2010), alors que ’infusion ICV de
QRFP démontre une action sur 1’adipogenése par le SNC (Moriya et al., 2006). Pour
vérifier I’importance physiologique de nos observations, il serait important de vérifier

I’effet d’une administration périphérique chronique de QRFP sur le gain de masse adipeuse.

Nous avons montré les effets du QRFP sur les adipocytes blancs. Toutefois, les
effets du QRFP sur les adipocytes bruns ont été peu investigués a ce jour. Il a été rapporté
que le QRFP semble diminuer la thermogenese et 1’expression de UCP-1 dans le BAT
(Moriya et al., 2006). 1l serait intéressant d’analyser 1’expression du GPR103 et du QRFP
dans les adipocytes bruns. Il serait ensuite possible de regarder les effets du QRFP sur
I’expression des génes propres aux adipocytes bruns et des facteurs de transcription
impliqués. Il serait intéressant de documenter I’effet du QRFP sur la thermogenese induite
par les catécholamines, puisque ce phénomene nécessite la lipolyse et que nous avons
montré 1’effet anti-lipolytique du QRFP sur les adipocytes blancs. Ce mécanisme pourrait

donc expliquer la réponse cellulaire dans les deux types d’adipocytes.
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Pour toutes ces raisons, un mod¢le de souris déficientes en QRFP ou encore des
souris avec des délétions spécifiques du QRFP dans certains tissus pourraient nous en
apprendre davantage sur le role de ce peptide in vivo. 1l serait intéressant de vérifier 1’effet
de la déficience de QRFP sur I’appétit, ’augmentation de la masse adipeuse, les paramétres
métaboliques sanguins, la sécrétion des gonadotropines, 1’activit¢é locomotrice, la
thermogenese, la sécrétion d’aldostérone, la pression artérielle, le rythme cardiaque, la
formation osseuse et la douleur. Ceci permettrait d’évaluer I’importance du rdle
physiologique du QRFP dans ces réponses reconnues pour étre modulées par ce peptide.
Des souris déficientes en QRFP pourraient possiblement révéler d’autres rdles

insoupgonnés pour le QRFP.

Nos études ont tenté de déterminer les roles du QRFP dans le tissu adipeux pour en
apprendre davantage sur son potentiel thérapeutique contre 1’obésité. La stratégie la plus
instinctive pour tenter d’enrayer 1’obésité par la pharmacologie serait d’inhiber la formation
des cellules adipeuses. Dans cette optique, une molécule qui inhiberait 1’adipogenese et
activerait la lipolyse pourrait prévenir I’obésité. Dans le contexte de notre étude, cette
molécule pourrait étre un antagoniste du GPR103b. Cette approche comporte cependant des
problémes conceptuels. Devant le probléme de 1’obésité, il faudrait tenir compte du fait que
rien ne se perd et rien ne se crée. La théorie de 1’expansabilité du tissu adipeux (Sorensen et
al., 2010;Virtue & Vidal-Puig, 2010) situe I’obésité dans un contexte physiologique plus
large, en relation avec le SMet. Suivant cette théorie, 1’adipogenése serait considérée
comme un phénomene protecteur. Dans cette optique, 1’utilisation d’un antagoniste du

GPR103b pour prévenir 1’obésité ne serait pas souhaitable.

Repousser les limites d’expansion du tissu adipeux pourrait donc, en théorie,
améliorer I’état de santé des obeses. Cette affirmation semble vraie et constitue un des
mécanismes des TZDs pour améliorer la sensibilité a I’insuline (Cariou et al., 2012). Un
agoniste du GPR103b qui serait dépourvu d’effets centraux pourrait possiblement avoir le
méme effet. Cependant, cette stratégie est limitée et n’est pas souhaitable a long terme.

Augmenter la masse adipeuse entraine des problémes esthétiques et mécaniques pour la
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personne avec une surcharge pondérale. De plus, si le role physiologique du QRFP dans
I’inhibition de la thermogenése s’avérerait confirmé, un agoniste du GPR103b pourrait

avoir un effet négatif sur la consommation d’énergie.

D’autres stratégies de gestion des lipides ont été avancées pour traiter 1’obésité.
Une consisterait a ¢liminer les lipides en circulation en augmentant leur oxydation.
L’augmentation de la B-oxydation par le découplage de la mitochondrie dans le BAT serait
donc une avenue intéressante pour augmenter le catabolisme des lipides. Au contraire de
I’effet du QRFP sur le BAT (Moriya et al., 2006), il serait donc souhaitable d’augmenter la
masse et I’activité métabolique du BAT pour augmenter la dépense énergétique. Dans ce
sens, il a ét¢ montré récemment que le froid pouvait activer le métabolisme du BAT chez
I’humain et que cette augmentation augmentait la dépense énergétique (Ouellet et al.,
2012). L’efficacité¢ d’une telle approche dans un contexte d’obésité reste toutefois a étre

démontrée.

Dans le méme sens, plusieurs molécules importantes dans la différenciation du BAT
ont ét¢ identifiées et représenteraient des cibles intéressantes pour augmenter 1’activité
métabolique de ce tissu. Par exemple les bone morphogenetic proteins (BMPs) sont des
protéines sécrétées faisant partie de la superfamille de TGF-B. BMP-7 est une molécule qui
promouvoit la différentiation des CSMs en adipocytes bruns plutét qu’en adipocytes
blancs. La surexpression in vivo de BMP-7 augmente la masse de BAT, la dépense
énergétique et freine la prise de poids (Tseng et al., 2008). La délétion d’un autre membre
de la famille de TGF-B, le growth differentiation factor 3 (GDF3), augmente le
métabolisme basal des adipocytes blancs par I’expression de PGC-1a et de UCP-1. Ce
changement vers un phénotype d’adipocytes bruns augmente la dépense énergétique et
protége contre 1’obésité (Shen et al., 2009). La surexpression du fibroblast growth factor-
21 (FGF-21) semble augmenter la masse de BAT et protéger les souris ob/ob, db/db de
I’obésité (Kharitonenkov et al., 2005). Des molécules activant les facteurs de transcription
PRDMI16 et PGC-la, qui sont essentiels a la différenciation des adipocytes bruns,

pourraient aussi étre des médicaments prometteurs (Cypess & Kahn, 2010).
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Une autre stratégie pour augmenter la B-oxydation des lipides et le catabolisme
serait d’augmenter 1’activité de I’AMPK. La metformine est reconnue comme un activateur
de PAMPK. L’effet de la metformine sur le DT2 serait principalement de diminuer la
gluconéogenese hépatique (Kirpichnikov et al., 2002). Pour activer I’AMPK, la metformine
doit étre transportée a I’intérieur de la cellule par le organic cation transporter 1 (OCT1)
qui serait exprimé dans le foie et les reins. En effet, les souris déficientes en OCT1 seraient
insensibles aux effets de la metformine sur le glucose (Shu et al., 2007). Ceci suggere que
la metformine, comme activatrice de ’AMPK, médie des effets limités et qu'une molécule
qui pourrait activer I’AMPK dans le muscle, le BAT, en plus du foie, pourrait avoir de

meilleurs effets sur le métabolisme.

Grace aux récentes études sur le concept de I’EM, de nouvelles stratégies pour
inhiber 1’obésité ont émergé. Il semble que la composition du microbiote intestinal soit
importante pour |’apparition de 1’obésité et de ses problemes associés. L’utilisation
d’antibiotiques semble protéger de 1’obésité induite par la diete chez les rongeurs. Il en est
de méme lorsque I’on fait la délétion du CD14, un corécepteur du LPS (Cani et al., 2008).
Bien que cette étude fournisse des pistes de solution intéressantes, 1’utilisation
d’antibiotiques a long terme peut favoriser la sélection de bactéries résistantes alors que la
neutralisation de la signalisation du LPS pourrait inhiber la défense immunitaire
bactérienne. D’autre part, 1’ingestion de certains probiotiques ou de prébiotiques, comme
des glucides non-digestibles mais fermentables, semble avoir des effets positifs sur la
prévention de I’obésité chez les rongeurs (Cani & Delzenne, 2011). Les changements
apportés par ces prébiotiques incluent bien sir, le microbiote, mais aussi la modulation de
la sécrétion de GLP-1, de PYY et de ghréline (Cani & Delzenne, 2011). De plus, I’ajout de
fibres alimentaires dans un régime riche en gras semble avoir des effets bénéfiques sur le
bilan métabolique (Serino et al., 2012). Globalement, ces résultats laissent supposer que des
¢tudes plus approfondies chez I’humain pourraient mener a des solutions thérapeutiques

intéressantes et relativement simples pour contrer 1’obésité.

Contrairement a plusieurs autres maladies mortelles, I’obésité a 1’avantage d’étre

réversible. De plus, les moyens pour le faire sont connus. La modification des habitudes de
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vie est certes la solution qui demande le plus d’effort de la part du patient, mais qui a

I’avantage de traiter le probléme a la source.

4. Conclusion

Nos études ont permis d’identifier un nouveau joueur dans le processus de
I’adipogenese. Le ligand peptidique QRFP et son récepteur, GPR103, semblent agir comme
des activateurs du stockage de lipides dans les adipocytes. L’expression et la sécrétion de
ce ligand semble étre diminué par I’EM, une condition retrouvée chez les obeses. Bien que
I’adipogenese soit importante dans le développement de 1’obésité, son role physiologique
essentiel en fait une mauvaise cible pour le traitement pharmacologique de I’obésité. C’est
pourquoi nous ne pouvons pas conclure a partir de nos résultats que le GPR103 ou le QRFP
pourraient étre des cibles pharmacologiques périphériques intéressantes pour le traitement
de I’obésité. Quant a son rdle central sur la régulation de I’appétit, 1’utilité d’un bloqueur du

GPR103 qui pourrait traverser la barriere hématoencéphalique reste a étre démontrée.
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