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Résumé

Le tissu adipeux blanc est probablement I'organdeodegré de nos connaissances et la
variété de fonctions ont évolués les plus ces gqudernieres années. Il est de plus en plus
clair que le tissu adipeux joue un role importaanigll'inflammation. Cette étude réalisée sur
26 volontaires sains a permit de montrer la réactidlammatoire présente dans le tissu
adipeux suite a une agression mécanique miniméudééa portée sur le dosage sanguin de
'lL-1-Ra, MCP-1, adiponectine et IL-8. Cette réaat peut étre modulée par certains anti-
inflammatoires tel que le diclofenac ou la dexarastime. Nous avons put prouver que
'agression minime localisée était a l'origine ddunaugmentation de cytokines pro
inflammatoires accompagnée d’'une augmentation aphpcytes. L'étude histologique des
prélevements effectués nous suggere une partioipatctive du tissu adipeux dans cette
réaction inflammatoire par la sécrétion de cyto&ine
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1. Introduction

1. Importance de I'obésité dans notre société

En médecine on définit I'obésité par un indice d&pfondy Mass Index (BMI). Si cet indice
est supérieur a 30kg/m2 il y a obésite, s’il estésentre 25 et 30 il s'agit de surpoids. Au dela
de 40 il y a une obésité morbide.

Les données les plus récentes des études effeduéglan national par 'OMS, laissent a
penser que la prévalence de I'obésité dans lesquagpéens se situe actuellement entre 10 et
20% chez 'homme et entre 10 et 25% chez la femraeprévalence de I'obésité est en
général plus élevée chez la femme que chez 'lhomme.

Fréquemment I'obésité est associée a une congialldé pathologies que I'on a regroupée
sous le nom de syndrome métabolique. Ce syndromnmepremd notamment I'obésité,
I'hypertension artérielle, I'intolérance au glucase diabete de type 2 (insulino-résistant), les
dyslipidémies (augmentation des triglycérides, bblestérol de type LDL, baisse du
cholestérol HDL) et I'hyperuricémie. Nous savonsplles en plus que le tissu adipeux est un
tissu actif qui a un role endocrinien et inflammiadl,2).

2. Le tissu adipeux, un organe a part entiere

Le tissu adipeux blanc (TAB) est probablementgére ou le degré de nos connaissances et
la variété de fonctions ont évolués le plus ceszpidernieres années. Pendant longtemps, il
a été considéré comme un organe relativement iséotskant de d’énergie sous forme de
triglycérides. Sécrétant une vaste gamme de peptitkctions variées et multiples, c’est
devenu un organe central du métabolisme et dddifimhation. En effet, certains de ces
peptides ont tout d’abord inscrit leurs effetssincatalogue des effets métaboliques, mais
par la suite d’autres propriétés telles que céibes a I'inflammation ont été démontrées pour
des hormones telles que la leptine et I'adiponecfifig. 1). D’autres protéines sont des
cytokines bien caractérisées telles que linterleeik(IL-6, I'lL-1), et I'antagoniste du
récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) ou encore le "tumorcrasis factora” (TNFa), dont les effets
vont bien au-dela de leurs propriétés pro- ou iafismmatoires. Il est devenu évident que
de part l'augmentation de sa masse, le TAB peuterjoun role clé dans les
dysfonctionnements métaboliques et inflammatoires & I'obésité tels que la résistance a
I'insuline, le diabéte et I'athérosclérose (Fig, &¢tte derniere étant maintenant reconnue

comme une maladie inflammatoire (3).
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Le TNFu et I'lL-6 sont des cytokines qui induisent uneagge inflammatoire a la fois
aigué et chronique (4) et sont souvent décritesnwemtant étroitement liées a la résistance a
I'insuline induite par I'obésité. TNFa tout d’abord été décrit comme induisant la reembe
tumeurs et la cachexie. Ce dernier effet peut éxmiqué par la suppression de genes
spécifiques des adipocytes tels que la lipoprotiase et par la stimulation de la lipolyse (5,
6). Le tissu adipeux exprime cette cytokine ddifférents modeles d’obésité du rongeur ou
son expression est augmentée (7). Chez 'homme aatimentation est plus controversée et
la sécrétion dans la circulation & partir du tisslipeux reste a éclaircir (8, 9, 10). Il n’en
demeure pas moins que T&Est décrit comme I'un des éléments participaré\élution du
diabéte de type 2 dans I'obésité par son actiomessgnsibilité a I'insuline (11, 12). Quant au
niveau sérique de I'lL-6, il est augmenté dansésité et le diabete de type 2 et correspond
avec l'index de poids corporel (BMI) (13). Cettaakine est produite in vivo et in vitro par le
tissu adipeux et en plus grande quantité par létdeigcéral (14, 10). L'IL-6 diminue la
signalisation de I'insuline dans les hépatocytele étansport du glucose induit par linsuline
dans les adipocytes (15, 16). De plus, les soeéfisidntes pour le géne de I'lL-6 sont obeses,
ce qui est en accord avec l'effet lipolytique dé-b (17, 18). Ces effets peuvent étre médiés
par un effet direct sur le tissu adipeux ou biecoea centralement par 'augmentation de la
dépense énergétique (19).

Nous reviendrons plus en détails sur chacune deytekines.
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Figure 1.Le tissu adipeux blanc produit une large variétépdatéines ayant un role de
régulateur dans le métabolisme et I'inflammatiom. &fet, ces protéines contribuent au
maintien de I'homéostase de la dépense énergétitpis sont aussi impliqguées dans la
pathogenese de complications vasculaires et matples de I'obésité.

3. Cytokines et protéines apparentées
a. TNFo,

TNFo a été originalement décrit comme induisant la osxrde tumeur aprés infection

bactérienneCette cytokine est également impliquée dans I'mftaation, les maladies auto-

immunes, la genése tumorale, les métastases, llaatém virale, les chocs septiques et la
fievre. Une grande variété d’agents peut induireséerétion comme les endotoxines, les
virus, les cytokines (par exemple IL-1) et les mo@dients. La production de TMFest

diminué par IFN, IFN-B, IL-6 et par des cytokines immunosuppressiveggeaiue IL-4 et
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IL-10. Plusieurs médicaments peuvent inhiber ladpotion de TNk comme la
dexamethasone et la cyclosporine A. TiN#st produite par beaucoup de cellules, du systeme
immunitaires (monocytes, lymphocytes T et B, polyomonucléaires), aux cellules
tumorales, fibroblastes et cellules du muscle 1{263.

Initialement décrite comme un facteur induisant waehexie malgré une alimentation
normale, TNle a été ultérieurement impliqué dans le métabolisipidique par son effet
suppresseur d’expression de nombreux genes spéxsfigdipeux, comme la lipoprotéine
lipase et par son effet stimulateur de la lipolgaenduisant une diminution des triglycérides
dans les adipocytes (21,6). Le premier lien avebdsite a été fait chez des souris
génetiqguement modifiealp/dh obese. Leur tissu adipeux épididymial sécrefENE&a a un
niveau significativement tres élevé (7). Cependanigmentation de TNé& chez I'humain
obése est controversée (8, 9).

Le role de TNk dans le développement de la résistance a l'inswdigté découvert par ses
capacités a diminuer le glucose transporteur tyg&lUT4) dans le tissu adipeux et le
muscle (11). L’administration chronique de TdN&iminue ['utilisation du glucose induite par
I'insuline du muscle squelettique des rats (11).

Une délétion du gene de ThEiminue modestement le poids corporel et la mgsssseuse.
L’obésité induite par une alimentation riche enigga ou par une lésion hypothalamique ne
montre pas de difference chez I'animal de type agey ce qui laisse a penser que cette
cytokine n’est pas un facteur majeur pour le cdatidu poids corporel ou de la masse
graisseuse (22,23). Cependant les souris obeésesiedtds en TN& sont moins
hyperglycémiques, moins hyperinsulinémiques et pitgérantes vis a vis du glucose que
les souris de type sauvage (22, 23). Ces difféeenoat expliquées par une diminution des
acides gras libres et une augmentation des GLUT4 Blamuscle et par la phosphorylation
des récepteurs a l'insuline dans le tissu adipéaxusculaire (23).

b. IL-6

L’IL-6 circulant, souvent en association avec Ilefi TNFu, provoque une réaction aigue
comme de la fievre ou la production hépatique d#émes. IL-6 a aussi des actions anti-
inflammatoires puisqu’elle diminue le taux de TdN&t IFNy, IL-1Ra (24). La concentration
d’IL-6 est augmenté dans le diabéte de type 2, taegndrome métabolique et il existe une
corrélation entre la concentration et le BMI (1B}6 est sécrété par le tissu adipeux humain

in vitro et in vivo et préférentiellement par lessu adipeux viscéral (10,25). 90% de la
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production d’IL-6 vient de cellules stromales natipguses. Récemment 'lL-6 a montré sa
capacité a induire une résistance a linsuline igigt par les adipocytes 3T3-L1, en
diminuant la phosphorylation de IRS-1 et I'expressile IRS-1 et GLUT4 (16).

D’autres effets auto/paracrine de I'lL-6 sur lestisadipeux ont été décrit : le taux d’IL-6 est
élevé dans les cancers cachexisiants. IL-6 dimiiagévité de la lipoprotéine lipase (LPL)
dans les adipocytes 3T3-L1 et induit une lipolysasdles adipocytes de sein humain (18).
Une étude in vivo chez I'homme a montré que l'iidasd’IL-6 induit une oxydation des
acides gras et une lipolyse. Cet effet parait @teeié centralement puisque I'administration

centrale d’IL-6 augmente la dépense énergétiquésette en une perte de masse graisseuse.

c. IL-8

Interleukine 8 (IL-8) est secrété par beaucoup dbBules notamment les monocytes,
lymphocytes, granulocytes, fibroblastes, cellulexiaghéliales, cellules de I'épithélium
bronchial, kératinocytes, hépatocytes, cellulesamg@isles et les chondrocytes. Cette cytokine
est impliqguée dans de nombreux processus inflamraateia ses propriétés chémotactiques
(chémokines) et angiogéniques. IL-8 est chémotaetpur beaucoup de cellules comme les
neutrophiles, cellules T, basophiles, cellules duscte lisse. L'IL-8 a un role essentiel dans
l'inflammation aigue mais aussi un role dans ldifaation des cellules endothéliales et c’est
un important facteur angiogénique (26). L’angiog&nitervient dans I'athérosclérose et le
réle d’IL-8 dans ce processus n’'est pas encoredas (27, 28). L'IL-8 aurait la capacité
d’arréter les monocytes dans I'endothélium et pgr ainsi a son infiltration dans les tissus.
La régulation est la suivante : Il3-let TNFo augmentent la sécrétion d’IL-8 alors que la
dexamethasone et IBNa diminuent (29).

De nombreuses études ont démontré 'augmentaticsédeition d’'IL-8 chez les obéses en
particulier par le tissu adipeux viscéral (30). €hes patients obeses le taux d’IL-8 est corrélé

a la masse adipeuse (31).

d. MCP-1

L’expression basale de MCP - 1 est en généralddiBe, mais cette cytokine (de la classe
des chemokines) peut étre induite par différemtsudit tel que IL-1, TNk ou LPS. Dans des
conditions normales, le taux de MCP-1 est indébdetal 'expression de MCP-1 a été

détectée dans des processus inflammatoires assodia® infiltration de cellules
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mononucléaires incluant I'athérosclérose (32, 3).&@0pu réecemment démontrer qu’un taux
trop élevé de MCP-1 chez I'humain obése diminuagicda perte de poids (33). De plus une
infusion de MCP-1 chez la souris augmente le nomi@e monocytes sanguins sans
changement de poids (34).

On a put démontrer une production de MCP-1 paiskutadipeux épicardiaque parallele a
l'infiltration de cellules inflammatoires (35). Ge@nforce I'hypothese que les macrophages
présents dans le tissu adipeux contribuent a ldustmn locale de cytokines. Ces résultats
sont corroborés par Weisberg et al. qui ont dérmoutrez la souris et I’humain, la corrélation
positive entre les macrophages présents dansileadipeux et le degré d’obésité (36).
L’expression isolée de MCP-1 par les adipocytestéa atairement démontrée (33). La
production de MCP-1 a été mis en évidence par tiysoaytes 3T3-L1 (37). MCP-1 est
secrété in vitro par les cellules 3T3-L1 insulidsistantes. Cette sécrétion est augmentée par
un traitement d’insuline, ainsi MCP-1 reste insodsensible chez ces cellules insulino-

résistantes (37).

e. Adiponectine

L’adiponectine a été découverte en méme temps cauatrés groupes d’adipocytes,
adipocyt complement-related protein of 30kDa (A€p3Sa production est exclusivement
réalisée dans le tissu adipeux (38). Chez 'home@reduction est Iégérement supérieure
dans le tissu adipeux sous cutané que le tisseaxiyiscérale (39).

On retrouve cette protéine a raison de quelquesrogri@mmes par millilitre et sa
concentration et plus basse chez l'obese que obegvélte. On a pu démontrer une
concentration inversement proportionnelle au BMI)(4

L’adiponectine a un réle dans la résistance a lline. En effet on a constaté qu’'une
surexpression d’adiponectine chez les sowilgob (obese et diabétique) augmente la
sensibilité a l'insuline (41). L’administration dlgponectine avant un repas riche en graisse
prévient 'augmentation d’acide gras libre danplessma en stimulant I'oxydation des acides
gras dans le muscle par l'intermédiaire de I'a¢torade I’AMP-activated protein kinase (38).
Les récepteurs a I'adiponectine sont quasi exaimsent situés dans le muscle (AdipoR1) et
le foie (AdipoR?2) et I'effet sur la captation dwgbse via ’AMPkinase a été observé chez les
adipocytes de rat (42, 43).
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L’adiponectine a un réle anti-inflammatoire partietement par rapport a I'athérosclérose. In
vivo des souris déficientes en adiponectine mohtrae formation néointimale artérielle plus
importante aprés une induction inflammatoire delM&ntice (38). In vitro, I'adiponectine
inhibe I'adhésion induit par TNFdes monocytes aux cellules endothéliales en diaminu
I'expression de VCAM-1, ICAM-1 et E-selectin (3&)adiponectine augmente I'expression
du TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloprotease-1gnd les macrophages humains ce qui
résulte en une augmentation de la stabilité dequpk athéromateuses (44). Le niveau
d’adiponectine est inversement proportionnel auxceatrations d’IL-6 et CRP. Les
personnes ayant un taux d’adiponectine bas prégemte augmentation de la prévalence des

maladies cardiovasculaires (45, 46).

f. IL-1etlIL-1Ra

L’'une des cytokines les plus exprimées dans l& t&&lpeux humain, est I'lL-1Ra. Comme
cela a été signalé plus haut, il s’agit une cytekamti-inflammatoire, faisant partie de la
famille des interleukines 1 et exercant son actiors’opposant a I'effet de I'lL-1 en se liant a
son récepteur sans engendrer de signal intradedul&7). Deés lors, il semble clair que son
action métabolique va se diriger dans le sens @pge<elui de I'lL-1.

Depuis un certain temps déja les effets métabdigigel’IL-1 sont documentés tendant a lui
attribuer plusieurs actions tant au niveau cemjua périphérique. En effet, si 'on considére
I'effet anorexigene de I'lL-1, peut étre en par@iepliqué par son action hypothalamique
puisque cette interleukine ainsi que son réceptesant exprimés de facon constitutive et que
I'expression de I'lL-1 est promue par la leptin®,(49). Plus directement, lorsque le gene du
récepteur de I'lL-1 est invalidé, I'action de lgtme au niveau de la prise alimentaire est
inhibée engageant I'lL-1 dans un role prépondépant le contrble de la balance énergétique
(50, 51). En périphérie, son action métaboliguesigee essentiellement au niveau de
I'adipogenese et de la sensibilité a I'insuline ptitransport du glucose. En effet, I'lL-1
exerce un effet direct inhibiteur sur I'activité @ lipoprotéine lipase (LPL) et augmente la
lipolyse. De plus, il inhibe I'expression d'un faar de transcription important pour la
différentiation adipocytaire, le "peroxisome pretétor-activated recepter’ (PPAR) (52,

53, 54). Les effets de I'lL-1 sur I'homéostase glucose sont aussi bien documentés. I
apparait que l'interleukine peut controler la seifigg a I'insuline a travers des mécanismes
périphériques et centraux dans divers modelesrigetos diabétiques (55, 56, 57). In vitro, il

a eté démontré que I'lL-1 améliorait le transpartgiucose, allant dans le méme sens que des
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observations faites in vivo sur 'augmentation deépture du glucose en périphérie et de la
diminution de production hépatique de glucose §&),

L'IL-1Ra est produit par une grande variété deutefi et notamment par les monocytes. Il a
été particulierement intéressant de constater guerdduction de cette cytokine dans les
monocytes était contrélée entre autre par la legirggérant qu’en cas d’hyperleptinémie, les
taux sériques pouvaient étre plus élevés (59). &qui étre indirectement démontré dans le
sérum de patients obeses ou la leptine est élév@e @ne augmentation importante de I'lL-
1Ra d’environ 7 fois par rapport aux sujets mirc@&sé mesurée (60). De plus, le taux sérique
de I'lL-1Ra est modulé par la perte de poids chez patients subissant une chirurgie
baryatrique et une bonne corrélation a été obtentre le taux d’lIL-1Ra, la leptinémie et le
"body mass index" (BMI). Compte tenu que l'effet ldeleptine dépend de la présence du
récepteur de I'lL-1, on pouvait dés lors imagineed’lL-1Ra participait a la résistance a la
leptine souvent décrite dans I'obésité (60).

La diminution de la concentration sérique de I'Rdl lors de la perte de poids laissait
supposer que les monocytes n’étaient peut-étréapssurce majeure de cette cytokine, mais
qgue le tissu adipeux était un bon candidat. Ent,eféetissu adipeux humain sous-cutané
produit de maniére importante I'lL-1Ra et 3 foisiplchez les sujets obéses que minces (61).
Dans les modéles d’obésité des rongeurs, par erenh@z les sourisb/oh ou chez des
souris soumises a une diete riche en graisse,oonedrégalement que I'expression de I'lL-
1Ra est particulierement augmentée dans le tigpewd(61, 62).

Compte tenu du fait que chez ’'homme on a conspa¢éla meilleure corrélation obtenue était
celle entre la concentration sérique d’lL-1Ra ehdéx de résistance a linsuline, et
connaissant le role de I'lL-1 dans le transportgilicose, on a évalué les conséquences de
cette augmentation sur I'hnoméostase du glucose wzongeurs. Apres un traitement
chronique avec I'lL-1Ra, des clamps euglycemic/miyyseilinemic ont montré que la dose de
perfusion pour le maintien d'une glycémie stabkstgilus faible pour les rats traités avec la
cytokine, de plus la sensibilité a l'insuline étaliminuée et reflétait une diminution
d’utilisation du glucose par le muscle (62). Damsnéme sens, I'invalidation du géne de I'lL-
1Ra (IL-1Rd) entraine une diminution de la glycémie et deslilmémie et un rapport
insuline:glucose plus bas que les souris de typeagge suggérant une sensibilité accrue a
I'insuline (62, 63).

En accord avec les effets lipolytiques de I'lL-4s lsouris IL-1R4& présentent un pourcentage
de masse grasse de 25% plus faible que le typagaugssentiellement du a une diminution
de 77% de la taille des adipocytes. Cet effet pEwe expliqué par la diminution de
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I'expression de facteurs de transcription clés plaudifférentiation, Krox20, PPAR et
"CAAT enhancer-binding proteifi' (C/EBPy) ainsi que par I'enzyme LPL impliqué dans le
transport des acides gras dans la cellule (64stlimportant de constater qu’en dépit d’'une
prise alimentaire plus élevée, le poids des animaukRa était moindre et leur masse
adipeuse plus faible, ce qui peut étre expliquéupardépense énergétique plus élevée (64).
En conclusion, on peut envisager que l'exces dRaldans l'obésité peut avoir des
conségquences non négligeables au niveau du couledle dépense énergétique, de la prise
alimentaire, de la masse adipeuse, ainsi que densibilité a l'insuline, en s’opposant aux

effets de I'lL-1 constitutivement présente.

4. Les cytokines du tissu adipeux contribuent a lAnfmation locale.

L’obésité est un facteur de risque important pesrrhaladies cardiovasculaires. Bien que le
diabéte et I'hypertension artérielle peuvent exdigl’augmentation de ce risque, il est de
plus en plus clair que certaines des cytokines hetmokines pourrait y jouer un role

spécifiqgue. Nous voudrions en connaitre plus pgpod au role du tissu adipeux dans

I'inflammation. Est-il capable d’initier lui mémena réaction inflammatoire ?

2. Etude

1. Introduction

Le tissu adipeux produit des cytokines cependantamprend mal la régulation de ces
dernieres. On sait que le tissu adipeux particga/@ment a une inflammation notamment
suite a une agression avec du lipopolysaccarid§)ldgRi a pour effet d'augmenter I'lL-1Ra
(fig. 2).

Le but de ce travail est d’étudier la réaction st adipeux suite a une agression minime.
Ladite « agression » est constituée par le fait en@e ponctionner le tissu adipeux.
L’expérience consiste a prélever du tissu adipelstat basal, a jeun, et de prélever ensuite a
nouveau 6h plus tard, au méme endroit, pour y ohéter la réaction inflammatoire. Dans le
méme temps nous avons ponctionné du sang pountétdu taux des cytokines sanguines,
mais les taux sanguins n'ont pas été influencéscptie ponction, nous n’avons donc pas

présenté ces résultats.
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Figure 2. Dans cette étude, les souris ont recus une injdhtra péritonéale de 5ug/g de
LPS et ont été sacrifiees 6h)(ou 18h @) plus tard. On remarque que le taux d’lL1-Ra est
diminué dans le foie, la rate, et que le LPS augeéaxpression d’lL-1Ra dans le tissu

adipeux blanc (TAB).(65)

Afin de trouver des éventuels médiateurs de latidamflammatoire du tissu adipeux blanc,

nous avons étudié 3 groupes de personnes selohdma suivant :

a. Un groupe contrdle qui n'a rien recu. Nous avongeotfié le premier

prélevement au temps t0, puis nous avons effectideuxieme prélevement 6

heures plus tard (t2).

t0 : 1* prélévement

l < 6 heures

> l t2 : Z prélévement

b. Un groupe qui a recu de la déxamethasone 8 mg. [dvass effectué le

premier prélevement au temps tO puis nous avonsingtrd@ 8 mg de

déxamethasone (t1) puis nous avons effectué uniateexprélévement 6

heures plus tard (t2).
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< > tl : prise de 8mg de dexamethasone
| t2 : Z prélévement

t2 o ot
l l 6 heures t0 : 1™ prélévement
|

c. Un groupe chez qui nous avons administré un afiirmmatoire non
stéroidien a savoir le diclofenac 50 mg (Voltari@hjbiteur non sélectif de la
cyclo-oxygénase). Nous avons effectué le premiétepement au temps t0
puis nous avons administré 50 mg de diclofenag filis nous avons effectuée

un deuxieme prélevement 6 heures plus tard (t2).

to t1

t2
t0 : 1* prélévement
l l < 6 heures > t1 : prise de 50 mg de diclofenac

| | t2 . Z prélévement

Ensuite nous avons effectué un test controle cheti@nts en effectuant la méme manceuvre,
a la différence que nous avons prélevé du tisqueadia deux endroits différents.

L’analyse s’est faite dans le tissu adipeux souar@ pour déterminer I'expression des
cytokines. Une étude histologique du tissu adipe@xé faite pour déterminer la présence de

cellules inflammatoires.

2. Personnes cibles

Apres autorisation de la commission d’éthique dégitAux universitaires genevois, avoir
donné une information éclairée et fait signer uedilie de consentement sur I'étude, nous
avons procédé aux prélevements de sang et de ddipeux. Les personnes étaient des
personnes en bonne santé habituelle. Nous avor6 esujets selon la répartition de 15
hommes pour 11 femmes. Un BMI moyen de 26 + 7.tnk@fange entre 20.2 et 45.7). L'age
moyen est de 27 + 9 kg/m2 (range entre 19 et 5P ans

La répartition s’est faite selon 3 groupes : grosaes traitement (9 personnes), groupe apres
administration de déxamethasone 8 mg (8 personmgeype avec administration de
diclofenac (Voltaren) 50 mg (9 personnes). Le ¢ragnt a été administré juste apres le

premier prélevement. L'attribution des personnesdes groupes s’est faite au hasard.
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Nous avons exclus les personnes allergiques ddadine, aux AINS et a la déxamethasone,
celles prenant des anticoagulants ainsi que callast certaines maladies telles que diabete,
maladies inflammatoires, tumeurs malignes.

Les dosages des différentes cytokines au niveau BNgrotéine ont été couverts par les
projets de fonds nationaux du Prof Christoph A.éviedu Prof Alain Golay, du Prof Jean-
Michel Dayer.

3. Technigue de préléevement

Nous avons effectué deux ponctions veineuses aanigiu bras, soit 2 tubes de sang de 8 ml.
Puis nous avons prélevé des biopsies de graissecstanée abdominale. La technique (66)

consiste a utiliser une aiguille de 14G avec umimngae de 50 cc. Cela nécessite une petite
anesthésie locale a la Lidocaine et un champ estdsihe dépression est maintenue dans la
seringue pendant que I'on avance avec l'aiguillesd@ tissu. En faisant des prélevements
radialement par rapport au site d’entrée on pepéres récolter entre 100 mg et 1 g. Cette

technique tres utilisée a I'avantage d’étre ragideins de 3 min) et de permettre la récolte

d’adipocytes viables tout en ne laissant pas derate. Le tissu adipeux a été immédiatement
congelé dans de I'azote liquide.

4. Techniques d’analyse

Préparation de I'ARN total et quantification de RN messager :

L’ARN total a été préparé a partir d’environ 100858g par échantillon de tissu adipeux
abdominal. En utilisant le réactif TRIzol (Invitrey, Bale, Suisse), selon les instructions du
fabriguant. L’ARN total (5ug) a été réverse-transcripté en utilisant 800 anité reverse
transcriptase Moloney murine virus leukemia (Iroggen), en présence de 0.3 upitéde
RNAsin (Promega, Madison, WI, USA), 7i8nol/l d'amorces aléatoires (oligo(dN)6), 1.2
mmol/l de dNTP et 1amol/l de dithiothreitol.

La détermination de 'ARN messager pour I'lL-1Rdl48, MCP-1, I'Arcp30 ainsi que le

28S s’est faite par polymérase chain reaction (P@Rntitative en temps réel utilisant un
LightCycler (Roche Diagnostics, Suisse) avec le DMAster SYBR Green | ou Fast Start
DNA Master SYBR Green | (Roche Molecular Biochertgc®8ale, Suisse) kits selon le gene.
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Dans le tableau ci-dessous sont décrites les asatitisées pour le PCR quantitative :

Gene Sens Anti-sens
IL-1Ra 5-TCCGCAGTCACCTATCACTC-3' 5'- TTGACACAGGACBGACAAT-3’
IL-8 5-CTGCGCCAACACAGAAATTA-3 5-ATTGCATCTGGCAACCCTAC-3’
MCP-1 5'-GCCTCCAGCATGAAAGTCTC-3' | 5-ATAACAGCAGGTGAOGGGG-3’
Acrp30 | 5-ATGGGGAAGGAGAGCGTAAT-3’ S-ATTGACTTTGGGGUTGTTTG-3’
28S 5- TTGAAAATCCGGGGGAGAG-3' | 5-ACATTGTTCCAACATGCAG-3

Détermination de I'lL-1Ra et de I'adiponectine ddmsérum

La concentration d’lIL-1Ra et d’adiponectine dansdeum a été déterminée avec les kits

« quantikine enzyme-linked immunosorbent assay&(Bystems Europe Ltd, UK).

Coupes histologiques :

Tissu adipeux congelé fixé dans du formol, enradoésdle la paraffine, coupé am,

coloration a 'hématoxyline-éosine.

Régulation de la production de cytokines par utiadipeux in vivo
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Expression relative IL1-Ra

3. Résultats et discussion

1. Effet d’'une agression mécanique minime sur I'exgimsdes
cytokines/chemokines sans traitement.

Nous allons d’abord nous intéresser a I'effet d’'ageession minime sur le TAB sans
intervention médicamenteuse. Nous procédons adlayament a t0 et a un deuxiéme

prélevement en t2 a 6h d’intervalle.

t0 t2
l J 6 heures R l t0 : 1° prélévement
| < " | t2 : Z prélévement

Nous avons d’abord dosé I'lL-1Ra a 6 heures d'irale en effectuant la ponction de

graisse au méme endroit (fig. 3a).

IL1-Ra sans traitement IL-1Ra sans traitement
40 | 100 -
X b
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Figure 3a. Expression relative de IL-1Ra dans le tissu adkpeumain. Les biopsies du tissu
adipeux on été effectuées par aspiration a I'aigudiur 9 volontaires le matin entre 8 et 9h
(t0) et 6h aprés la premiere biopsie (t2). Apregparation de I'ARN total et de la
transcription inverse, I'expression des cytokinegété@ déterminée par PCR quantitative en
temps réel et corrigée par celle du ARN riboson@sd.2 e panneau de droite représente les
valeurs individuelles a tO et t2 et le panneau daalpe la moyenne + SEM de I'expression
relative cytokine/28s calculée par rapport a tG< (005 pour t2 comparé a t0.

Les résultats obtenus par PCR quantitative en ter@ek et corrigés par celle du ARN
ribosomal 28s, montrent une augmentation signifieade I'lL-1Ra. L’augmentation est d'un
facteur 5 du taux d’lIL-1Ra en t2 par rapport aS80on regarde sur le tableau de droite en
détails les résultats des prélevements des 9 patieous observons que quasi tous sont en

augmentation entre t0 et t2. Nous avons obtenésuitat a la baisse mais la valeur de départ
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en tO était alors tres élevée (17.6). Notons égateries résultats d’'un patient qui sont trés
positif en t2 (de 3.00 en t0 & 94.25 en t2).

MCP-1 sans traitement MCP-1 sans traitement
15 1

10 A

Expression relative de MCP-1
Expression relative de MCP-1
AN

0 T . 0
to t2

Figure 3b. Expression relative de MCP-1 dans le tissu adigauxain. Les biopsies du tissu
adipeux on été effectuées par aspiration a I'aigudur 9 volontaires le matin entre 8 et 9h
(t0) et 6h aprés la premiere biopsie (t2). Apregparation de I'ARN total et de la
transcription inverse, I'expression des cytokinegété& déterminée par PCR quantitative en
temps réel et corrigée par celle du ARN ribosongsd.2 e panneau de droite représente les
valeurs individuelles a tO et t2 et le panneau daalpe la moyenne + SEM de I'expression
relative cytokine/28s calculée par rapport a t0. 85 pour t2 comparé a t0.

Ensuite nous avons testé le MCP-1 (fig. 3b) daasriémes conditions que précédemment.
Les résultats montrent de nouveau une nette augti@nsignificative (p<0.05) de MCP-1
en t2 par rapport a t0 d’'un facteur 10. En étudemtésultats en détail, on remarque que nous
avons un résultat montrant une augmentation tresritante (de 0.12 a 13.58 ). Le patient en
question était une femme de 25 ans avec un BMI5degn? soit une personne homogene a
notre groupe de travail. A noter qu’il s’agit dentéme personne qui a également présenté
une grande réponse a IL-1Ra précédemment.

Pour continuer, nous avons alors testé le dosade-8e t0 et t2 (fig. 3c) toujours dans les
mémes conditions et selon la méme technique. Lesltaés montrent une augmentation
significative (p<0.05) d’un facteur d’environ 50 ghpar rapport a t0. En observant en détalil,
on releve que tous nos résultats sont en augmamtali existe cependant une grande
variabilité des réponses. Les personnes ayant dsesltats extrémes présentent des
caractéristiques semblables au reste du groupe.
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Figure 3c. Expression relative de IL-8 dans le tissu adiphuriain. Les biopsies du tissu
adipeux on éte effectuées par aspiration a I'aigudur 9 volontaires le matin entre 8 et 9h
(t0) et 6h apres la premiére biopsie (t2). Apreg®paration de I'ARN total et de la
transcription inverse, I'expression des cytokinesté@ déterminée par PCR quantitative en
temps réel et corrigée par celle du ARN ribosongsd. 2 e panneau de droite représente les
valeurs individuelles a tO et t2 et le panneau daalpe la moyenne + SEM de I'expression
relative cytokine/28s calculée par rapport a tG 005 pour t2 comparé a t0.

Adiponectine sans traitement Adiponectine sans traitement

Expression relative d'adiponectine
N
—

Expression relative d'adiponectine
N
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Figure 3d. Expression relative de I'adiponectine dans Isuisdipeux humain. Les biopsies
du tissu adipeux on été effectuées par aspiratibaiguille sur 9 volontaires le matin entre 8
et 9h (t0) et 6h apres la premiere biopsie (t2)reSppréparation de 'ARN total et de la
transcription inverse, I'expression des cytokinesté@ déterminée par PCR quantitative en
temps réel et corrigée par celle du ARN ribosong4d.2 e panneau de droite représente les
valeurs individuelles a tO et t2 et le panneau daafpe la moyenne + SEM de I'expression
relative cytokine/28s calculées par rapport a & 0.05 pour t2 comparé a t0.

Enfin pour terminer, nous avons dosé dans les méroeslitions que précedemment,
I'expression relative d’adiponectine a t0 et tg.(f8d). Les résultats montrent globalement des
taux quasi identiques entre t0 et t2, bien qu'é@gete tendance a la baisse puisse étre mise en
évidence mais avec un p<0.23. Si on prend le gmaphdétaillé, on observe que les résultats

sont effectivement plutét a la stagnation bien gudosages montrent une diminution claire
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entre t0 et t2. Dans ces cas, il s’agit plutot e en tO qui sont trés éleves (4.86 et 7.52).

Les valeurs en t2 sont, par contre, homogéenessael de groupe.

2. Effet d’'une agression mécanique minime sur I'exgimsdes
cytokines/chemokines avec prise de déxamethasone

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influeada déxamethasone sur I'expression des
cytokines IL-1Ra, MCP-1, IL-8 et adiponectine. Paappel la dexamethasone est une
substance anti-inflammatoire qui agit sur le ceu@ICRII/GC ainsi formé au niveau du
cytoplasme, traverse la membrane nucléaire et viixee au niveau d'un site spécifique
présent sur I'ADN, résultant en une synthése deééimes anti-inflammatoires tels que
notamment : anti-protéase, lipocortine 1 et 2, dopeptidase. On reléve également
l'inhibition de la synthése de protéines pro inffaatoires tels que IL-6 et IL-8, une
diminution de la synthese des phospholipases A2Jadeyclooxygénase 2, avec pour
conséquence une diminution de la synthése de nomlionédiateurs, dont le PAF Acéter, les

prostaglandines et les leucotrienes.

Pour cela nous avons procédé de la méme manierprguédemment mis a part que nous
avons administré 8 mg de déxamethasone a nos {gajlieste apres le premier prélévement.
Nous avons rajouté un temps t1 qui correspondpéisa du médicament.

t0tl t2 e ars
6 heures t0 : ™' prélevement
l < > tl : Prise de 8mg de déxamethasone
M | t2 : Z prélévement

Nous avons commencé par doser I'lL-1Ra a 6h dvaiér en ponctionnant toujours au
méme endroit (fig. 4a). Les résultats sont obtgparsPCR quantitatives en temps réels et
corrigés par ceux de '’'ARN ribosomal 28s. Nous olmes une augmentation de I'lL-1Ra en
t2 par rapport a t0. Cette augmentation est d’'ateta 5 pour p<0.09. Rappelons que sous
déxamethasone I'lL-1Ra augmentait également d'ateta 5 en t2.

Nous avons ensuite testé le MCP-1 avec administrake déxamethasone et les résultats sont
obtenus dans les mémes conditions qu’auparavants Kemarquons une augmentation de
MCP-1 en t2 de l'ordre d'un facteur 4 par rappoiDaavec un p<0.05. Pour rappel, sans
déxamethasone, le MCP-1 était augmenté d’'un factBufp<0.05). Nous avons donc une
différence significative qui soulignerait le rélatainflammatoire de la déxamethasone dans

notre étude.
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Expression relative de IL-8

Nous avons continué avec I'lL-8, toujours en adstnaint la déxamethasone et toujours selon
la technique précédente. Nous observons une augtioensignificative (p<0.05) d’un facteur
8 de I'lL-8 en t2 par rapport en t0. Sans traitemdh_-8 augmentait d’'un facteur 50
(p<0.05). De nouveau, nous avons un résultat eaufadu réle anti-inflammatoire de la
déxamethasone sur cette cytokine. Nous avons téraviec le dosage de 'adiponectine selon

la méme technique. Dans ce cas nous avons pu reemame stabilité des taux (p<0.25).
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Figure 4a et 4b Expression relative des cytokines IL-1Ra et MCtafs le tissu adipeux
humain apres traitement a la déxamethasone. Lgsskie du tissu adipeux on été effectuées
par aspiration a l'aiguille sur 9 patients le matentre 8 et 9h (t0) et 6h apres la premiére
biopsie (t2) et la prise orale de dexamethasoneg8ti). L'expression des cytokines a été
déterminée par PCR quantitative en temps réel (Far 3). Les panneaux représentent la
moyenne * SEM de I'expression relative cytokinet2dlsulée par rapport a t0.p<0.09 pour
IL-1Ra et p< 0.05 pour MCP-1 pour t2 comparé a t0.
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Figure 4c et 4d Expression relative de I'lL-8 et de I'adiponedimlans le tissu adipeux
humain apres traitement a la déxamethasone. Lgsskis du tissu adipeux on été effectuées
par aspiration a l'aiguille sur 9 patients le matentre 8 et 9h (t0) et 6h apres la premiére
biopsie (t2) et la prise orale de déxamethasoneg8ti). L'expression des cytokines a été
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déterminée par PCR quantitative en temps réel (Fajr 3). Les panneaux représentent la
moyenne = SEM de I'expression relative cytokine/@8sulée par rapport a t0. p< 0.05
pour IL-8 et p<0.25 pour I'adiponectine pour t2 cpané a t0.

Nous avons terminé avec un dosage de I'adiponestilom la méme technique. Dans ce cas

Nnous avons pu remarquer une stabilité des réseltdits t0 et t2 (p<0.25), comme nous

I'avions déja constaté dans le groupe sans traiteme

3. Effet d’'une agression mécanique minime sur I'exgimsdes

cytokines/chemokines avec prise de diclofenac

Finalement nous avons voulu voir I'effet du diclodée (\VVoltaren) sur le taux de nos cytokines
(IL-1Ra, MCP-1, IL-8 et adiponectine). Le diclofen@omme les autres anti-inflammatoires
non stéroidiens, agit en inhibant la cyclooxygenasequant ainsi la production de

prostaglandines et de thromboxane. Dans ce groap@ platients nous avons procédé de
maniere identigue aux groupes précédents si cet mjae nous avons remplacé la

déxamethasone par du diclofenac 50 mg juste apgimier prélevement.

t2 .
10t 6 heures t0 : 1* prélévement
< > t1 : prise de 50 mg de diclofenac
v ) a
| t2 . Z prélévement
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Figure 5a et 5b Expression relative des cytokines IL-1Ra et MCafs le tissu adipeux
humain aprés administration de 50 mg de dicloferiaas biopsies du tissu adipeux on été
effectuées par aspiration a l'aiguille sur 8 patieme matin entre 8 et 9h (t0) et 6h apres la
premiére biopsie (t2) et la prise orale de 50 mgdadofenac (Voltaren) en t1. L'expression
des cytokines a été déterminée par PCR quantitetiviemps réel (voir Fig. 3). Les panneaux
représentent la moyenne + SEM de I'expression ikadatytokine/28s calculée par rapport a
t0. p< 0.33 pour IL-1Ra et p<0.06 pour MCP-1 po@radomparé a tO0.
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Nous avons commencé par doser I'lL-1Ra a 6h dVatée en ponctionnant au méme endroit
(fig. 5a). Nous observons une stabilisation voime diminution de I'expression de IL-1Ra en
t2 par rapport a t0 (p<0.33). Pour rappel, dansldexieme groupe (ayant recu de la
déxamethasone), I'lL-1Ra augmentait d’'un facteuenbt2 par rapport a t0 (p<0.05). Ces
résultats suggerent un effet anti-inflammatoireugseap plus important du diclofenac 50 mg
que de la dexamethasone 8 mg.

Nous avons ensuite doseé I'expression de MCP-1 astetnistration de diclofenac en t1 (fig.

5b). Les résultats montrent une augmentation dastetir 5 (p<0.06) du taux de MCP-1 en t2
par rapport a t0. Dans le groupe sans traitemé&pression de MCP-1 augmentait d'un
facteur 10 par rapport a t0. Dans ce cas les e#swdbnt superposables a ceux obtenus avec

I'administration de la déxamethasone et montrergftet anti-inflammatoire quasi identique.

IL-8 diclofenac Adiponectine diclofenac
0,50 - 4 - X
£ “'
£
0,40 1 2
S 3
2
0,30 - 3
©
3]
= 2
b T
©
| =
i)
0,02 - @]
]
S
X
i
0,00 ‘ ‘ \ 0 ‘ ‘
to t2 t0 t2

Figure 5c et 5d Expression relative des cytokines IL-8 et adiptineadans le tissu adipeux
humain aprés administration de 50 mg de diclofeiaas biopsies du tissu adipeux on été
effectuées par aspiration a l'aiguille sur 8 patiehe matin entre 8 et 9h (t0) et 6h apres la
premiére biopsie (t2) et la prise orale de 50 mgda#dofenac (Voltaren) en t1. L'expression
des cytokines a été déterminée par PCR quantitetiviemps réel (voir Fig. 3). Les panneaux
représentent la moyenne + SEM de I'expression ikadatytokine/28s calculée par rapport a
t0. p< 0.06 pour I'lL-8 et p<0.05 pour I'adiponeae pour t2 compareé a t0.

Nous avons continué en dosant I'expression d’lte8jours dans les mémes conditions (fig.
5c¢). Les résultats montrent une augmentation sggive (p<0.06) d’un facteur 15 en t2 par
rapport a t0. Dans le groupe sans traitement, agims une augmentation d’'un facteur 20.
De nouveau nous observons une prédominance detlaffi-inflammatoire du diclofenac sur
celui de la déxamethasone aux doses recues.

Pour terminer, nous avons dosé l'adiponectine adecinistration de 8 mg de diclofenac en
t1. Nous avons pu constater ici une augmentatidregpression en t2 par rapport en t0 d’'un
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facteur 1,88 (p<0.05). Comparée aux deux autregpgs cette cytokine était restée plutét
stable entre t2 et t0. Dans ce cas on observe ugmentation de I'adiponectine, ce qui
renforce le fait que le diclofenac aurait un réli-enflammatoire plus important que la

déxamethasone aux doses données.

Voici un tableau récapitulatif qui nous permet dsumer les différents résultats en fonction

de la cytokine et de la substance administrée.

Rien déxamethasone 8 mg diclofenac 50 mg
IL-1Ra X5 X5 Stable
MCP-1 x 10 x4 X 5
IL-8 x 50 x 20 x 15
Adiponectine Stable Stable x 1.88

Tableau 1 Tableau montrant les variations de I'expressioncgokines dans le TAB entre
t0 et t2, 6 heures plus tard, selon le médicameg.r

On remarquera l'effet anti-inflammatoire qui estiable en fonction de la cytokine et de la
substance. En effet on constatera que I'lL-1Ra’adigonectine ne semblent pas étre
influencés par la déxamethasone, par contre I'egmwa de MCP-1 et de I'IlL-8 sont
nettement diminués. De plus il semble que le dériat soit un anti-inflammatoire plus
puissant que la déxamethasone en ce qui concdin&Ra et I'adiponectine. En ce qui
concerne I'lL-8, le diclofenac est un peu plus paig que la déxamethasone. Pour le MCP-1

le réle anti-inflammatoire est identique avec lesxdsubstances.

Nous avons effectué un test control chez 3 patiéiigs 6) en effectuant un prélévement
abdominal de tissu adipeux a 2 endroits différgspacés d’au moins 20 cm) a 6h
d’intervalle, a jeun, en t0 {f prise) et en t2 (rise). On remarque que I'expression relative
d’'IL-1Ra/28s dans le tissu adipeux est stable etfiret t2, 6h plus tard a des endroits
difféerents pour les 3 patients. Ces résultats reefdt I'hypothese d'une réaction

inflammatoire localisée
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Figure 6. Expression relative d’lIL-1Ra dans le tissu adipBurain sans prise de traitement.

Les biopsies du tissu adipeux ont été effectuéeagmration sur 3 patients (A, B et C) le

matin entre 8h et 9h (t0) et 6h aprés (t2). Lescpions ont été réalisées en 2 endroits
distincts au niveau abdominal espacés d’au moingr0 L'expression des cytokines a été
déterminée par PCR quantitative en temps réel (Far 3). Les panneaux représentent la
moyenne de I'expression relative cytokines/28sutéé par rapport a t0.

Cette série d’expérience permet de mettre en ev@ene réponse inflammatoire du tissu
adipeux suite & une agression localisée minime @mtnant une augmentation des

cytokines/chemokines pro-inflammatoires tels gllelFRa, MCP-1 et I'lL-8.

D’autre part, cette réponse peut étre modulée paprise de certaines substances anti-
inflammatoires telles que de la déxamethasone diclefenac. La variation de cette réponse
inflammatoire est significativement plus importaseec le diclofenac 50 mg, qu'avec la

déxamethasone 8 mg.

A noter que les dosages sanguins des cytokinestadfes n'ont pas été influencées par les

ponctions de tissu adipeux.
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4. Histologie

Par la suite, et au vu de ces résultats nous vmiBavoir si 'augmentation de ces cytokines
dans le tissu adipeux, suite a une agression miluoadisée était di a la sécrétion de cellules
inflammatoires nouvellement arrivées sur le sitepdaction ou bien s'il s’agissait d’'une
sécrétion par les adipocytes eux mémes. Pour cels mvons procédé a une étude
histologique du tissu adipeux que nous avions pégb®ur nos dosages (fig. 7).

Aprés coloration simple a I'hématoxyline-éosineusi@vons effectué un comptage manuel
des cellules inflammatoires dont les lymphocytesestpolymorphonucléaires neutrophiles
(PMN). Nous avons observé deux coupes par prélaviesteeffectué un comptage dans 3

champs par coupe. Soit un comptage pondéré swarpshpar prélevement (fig. 7).

Figure 7. On voit ici un échantillon de prélevement de tiadipeux abdominal humain. On
distingue les adipocytes avec leur paroi fine, $enoyaux aplatis en périphérie et un grand
cytoplasme peu coloré. On note ici la présenceuddogges lymphocytes.
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Figure 8a et b : Comptage du nombre relatif de lymphocytes et de Péfitre t0 et t2
moyenné sur 6 champs par préléevement. Il s’agitpd#@evements issus du groupe sans
traitement. Les panneaux représentent la moyenS8&M du nombre de lymphocytes et de
PMN, par rapport au nhombre d’adipocytes en t2 chdes par rapport a t0. p< 0.05 pour t2

comparé a t0.

Dans le cas sans traitement, on observe une ngjteemtation du nombre de lymphocytes

par rapport au nombre d’adipocytes par champs, f@dareur environs 1.5, entre t0 et t2 (fig.

8a). Le résultat est significatif par ailleurs (p3%).

Concernant les PMN, nous observons également greexdation fortement significative par

rapport au nombre d’adipocytes par champs d’uretact’environs 4.8, entre t0 et t2 (fig.

8b). Le résultat est hautement significatif (p<(.05
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Figure 8c et d: Comptage du nombre relatif de lymphocytes et de Péfitte t0 et t2,
moyenné sur 6 champs par prélevement. Il s’agjiré&vements issus du groupe ayant recu
8 mg de déxamethasone. Les panneaux représentanbyanne + SEM du nombre de
lymphocytes et de PMN, par rapport au nombre d'adjpes en t2 calculées par rapport a tO.

p< 0.05 pour t2 comparé a t0.
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Sous déxamethasone, la réponse lymphocytaire adde stntre t0O et t2 (fig. 8c). Par rapport
au groupe sans traitement, on note que le tauyrdphocytes en t2 n’est pas augmenté. De
méme le nombre de PMN sous déxamethasone est ptatiie entre t0 et t2 (p<0.05) (fig.
8d).

Lymphocytes sous diclofenac PMN sous diclofenac
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Figure 8e et f: Comptage du nombre relatif de lymphocytes et déNPehtre t0 et t2,
moyenné sur 6 champs par prélevement. Il s’agjiré&vements issus du groupe ayant recu
50 mg de diclofenac. Les panneaux représentent dgemme + SEM du nombre de
lymphocytes et de PMN, par rapport au nombre d'adypes en t2 calculées par rapport a t0.
p< 0.05 pour t2 comparé a t0.

Sous 50 mg de diclofenac, la réponse lymphocytstaliminuée d’un facteur environ 0.6 en
t2 par rapport a t0, ce qui laisse suggérer le adkeinflammatoire de cette substance a ce
niveau (fig. 8e). Concernant les PMN, on note glutée Iégére diminution entre t0 et t2, mais
la différence n’est pas significative (fig. 8f).

Nous n'avons pas effectué de comptage d'autresilesllinflammatoires telles que les
monocytes car leur présence était trop marginale atrer dans des statistiques.

Grace a cette étude histologique, nous avons pudgtaier que la réponse inflammatoire
cellulaire est présente d’'une part, mais qu’ellet @re modulée, de maniére négative, par la
déxamethasone et le diclofenac. Cependant, l'autatien de la cellularité est beaucoup
moins importante ( 1.5 a 4.8 x environ) compar@axades cytokines (5 a 50 x), suggérant
fortement que les adipocytes contribuent activeradiat modulation des cytokines apres une

lésion mécanique minime.
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4. Conclusions

Comme nous l'avons évoqué plus haut, nous avonsrtgr@ qu’une agression minime
réalisée a I'aide d’'une aiguille par la ponctionnneéd’un fragment de tissu adipeux, a montré
une réaction inflammatoire au sein du tissu adipeux
Cette réaction est marquée par une augmentatiogydesines pro inflammatoires tels que
IL-1Ra, MCP-1, IL-8, 6 heures apres le stimulusudlution du taux d’adiponectine n’est
pas significative.
D’autre part, nous avons put montrer I'effet sigrafif de substances anti-inflammatoires sur
la sécrétion de certaines cytokines/chémokineslRbe; MCP-1, IL-8, adiponectine). On
relévera que le diclofenac 50 mg a une action iphportante que la déxamethasone 8 mg sur
la sécrétion de ces cytokines en freinant 'augatén de leur production (IL-1Ra, MCP-1,
IL-8), ou en augmentant la production d’adiponeztin
Des ponctions de tissu adipeux effectuées a dedvoies differents renforce I’hypothése que
I'agression minime et a I'origine d’une réactiocade.
Les observations histologiques réalisées nous emhip de constater la présence augmentée
de lymphocytes et de PMN suite a une agressionligéeaminime. Cette réponse est
également modulée par les substances anti-inflacireatque nous avons administrées avec
un effet prédominant pour le diclofenac 50 mg.
Nous avons put prouver que I'agression minime leéal était I'origine d’'une augmentation
de cytokines pro-inflammatoires (IL-1Ra, MCP-1, 8)-et ceci explique probablement
'augmentation des lymphocytes et des PMN surtéede ponction.
Nous pouvons maintenant nous poser la questiorastgiv les cytokines/chemokines pro
inflammatoires sont elles secrétées par les adipscgt attirent-elles ainsi des cellules
inflammatoires ou bien est-ce que l'agression dlet'attirée elle-méme les cellules
inflammatoires par un processus meécanique, etiositgecrétées ces cytokines ?
Hypothése :

1. Adipocytes—> Cytokines> Lymphocytes/PMN> Inflammation ?

ou
2. Adipocytes> Lymphocytes/PMN> Cytokines—~> Inflammation ?

Un argument indirect en faveur de notre premiepothese est la cellularité qui est beaucoup
moins importante (1.5 a 4.8 x environ) comparé @xoges cytokines (5 a 50 x), laissant
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suggérant fortement que les adipocytes contribaetitement a la modulation des cytokines
apres une lésion mécanique minime.

Pour cela il serait intéressant d’effectuer un impwnarquage des adipocytes permettant
ainsi de montrer directement la réaction de I'adype. Il serait alors possible de démontrer le

réle pro-inflammatoire des adipocytes suite a ugression physique du tissu adipeux.

Agression localisée
minime

Q 0 0
O%g% —’g O%O 0O > OQ%.
Sl O QO g).QO ’

10 M Cytokines / 2
* Rien chémokines

« Déxamethasone
* Diclofenac

® Lymphocytes/PMN
O Adipocytes

Figure 8. Sécrétion de cytokines/chémokines suite a une sigrefocalisée minime attirant
des cellules inflammatoires de type lymphocyteMilPCette réponse serait modulée par la
prise de substances anti-inflammatoires.
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