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INTRODUCTION GENERALE

Le développement d'un état d’insulino-résistance chez le sujet obése permet de limiter
le stockage des triglycérides dans le tissu adipeux. L'hyperinsulinémie qui en résulte est
responsable d'une stimulation du systéeme nerveux sympathique (SNS) qui active la
thermogenése et par conséquent augmente les dépenses énergétiques. De plus
Penzyme-clé, la lipoprotéine lipase, qui hydrolyse les triglycérides des lipoprotéines
riches en triglycérides, « ouvrant ainsi la porte de I'adipocyte aux acides gras », est
régulée par linsuline. Ces deux mécanismes compensateurs permettent de limiter la
prise de poids. L'hypertonie sympathique a néanmoins l'inconvénient d'exercer un effet

hypertenseur tout particulierement chez les sujets génétiquement prédisposés.

Au contraire, la diminution de l'activité et/ou lI'absence de réponse du SNS a divers
stimuli physiologiques sont susceptibles de faciliter la prise de poids et 'obésité. Les
modeéles animaux ont permis d'étayer cette théorie. L'absence d'adaptation
« compensatrice » du SNS lorsque la masse grasse augmente pourrait également
favoriser I'aggravation de la surcharge pondérale, si les autres systemes de régulation de
la balance énergétique ne peuvent compenser sa défaillance. La leptine, qui est au
centre de ce systeme de régulation est avec l'insuline, I'un des principaux activateurs du
SNS. Cette hormone pourrait donc étre l'un des responsables de [I'hypertonie

sympathique et de 'hypertension artérielle du sujet obese.

Nous avons émis I'hypothése que les sujets obéses normotendus et insulino-résistants
ont une diminution de l'activité sympathique ou une diminution de la réponse des tissus
aux catécholamines. Malgré une insulino-résistance majeure, une hypetrleptinémie et une
obésité ancienne, certains sujets ont une pression artérielle parfaitement régulée. Ces
sujets pourraient avoir une activité sympathique abaissée par rapport a d’autres sujets
obéeses.

L’appareil cardio-vasculaire est particulierement sensible aux influences du systéme
nerveux autonome (SNA). Nous nous sommes donc intéressés aux oscillations de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle. Les fluctuations de ces deux parametres
sont liées aux effets «complémentaires» des systemes sympathique et
parasympathique. Les deux composantes du SNA exercent leurs effets de facgon
oscillatoire mais selon des fréquences différentes. L'amplitude de ces oscillations est le

reflet de l'importance de l'activation cardiaque ou vasculaire par ce systeme. L'étude de
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la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle a donc constitué notre
principal outil d'investigation clinique.

Notre démarche a été d'étudier les effets de Il'age, de la corpulence, de
'hyperinsulinémie et de I'hyperleptinémie, reflets d’une résistance a I'action de l'insuline
et de la leptine.

Les indices de variabilit¢ ont été analysés au repos et dans diverses situations
dynamiques : orthostatisme , charge glucosée, régime hypocalorique associé ou non a
un traitement par la sibutramine. Nous avons voulu ainsi étudier la réponse ou la
réactivité du systéme nerveux autonome a différentes situations physiologiques ou

pharmacologiques.

Nous avons d’abord étudié les effets de l'age sur la régulation du systeme nerveux
autonome cardiovasculaire en nous intéressant a une population de sujets parfaitement
normotendus, 4gés de 18 a 80 ans.

Pour mettre en évidence les effets de I'obésité, nous avons considéré une population de
sujets normotendus, sédentaires, de poids stable, dont l'indice de masse corporelle
variait de 20 a 65 kg/m2. Nous avons donc analysé les relations entre le degré d’'obésite,
Fhyperinsulinémie et les différents indices du systéme nerveux autonome. Sa réactivité a
été évaluée lors d'une stimulation par I'orthostatisme puis, dans une deuxieme étude par
l'insuline induite par l'ingestion d’'une charge glucosée.

Dans une troisieme étude, nous nous sommes intéressés aux relations SNS - leptine et a

I'evolution de cette relation aprés amaigrissement.

La diminution de la réponse des tissus aux catécholamines est une hypothese qui
sera abordée dans la seconde partie de ce travail. Des travaux récents de notre groupe
ont montré qu’'un excés de sphingomyéline (SM) membranaire est responsable d'une
diminution du transport du glucose ou d’autres actions de linsuline. Ces études ont été
menées sur des lignees d’adipocytes ou de pré-adipocytes en culture. Ce type
d’anomalies existent aussi in vivo. Le fait que les sujets obéses les plus
hyperinsulinémiques aient un exces de SM dans la membrane du globule rouge ou de
Padipocyte, est venu conforter la théorie membranaire de I'insulino-résistance.

Nous avons donc émis I'hypothése que les variations de SM (exces ou déficit)
pouvaient influencer I'action des catécholamines. Nous avons tout d’abord vérifier que
les sujets obéses les plus insulino-résistants avaient a la fois une dysfonction

sympathique et un excés de SM membranaire au niveau des globules rouges. La
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deuxieme partie expérimentale de ce travail a été consacrée a I'étude in vitro de la
résistance du tissu adipeux aux catécholamines ou plus précisément a celle de la
lipolyse. Enfin nous avons voulu « explorer » les autres conséquences d’un excés de SM
sur les fonctions de ladipocyte, en étudiant d’autres genes impliqués dans le
métabolisme glucido-lipidique de cette cellule.

Les deux parties experimentales de ce travail tentent donc de faire le lien entre
d’une part un phénotype clinique d’obésité caractérisé par la triade hyperinsulinémie (ou
insulinorésistance) — hyperleptinémie et dysfonction sympathique et un phénotype
biologique adipocytaire caractérisé par un excés de SM membranaire. Ce domaine de la
physiopathologie de I'obésité n’a encore été que peu exploré, faute d’outils adaptés.

Notre premiere partie, bibliographique, est consacrée essentiellement a
limplication du systéme nerveux autonome dans la physiopathologie de l'obésité. Le
concept de résistance a I'action des médiateurs ou des hormones est présente avec une

attention particuliere pour I’hypothése membranaire et le réle de la SM.
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RESUME DE LA DEMARCHE EXPERIMENTALE

TRAVAUX DE RECHERCHE CLINIQUE

¢ Premiere étude clinique

Effets de I'age et de I'obésité sur la variabilité de la Fréquence Cardiaque et

de la Pression Artérielle. Role de linsulino-résistance

e Deuxiéme étude clinique

Etude de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle
au cours d'une charge orale en glucose chez des sujets obéses

normotendus.
e Troisiéme étude clinique

Relation entre le systeme nerveux sympathique et la leptine: effets de la

restriction calorique et de I'amaigrissement.

Hypothése membranaire de la résistance a I'action des

catécholamines : role de la sphingomyéline

e Etude clinique préliminaire

Dysfonction sympathique et contenu en sphingomyéline de la membrane du
globule rouge, chez le sujet obese normotendu.

e Travaux in vitro sur des lignées d’adipocytes en culture

1) Effets de la sphingomyeéline sur la lipolyse adipocytaire

2) Analyse des effets de la sphingomyéline sur I'’expression des génes
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DES MODELES ANIMAUX D'OBESITE AU ROLE DU
SYSTEME NERVEUX SYMPATHIQUE DANS LE
DEVELOPPEMENT DE L'OBESITE CHEZ L'HOMME
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1. L'organisation et les méthodes de mesure de l'activité du systéme
nerveux sympathique (SNS)

1.1. Description

Les fonctions de la plupart des organes sont influencées par le systéme nerveux
autonome (SNA). La figure 1 montre la complexité de ce systéme et son organisation.
Chacune des composantes, (systeme nerveux sympathique (SNS) et parasympathique)
est régulée de fagon régionale (338;339). Un dysfonctionnement ou neuropathie
végétative peut concerner I'ensemble du systéme ou étre localisé a une région ou un
organe. Les variations interindividuelles des différentes activités sont tres importantes, il
est donc difficile de d'évaluer le fonctionnement du systéme, dans sa globalité ou au

niveau regional.

Trois composantes sont fondamentales dans l'organisation de ce systeme: l'arc
réflexe (figure 2), la réponse de l'organe et I'existence de mécanismes de régulation
permettant de compenser éventuellement une défaillance ou une hyperactivité du
systeme. L'arc réflexe est a la base de cette régulation mais il existe aussi des
efférences bulbaires et supra-bulbaires. L'arc réflexe persiste apres section de la moelle
mais la disparition du contrble supra-spinal inhibiteur entraine une réponse sympathique
excessive (222). D’autre part, chaque nerf sympathique établit une synapse dans les
ganglions sus- et sous-jacents. Il y a donc des connexions multiples et une diffusion de la
réponse sympathique sur plusieurs segments. Comme les ganglions sympathiques
préganglionnaires sont proches du systéme nerveux central, les fibres sympathiques

préganglionnaires sont relativement courtes.

Les neurotransmetteurs sont la noradrénaline et ['adrénaline pour le systéeme
sympathique et 'acétylcholine pour le systéme parasympathique. L'acétyicholine assure
la transmission de l'influx entre les neurones pré- et post-ganglionnaires dans les deux
systémes (figure 3). La médullo-surrénale représente un neurone post-synaptique

libérant principalement de I'adrénaline (80%) et de la noradrénaline (20%).

De nombreux autres peptides, comme le neuropeptide Y (NPY) ou la galanine
peuvent étre libérés avec ces neurotransmetteurs; ils peuvent jouer un réle tout aussi

important que ces derniers, mais ils ont en général un réle de neuromodulateur (128).
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Figure 2 : Systématisation du systeme nerveux sympathique : I'arc réflexe
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Figure 3 : Les principaux neurotransmetteurs impliqués
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1.2. Spécificité de la régulation végétative du systéme cardio-
vasculaire
Le cceur a un fonctionnement automatique. |l est néanmoins soumis au contrdle du

systeme nerveux autonome. L'organisation de ces deux systémes est identique a celle
de tous les organes. L’'étage préganglionnaire du systeme sympathique cardiaque est
situé dans la moelle thoracique (région intermedio-lateralis), celui du parasympathique
est constitué par le noyau du nerf vague ou pneumogastrique (X° paire cranienne) dans
le bulbe rachidien. Le niveau post-ganglionnaire débute dans un ganglion cervical
inférieur de la chaine paravertébrale (ou chaine sympathique), le ganglion stellaire.
Pour le parasympathique, le niveau post-ganglionnaire est localisé dans le myocarde
lui-méme.

Au niveau périphérique, les fibres post-ganglionnaires sympathiques (les nerfs
cardiaques) innervent des cellules myocardiques. Le transmetteur, la noradrénaline agit

sur des récepteurs de type B-adrénergique et a-adrénergique.

Les fibres post-ganglionnaires parasympathiques se terminent au niveau du nceud
sinusal, du nceud auriculo-ventriculaire et du myocarde auriculaire. Pour le
parasympathique, le transmetteur est Pacétylcholine qui agit sur les récepteurs

muscariniques.
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1 = influences suprabulbaires

2 = noyau moteur dorsal du nerf x
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4 = efférences vagales
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7 = nerf cardiaque sympathique

8 = cceur

Figure 4 : Organisation fonctionnelle du systéme nerveux autonome

cardiaque (d'apres Guerin et al. (182)).

1.2.1. La régulation de la fréquence cardiaque

La fréquence cardiaque est déterminée par la fréquence intrinséque du nosud
sinusal. Les nerfs sympathiques accélerent le rythme cardiaque (effet chronotrope
positif) et renforcent la force de contraction (effet inotrope positif). Les fibres

cholinergiques vagales ralentissent le rythme cardiaque (effet chronotrope négatif).

Le tonus vagal est prédominant. En effet le coeur dénervé bat a une fréquence

élevée, environ 120 par minute. Le méme effet est observé lorsque l'on bloque

pharmacologiquement les deux systemes, par l'atropine et un B—bloquant.
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L’accélération du cceur résulte donc de la diminution de 'activité du parasympathique
et de l'augmentation de l'activité adrénergique. Au-dela de la fréquence seuil de 120
battements/minute, le tonus vagal est totalement inhibé. Le ralentissement cardiaque
nécessite l'inhibition rapide de la stimulation sympathique, dés que la fréquence

diminue en dessous de 70 par minute.

D'autres facteurs peuvent moduler la fréquence cardiaque en modifiant I'activité du
nceud sinusal comme la température du sang (tachycardie en cas d’hyperthermie et

bradycardie en cas d’hypothermie) ou une altération du métabolisme local.

1.2.2. La régulation de la pression artérielle et le systéme nerveux

autonome

La pression artérielle varie avec le cycle cardiaque. La valeur maximale est atteinte

au milieu de la systole cardiaque et la valeur minimale en fin de diastole.

La pression artérielle est régulée par diférents mécanismes qui interagissent entre
eux. Le systeme nerveux autonome est impliqué dans les "mécanismes immeédiats” de
regulation de la pression artérielle. Les points de stimulation sont les barorécepteurs,
les chémorécepteurs (stimulés lors de I'hypoxie) et des centres vasomoteurs, stimulés
lorsque la pression artérielle chute de fagon importante. Les autres meécanismes
d'action rapide sont humoraux, de type mécanique, comme le relachement du tonus
musculaire lisse vasculaire. lls font intervenir l'activation de l'angiotensine, ou les
échanges liquidiens dans les réseaux capillaires systémiques. Les mécanismes d’action
retardée sont essentiellement hormonaux (aldostérone, hormone antidiurétique). Ces
hormones agissent principalement sur le volume sanguin total, par le jeu de I'excrétion

rénale de sodium et d’eau.

1.2.3. Larégulation de la vasomotricité par le systéeme nerveux autonome

L'innervation des vaisseaux est uniquement assurée par le systeme sympathique qui
entrainent un relachement ou une contraction des cellules musculaires lisses de la

paroi vasculaire (figure 5).

Les récepteurs adrénergiques vasculaires sont de 3 types. Les récepteurs (2-
adrénergiques sont responsables d'une vasodilatation. La stimulation des récepteurs
ol-adrénergiques est a l'origine d'une vasoconstriction. Celle des récepteurs o2-

adrénergiques situés au niveau du neurone présynaptique entraine une réduction de la
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libération de noradrénaline et donc une vasodilatation. Des récepteurs B3 seraient
présents au niveau vasculaire chez 'homme (34). Leur rble physiologique n’est

cependant pas clairement établi.

La réponse vasculaire périphérique dépend donc essentiellement de la répartition
des récepteurs a1 et B2 et du neurotransmetteur. La stimulation sympathique induit
généralement une augmentation des résistances périphériques. La noradrénaline a une

activité B2 tres faible, tandis que I'adrénaline stimule les récepteurs 1 et B2.

1.2.4. La régulation réflexe de la pression artérielle: role du baroréflexe

La pression artérielle (P) est maintenue constante grdce aux modulations du débit
cardiaque (Q) et des résistances systémiques (R) selon la loi de Poiseuille : P =Q x R
(516). Les modifications de la fréquence cardiaque et du tonus vasomoteur
périphérique sont instantanées (figure 5).

Les variations tensionnelles entrainent des réactions correctrices ; il s’agit d’'une
autorégulation par rétrocontréle négatif. Le circuit réflexe dépend du systéme nerveux

autonome et a pour point de départ les barorécepteurs.

Les barorécepteurs sont localisés dans diverses régions du lit vasculaire,
essentiellement dans le sinus carotidien, 'aorte et le coeur. Les nerfs afférents suivent
le trajet du IX (nerfs provenant du sinus carotidien dits nerfs de Hering) et du X (nerfs
provenant de la crosse aortique, dits nerfs de Cyon-Ludwig) jusqu’aux centres cardio-
inhibiteur et vasomoteur.

Les barorécepteurs sont sensibles a la tension développée dans la paroi artérielle. lis
réagissent proportionnellement a la pression endovasculaire selon la relation de
Lapiace.

Le seuil de stimulation des barorécepteurs (barosensibilité) varie en fonction de leur
localisation. La fréquence de décharge de l'influx augmente avec l'augmentation de la
pression anérielle.

Les centres cardiorégulateurs situés dans le noyau du tractus solitaire, sous le
plancher du 4° ventricule, servent de relais du systtme sympathique et
parasympathique.

Les noyaux médullaires sont le point de départ de la stimulation vagale (noyau
ambigu pour la part vagale) et sympathique (noyau réticulaire latéral, noyau reticularis

giganto-cellularis).
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Figure 5 : Le Systeme Cardiovasculaire et son contréle par le SNA (modifié d'apres G.
Ouanounou, de I'INRIA, Rencontres INRIA-Industrie Neuilly/Seine 1997)
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1.2.5. Le mode de fonctionnement du baroréflexe

Les barorécepteurs ont un effet dépresseur. En situation stable, les impulsions
émises par les barorécepteurs modérent en permanence les centres de commande de

la pression, en diminuant la fréquence cardiaque et en favorisant la vasodilatation (97).

En cas de chute de la pression artérielle, les barorécepteurs n'ont plus cet effet et les
centres presseurs sont "libérés". Surviennent alors une tachycardie, une élévation du
débit cardiaque et une vasoconstriction généralisée qui relévent la pression jusqu’a ce
que réapparaisse linhibition.

Toute élévation brutale de la pression aortique entraine un accroissement notable de
linhibition, une bradycardie et une vasodilatation et donc une baisse rapide de la

pression artérielle.

Les récepteurs sont sollicités dans toutes les circonstances physiologiques. Par
exemple lors du passage de la position couchée a la station debout, ils sont moins
activés ce qui prévient la chute tensionnelle. Les récepteurs peuvent toutefois s’adapter
en quelques jours au niveau de pression auquel ils sont soumis, mais ils n‘ont donc pas

d'effet sur la régulation a long terme de la pression artérielle.

1.3. Meéthodes d'étude

L'étude du systeme nerveux autonome (SNA) est particulierement difficile chez
I'nomme, car ce systeme est complexe et peu accessible aux explorations (293). Les

principales techniques permettant d'étudier le SNA sont :

e La mesure directe de l'activité des nerfs efférents : c'est la microneurographie

(146).

e L'analyse des neurotransmetteurs par la mesure des concentrations sanguines

ou urinaires des catécholamines.

¢ La méthode dite de "spillover" ou mesure de la noradrénaline qui est libérée par

les tissus et déversée dans le plasma (143).

o L’analyse des fluctuations de la vasomotricité périphérique permet d’évaluer la
réponse thermorégulatrice sympathique. Différentes méthodes évaluant le débit
sanguin ont été proposées (la pléthysmographie, le gradient thermique ou laser-
doppler (518)).
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e L'analyse de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle
par analyse spectrale ou temporelle est une technique intégrant a la fois l'activité
des nerfs efférents, sympathique et parasympathique et la réponse de l'organe

cible.

Ces différentes méthodes d’exploration peuvent étre couplées a des tests
pharmacologiques, de blocage ou d’activation). L'analyse des variations de la
fréquence cardiaque avant et aprés inhibition du systéme sympathique par un
B-bloquant ou du systéme parasympathique par l'atropine permet d’évaluer le tonus
vagal et sympathique cardio-vasculaire (20). Des tests de stimulation peuvent
également étre utilisés pour stimuler le SNS comme les stress physiques ou mentaux et

le changement de position.

1.3.1. La microneurographie

Une microélectrode est placée au contact du nerf sympathique et détecte
directement les impulsions nerveuses. Les impulsions sympathiques sont de nature
périodique de 10 secondes. Mais cette technique n'est applicable qu'aux nerfs
accessibles : nerfs de la peau ou des muscles striés et dautre par le sujet doit rester
parfaitement immobile pendant I'enregistrement. La mesure de l'activité sympathique
par microneurographie est corrélée a la mesure de la pression artérielle (541), et au
niveau de la peau, a la vasoconstriction mesurée au niveau des doigts lors d'une

exposition au froid (47).

Néanmoins, il n'y a pas toujours de concordance entre la mesure effectuée et la
réponse de l'organe. Par exemple, lors d'une hypoglycémie, on observe une activation
sympathique mesurable au niveau musculaire (42;146) mais celle-ci s'accompagne
d'une vasodilatation, probablement due a la libération concomitante d'adrénaline (296).
De la méme facgon, l'activité sympathique augmente apres la prise d'un repas (43) ou
lors d'une perfusion d'insuline (44), mais on constate une vasodilatation liée a I'effet

propre de l'insuline sur les vaisseaux.
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1.3.2. L'analyse des concentrations sanguines, urinaires ou
plaquettaires des catécholamines

Les mesures plasmatique ou urinaire de la noradrénaline ou de ['adrénaline
permettent essentiellement d'évaluer l'activité de la médullosurrénale. Seule une faible
proportion de la noradrénaline libérée par les nerfs sympathiques passe dans le
plasma. Des études faites chez I'animal ont montré que la concentration en
catécholamines plasmatiques pouvait étre élevée, alors que lactivité des nerfs
sympathiques était abolie (564). D'autre part, les échanges de catécholamines entre le
plasma et les tissus sont bidirectionnels, la concentration plasmatique ne tient pas

compte de l'importance de ces échanges.

La mesure des catécholamines dans le sang artériel ou la mesure des différences
artério-veineuses pourrait étre plus intéressante pour évaluer l'activité du SNS dans un
territoire précis. Le sang veineux artérialisé pourrait donner des résultats comparables

(275).
La concentration urinaire des catécholamines

Cette mesure a les mémes inconvénients que l'analyse plasmatique. Elle peut
toutefois donner un indice d'activité du SNS pendant un temps donné, durée pendant
lagquelle le sujet doit étre en état stable. Toutefois, la marge d'erreur liée au dosage lui-
méme et le nombre d'amines a doser représente linconvénient majeur de ce

parametre.
Les catécholamines plaquettaires

La concentration de catécholamines présentes dans les plaquettes sanguines
pourrait étre un marqueur "intégrant" l'activité récente du SNS (96). Cette approche n'a

pas été parfaitement validée.

1.3.3. La mesure du flux de noradrénaline libéré par les tissus dans le
plasma

La mesure du flux de noradrénaline libérée par les tissus peut se faire de fagon
indirecte en utilisant de la noradrénaline marquée. Cette approche permet d'évaluer la
proportion de noradrénaline libérée par les tissus qui passe dans le plasma (143). Ce
flux de noradrénaline serait proportionnel a la sécrétion de ce neurotransmetteur par les

terminaisons nerveuses. C’est la mesure du « trop plein » synaptique.
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La noradrénaline libérée par le nerf peut avoir plusieurs destinées. Elle peut étre
captée par le neurone efférent, étre métabolisée dans la fente synaptique ou par le tissu
et elle est alors libérée dans le plasma. Ce flux est proportionnel a I'activité neuronale a

la condition que le métabolisme local de la noradrénaline soit stable (293).

Cette méthode nécessite [I'utilisation d’isotopes. Elle permet d’évaluer I'activité

sympathique globale ou localisée a un organe.

1.3.4. La mesure de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la

pression artérielle.

Le systéme cardiovasculaire est particulierement sensible aux modifications d'activité
du systeme nerveux autonome. En 1981, Akselrod et al. (6) publiaient un article sur
l'analyse spectrale de la fréquence cardiaque et montraient qu'il existait une relation
entre certaines fréquences du spectre et l'activité du systéme nerveux autonome. Les
B-bloquants ou l'atropine ont ensuite été utilisés chez 'homme pour démontrer la
spécificité de certains des pics du spectre de la fréquence cardiaque ou de la pression
artérielle (194;367;389;436;545). L'association d'un blocage pharmacologique et d'une
stimulation, (par exemple la position debout) permet de déterminer quelle est la

composante impliquée dans la stimulation.

Cette analyse intéresse une composante restreinte du systeme nerveux autonome,
celle a destinée cardio-vasculaire. Elle met en jeu de nombreux réflexes de régulation

permettant 'homéostasie du systeme (figure 4).

La concordance des données obtenues par l'analyse spectrale et celles obtenues
avec la microneurographie a conforté l'intérét de cette méthode. Les variations de la
fréquence cardiaque sont synchrones des variations des bouffées d'influx nerveux
mesurées en microneurographie (523) (158). Par contre la concordance entre l'analyse
des fluctuations de la fréquence cardiaque et la mesure de la libération de
noradrénaline n'est pas établie, probablement en raison de [I'hétérogénéité du
fonctionnement du SNS selon le territoire concerné, rénal ou cardiaque (173). Nous

décrirons dans le détail cette méthode que nous avons utilisée dans les trois études.
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1.3.4.1. Les principes de I’analyse spectrale

La fréquence cardiaque et la pression artérielle sont soumises a des oscillations
rythmiques, dues a I'action synergique des systemes sympathique et parasympathique
(6;439). Le systeme nerveux autonome agit par voie neuronale, humorale et mécanique
(vasomotricité), pour maintenir l'appareil cardio-vasculaire dans un état de

fonctionnement optimal.

L'analyse des variations de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle permet
d'évaluer le niveau d'activité du SNA dans des conditions physiologiques ou
pathologiques, en situation basale ou lors de stimulations. Plusieurs méthodes sont

utilisées.

La premiere consiste a analyser la moyenne, la variance, les différences ou les ratios
entre les périodes les plus longues et les plus courtes de l'intervalle qui sépare deux

dépolarisations (intervalle RR) d'un électrocardiogramme; c'est |'analyse temporelle.

L'analyse plus précise de ces variations nécessite de recourir & des méthodes
mathématiques. La transformation des courbes par la loi de Fourier permet de

distinguer les variations de ces parametres dans les différentes fréquences.

1.3.4.2. La transformation de Fourier

La transformation de Fourier consiste a décomposer un phénomene périodique
complexe (fluctuation) en une somme de fonctions sinusoidales (oscillations). Chaque

oscillation constitutive est caractérisée par une période et une fréquence donnée (308).

Un signal périodique complexe peut étre représenté par la somme d’une série de

fonctions appropriées (fonctions sinus et cosinus).

La fonction R(t) sur l'intervalle (-L,L ) peut étre décrite de la fagon suivante :
R(H = J( Ancos nllIt/L + Bysinnlit/L)+ C

En étendant l'intervalle de ces séries a I'infini et en utilisant la formule d’Euler :
e = cos (x) + /sin (x)
on obtient I'expression suivante :

R(t) = ] r(f) e 2711 of
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qui correspond a l'intégrale de Fourier et la transformée de Fourier :
A = JR(t) Q2T 4y

Si les unités pour t sont des secondes (par exemple, si R(f) représente la fréquence
cardiaque en fonction du temps), les unités pour f sont des cycles par seconde (ou

Hertz) et r(f) décrit Famplitude des fluctuations de fréquence cardiaque en fonction de la

fréquence.

En pratique, l'utilisation de la transformée de Fourier est tres complexe et requiert un
temps d’intégration non négligeable. Pour N points, le nombre d'intégrations est de
Pordre de N2, L’algorithme pour la transformée de Fourier rapide (fast Fourier transform,

FFT) permet de réduire le nombre d’intégrations a Nlogo(N).

La puissance totale qui représente l'information contenue dans un signal doit étre la
méme, que le signal soit analysé dans le domaine temporel (secondes) ou dans le
domaine fréquentiel (Hz), propriété connue sous le nom de théoréme de Parseval. D'un

point de vue mathématique, cela se traduit par la relation :

Puissance totale = [/R()?/ dt = [/(N/* df

ou A(1) est la fonction dans le domaine temporel (la suite d’'intervalles RR) et r(f) la
représentation du signal dans le domaine fréquentiel (puissance spectrale de la
fréquence cardiaque).

Le spectre qui caractérise une fluctuation est représenté en abscisse, par une
echelle de fréquence et, en ordonnée, par un indice dépendant de Famplitude des

oscillations.

La puissance totale du spectre de la fréquence cardiaque sur une bande de
fréquence donnée correspond donc a la mesure de la variance de la fréquence

cardiaque pour la période de temps considérée.

L’amplitude (racine carrée de la puissance) exprime la déviation standard de la

fréquence cardiaque.

1.3.4.3. Les spectres de pression artérielle et de fréquence cardiaque

Si on applique le théoreme de Fourier, une fluctuation constituée par une seule

sinusoide donnera un seul pic spectral.
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Si les fluctuations sont la résultante de plusieurs oscillations, l'analyse spectrale
permettra de dissocier ces oscillations sous la forme de pics localisés de frequences
distinctes. On peut effectuer la méme analyse sur la courbe de pression artérielle
enregistrée battement par battement. Les travaux de Sayers (439), et Akselrod et al. (6)
ont clairement montré que l'analyse de la variabilité de la fréquence cardiaque permet
de déterminer des oscillations bien définies et susceptibles de donner des informations
spécifiques sur les régulations physiologiques.

Les oscillations de Moyennes Fréquences (MF) sont représentées par un pic centré
sur 0,100 Hz.

Les oscillations de Hautes Fréquences (HF), synchrones de la respiration,
correspondent sur le spectre a un pic centré sur la fréquence respiratoire du sujet
(période de 4 secondes ou fréquence de 0,250 Hz pour un sujet respirant a
15 cycles/minute).

Les oscillations de la pression artérielle résultent de la somme de plusieurs rythmes
ou oscillations.

L’oscillation dite de premier ordre est déterminée par le cycle cardiaque. Comme |l
existe une concordance parfaite entre pulsation cardiaque et pression artérielle, on
parle de pression pulsatile. Ce paramétre correspond a la variation physiologique de la
pression artérielle, entre son niveau minimal en diastole et son niveau maximal en
systole.

L’oscillation dite de deuxiéme ordre dépend du rythme respiratoire.

L’oscillation dite de troisiéme ordre, décrite par Mayer, est de nature vasomotrice.

La pression artérielle systolique varie spontanément de 5 a 10 mmHg en moyenne
en position couchée. Les amplitudes de variations sont plus importantes en position
debout, de 20 a 30 mmHg.

La pression thoracique négative durant l'inspiration entraine une augmentation du
retour veineux. La fraction d'éjection du ventricule droit est donc variable en inspiration
et en expiration. Ce phénomene d’oscillation de la pression artérielle est connu sous le

nom de pouls paradoxal.
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1.3.4.4. La signification des différentes bandes fréquentielles

1) Les hautes fréequences : des oscillations dépendantes du
parasympathique et liées a I’arythmie respiratoire

Origine

La fréquence cardiaque augmente a linspiration et diminue durant I'expiration. Le
nerf vague (parasympathique) a destinée cardiaque est principalement responsable de
ce phénomene; sa stimulation est synchrone de la respiration.

Plusieurs facteurs générent I'arythmie respiratoire: 1) un réflexe a point de départ
thoracique, lié a la traction des récepteurs pulmonaires, 2) la réponse cardiaque du
baroréflexe secondaire aux variations de pression artérielle produites par les
mouvements respiratoires, 3) les réflexes générés par la distension de l'oreillette droite,
et 4) la modulation directe des centres du vague par les centres respiratoires. Ces
oscillations dépendent essentiellement de l'innervation vagale du coeur. Elles sont donc

en grande partie, le reflet du fonctionnement du systeme parasympathique (203;367).

Le pic respiratoire disparait progressivement parallélement a l'augmentation de la
fréquence cardiaque. Cependant, de trés faibles doses d'atropine peuvent
paradoxalement augmenter le pic des HF. L'atropine peut agir au niveau du systeme

nerveux central et entrainer une libération d'acétylcholine en périphérie.

Bandes de fréquences

La fréquence respiratoire est généralement comprise entre 0,180 et 0,400 Hz. Les
oscillations cardiaques situées dans cette bande de fréquence sont donc attribuées aux
fluctuations respiratoires. Un consensus international (500) a permis de fixer les limites
des hautes fréquences entre 0,150 et 0,400 Hz. On peut aussi restreindre cette bande
de fréquences a une bande étroite de 0,050 Hz centrée sur la fréquence respiratoire,

notamment lorsque I'on impose une fréquence respiratoire au sujet.

Facteurs physiologiques modifiant les HF
Les HF peuvent étre affectées par des facteurs mécaniques de la fonction respiratoire,
par la fréquence respiratoire et par les volumes respiratoires. Chez un méme individu la
puissance spectrale des HF diminue, avec l'augmentation de la fréquence respiratoire
(40;436;437). Le volume respiratoire influence également cette composante (256). La
respiration peut entrainer des oscillations de la fréquence cardiaque dans d'autres

fréquences, notamment les MF. L'exemple le plus caractéristique est celui du
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nourrisson qui présente des variations cycliques de I'amplitude respiratoire avec une
fréquence proche de 0,1 Hz.

D'autres mécanismes peuvent aussi entrainer des variations de la fréquence
caradiaque synchrones de la fréquence respiratoire. C'est ce que l'on peut observer lors
d'une dénervation cardiaque, par exemple apres transplantation (41). L'augmentation
du retour veineux en phase inspiratoire peut expliquer ces variations en faisant varier la

pression artérielle et la contractilité cardiaque.

La puissance spectrale des HF représente un indice de fonctionnement du systéme
parasympathique notamment lors d'une stimulation respiratoire. Les comparaisons
interindividuelles nécessitent certaines précautions. Il faut vérifier que les principaux

facteurs susceptibles de modifier les HF sont comparables dans la population étudiée.

Figure 3 : Exemple de tracés et de spectres de la pression artérielle systolique et de la

fréquence cardiague (FC) d'un sujet sain, en décubitus et respirant a 15 cycles/min.
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2) La composante sympathique: les oscillations de Mayer ou moyennes
frequences

Origine
Les oscillations décrites pour la premiére fois par Mayer ont une période d'environ
dix secondes (0,100 Hz), cette période correspond a la période des stimulations

sympathiques mesurées en microneurographie

De nombreuses hypothéses tentent d’expliquer ces oscillations. La théorie
myogénique les attribuent a une activité rythmique spontanée des muscles vasculaires
lisses. Elles pourraient aussi étre générées par un oscillateur central (107), dépendre
du baroréflexe (130) ou traduire un phénoméne de résonance du systéme circulatoire,
correspondant a des réponses périodiques a des perturbations aléatoires. Cependant il
est clairement démontré que toutes les stimulations du systéme sympathique entrainent
une augmentation de ces oscillations. Les épreuves de stress mental, la chute
volumique (hémorragie), I'ischémie myocardique, conduisent a une augmentation de
ces oscillations (227;301).

L'interprétation des MF a été l'objet de controverses. Pour certains auteurs
(227;301;331;412), les MF pourraient étre un marqueur des modulations sympathiques,
notamment quand celles-ci sont exprimées en unités normalisées (u.n.). Pour d'autres,
les MF pourraient dépendre des deux composantes, sympathique et parasympathique
(6). L'origine des MF de la fréquence cardiaque serait & la fois centrale et liée au
baroréflexe (107;177;184;331;332). La contribution du SNS est également démontrée
pour les MF de la pression artérielle (543) mais celles-ci pourraient également

dépendre des variations vasomotrices.
La composante vagale des MF

L'inhibition de la composante vagale par l'atropine, entraine une disparition des
hautes fréquences et une diminution des MF (5;6;389). Aprés inhibition de la
composante vagale, les variations observées de la fréquence cardiague dans les
moyennes fréquences dépendent donc du sympathique. Les expériences de double
blocage ont permis de le démontrer (5;6) et de déterminer lintervalle de fréequence
spécifique de ces modulations (436). La variation de la fréquence cardiaque avant et
apres prise de B-bloquant est un premier indice. Ces médicaments réduisent les MF
(326;367). Les changements de position (orthostatisme) modifient la variabilité de la

frequence cardiaque. Lors du passage en position debout, on observe une
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augmentation de la balance sympatho-vagale. La composante MF de la variabilité
augmente et les HF diminuent. La diminution du tonus parasympathique et
l'augmentation du tonus sympathique permet de lutter contre [hypotension
orthostatique (301;367).

L’Interprétation des MF en fonction des HF

Pour interpréter les MF, on doit également tenir compte de la composante vagale de
cette bande de fréquences, comme l'ont montré les expériences avec l'atropine
(6;326;439;545). On peut envisager plusieurs situations théoriques en fonction des
modifications des HF et des MF :

e Si on observe une augmentation des MF et une diminution des HF, alors
l'augmentation des MF n'est pas lié a une stimulation vagale. Les sujets
migraineux sont un exemple de cette situation. Chez ces sujets, on constate une
stimulation marquée de [l'activité sympathique, qui se traduit par une
augmentation des MF sans changement des HF (388).

¢ Une réduction des MF associée a une absence de changement ou a une
augmentation des HF, peut également étre attribuée a une diminution de la
composante sympathique.

e Si on observe une diminution a la fois des HF et des MF, la diminution des MF
peut dans ce cas étre liée a l'atteinte vagale sans que le sympathique ne soit en
cause.

e Une augmentation concomitante des MF et des HF rend eégalement
l'interprétation des MF plus délicate, car on ne peut pas connaitre précisément la

part liee a la stimulation sympathique et celle liée a la stimulation vagale.

Interprétation en fonction des fréquences

Dans la bande fréquentielle des MF, on peut probablement distinguer plusieurs
composantes. Le baroréflexe serait principalement responsable des variations
fréquentielles entre 0,100 et 0,130 Hz (208). Les fréquences plus basses (<0,100 Hz)
sont attribuées aux variations vasomotrices et a la thermorégulation. L'effet o-
adrénergique serait le principal responsable de cette composante, surtout pour la
pression artérielle. Si on alterne une exposition au chaud et au froid, les fluctuations de
la FC augmentent dans cette zone de fréquence (316). Ces fluctuations sont proches

des variations liées au contréle thermique.
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Bandes de fréquence

La plage de fréquence a été définie par consensus (500) de 0,040 Hz a 0,150 Hz.
Néanmoins on peut aussi restreindre cette bande de fréquence entre 0,066 Hz et 0,129
Hz. Dans notre expérience, la bande 0,066-0,129 Hz serait plus spécifique du

sympathique, pour la pression artérielle.

3) Les basses fréequences

Les fréquences inférieures a 0,040 Hz sont les basses fréquences (very low
frequency pour les anglo-saxons). Leur signification est plus hypothétique.
Classiqguement, elles sont attribuées a des composantes non-harmoniques. Cependant,
certaines études ont montré que les basses fréquences sont modifiées lors de
l'adaptation au froid (thermorégulation) et lors de la thermogenése induite par des
épices (capsaicine) (316). Le pic fréquentiel serait en moyenne de 0,021 Hz et
I'étendue de 0,007 a 0,047 Hz. Cependant, pour analyser cette bande de fréquences,
I'enregistrement doit étre d’une durée suffisante, au moins 1024 secondes. On se
heurte alors a la difficulté d'obtenir un enregistrement stable pendant une période assez

longue.

L'analyse des basses fréquences doit donc étre prudente quand il s'agit

d‘enregistrement court (256 points).

Il est indiscutable que les données issues de l'analyse spectrale a court terme,
fournissent des informations spécifiques sur la régulation sympatho-vagale de la
fréquence cardiaque (301). Il est cependant nécessaire d'analyser les résultats avec

précaution.

1.3.4.5. Les facteurs physiologiques et pathologiques affectant la

variabilité de la fréquence cardiaque

Les puissances spectrales des différentes fréquences, MF et HF, peuvent varier en

fonction de facteurs physiologiques, notamment I'age.

La puissance spectrale totale diminue avec I'4ge (du nourrisson au sujet agé) alors
que le ratio MF/HF varie peu. Chez le sujet 4gé, on observe une augmentation moins
importante du ratio MF/HF lors du passage de la position couchée a la position debout
(367). Le pic de haute fréquence respiratoire diminue également avec l'dge. Les
données sur les effets du sexe sont contradictoires (113;145;151;237;340;399;422).
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La variabilité de la fréquence cardiaque est altérée dans de nombreuses pathologies
cardio-vasculaires comme ['hypertension artérielle, l'insuffisance cardiaque ou aprés
infarctus du myocarde. Certains médicaments, comme les o-bloquants, les inhibiteurs
du systéme rénine angiotensine et les inhibiteurs calciques perturbent la variabilité de la
PA et secondairement celle de la FC. Les pathologies touchant le SNA (diabéte,
maladies neurologiques) peuvent également modifier la variabilité¢ de la FC. La
rigidification des arteres et I'augmentation des résistances vasculaires sont également

responsables d'une diminution de la variabilité de la FC et de la PA.

1.3.4.6. L'expression des résultats

Les trés basses fréquences sont exprimées en valeur absolue (¥Hz). Les MF et les
HF peuvent également étre exprimées en valeur relative ou en unités normalisées
(u.n.). On rapporte alors la puissance spectrale de ces fréquences a la puissance

spectrale totale diminuée de la puissance des basses fréquences (301;367).

Les unités normalisées refletent la part que représentent les MF ou les HF par
rapport a la totalité de la puissance spectrale a lI'exclusion des basses fréquences. Elles
minimisent 'effet de 'augmentation ou de la diminution de la puissance spectrale totale.
Elles doivent étre interprétées en fonction de ses variations. Cependant, lors du tilt test,
la variabilité totale peut diminuer, les MF exprimées en unités absolues peuvent baisser
alors que leur contribution a la puissance totale augmente (300). Il est donc nécessaire
d'exprimer les MF a la fois en valeur relative (rapportée a la puissance totale moins les
basses fréquences) et en valeur absolue, ou de mentionner la puissance spectrale
totale. L'analyse concomitante des fluctuations cardiaques et des influx nerveux par
microneurographie ont montré que seules les MF en unités normalisées étaient relieées

aux variations des influx nerveux en microneurographie (158;523).

1.3.4.7. La balance sympatho-vagale

Bien qu'il soit discuté par certains auteurs (129), le ratio MF/HF est considéré comme
un bon indice de la balance sympatho-vagale (301). La composante HF donne un reflet
satisfaisant de la composante vagale et ne pose donc pas de probleme d'interprétation.
Par contre la composante vagale des MF peut perturber liinterprétation de ce ratio,

quand la composante vagale des MF est diminuée de fagon sélective.
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1.3.4.8. La relation entre le tonus et I'analyse fréquentielle

Les fluctuations de la FC ne sont pas directement le reflet de I'activité du SNA.
Cependant on observe une corrélation entre l'intensité de la stimulation et l'importance
des fluctuations (523). Cette relation n'est plus linéaire au-dela d'un certain seuil de
stimulation; il y a alors un phénomeéne de saturation qui entraine une atténuation des
fluctuations et une diminution de la variabilité de la FC. C'est ce qui est observé au

cours de l'effort physique (179;386).

La puissance spectrale est la résultante des effets du tonus, de ses fluctuations
intrinséques, des interactions entre les deux composantes neurologiques et de la
réponse de l'organe impliqué (coeur ou vaisseaux). Il existe une concordance entre les
modulations des MF liées au SNS et la fréequence des bouffées d'influx nerveux

enregistrés au niveau des nerfs sympathiques (523).

1.3.4.9. L'évaluation de la sensibilité du baroréflexe, méthode de
I'analyse spectrale croisée (cross-spectrum)

Les variations de la pression artérielle systolique provoquent des modifications de la
fréquence cardiaque. Ces changements rapides sont liés a un arc réflexe, mettant en
jeu des récepteurs sensibles a la pression (les barorécepteurs) des centres intégrateurs
et une stimulation vagale ou sympathique. La vasoconstriction induite par linjection
d'adrénaline entraine une augmentation de la PAS suivie d'une bradycardie
réactionnelle (479). Il y a donc une concordance entre les variations tensionnelles et les
variations de la fréquence cardiaque qui fluctuent avec un méme rythme mais qui sont
légerement décalées dans le temps. La relation habituellement considérée comme

linéaire entre ces variations est appelée le "gain baroréflexe”.

Le délai entre la variation tensionnelle et la variation de la FC est de 1 a 2
battements. Le gain correspond a la pente de la courbe de régression entre ces deux
variables. Il est exprimé en battements par mmHg ou en millisecondes d'intervalle R-R

par mmHg. Le délai de réponse peut également étre estimé.

On peut utiliser I'analyse spectrale pour déterminer la sensibilité du baroréflexe
(335). Dans ce modele mathématique, I'index quantifiant la sensibilité du baroréflexe
est représenté par le module (ou gain) de la fonction de transfert entre les variations de
pression et de fréquence cardiaque. Elle est habituellement déterminée dans la zone

des moyennes fréquences.
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Un spectre croisé entre deux signaux (pression et fréquence cardiaque) est constitué

de deux spectres: un spectre de cohérence et un spectre de phase.

Le spectre de cohérence exprime dans le domaine spectral, la proportion de relation
linéaire entre deux signaux. La cohérence (élevée au carré) est une mesure
comparable au coefficient de corrélation r? utilisé en analyse de régression linéaire dans
le domaine temporel. La cohérence évalue la corrélation entre les variations de 2
signaux (pression artérielle et fréquence cardiaque) a une fréquence donnée. Elle est

comprise entre 0 (aucune relation) et 1 (relation maximale).

Le spectre de phase indique a chaque fréquence la différence de phase (retard ou
avance) entre les deux signaux. La phase entre deux signaux ne peut varier qu’entre -
180° et +180°. Si la cohérence est faible pour une certaine fréquence, la phase a cette

fréquence ne peut étre estimée de fagon fiable.

L'étude du baroréflexe par analyse spectrale croisée a été validée chez 'homme par

comparaison avec une méthode pharmacologique de référence (413).

Figure 4 : exemple de spectre et d'analyse spectrale croisée.
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1.3.4.10. Conclusion

La variabilité¢ de la FC et de la PA a montré son intéret comme marquéur
pronostique. La diminution de la variabilité de la FC est associée a une augmentation
de la mortalité apres infarctus du myocarde (46;244). Dans l'insuffisance cardiaque, elle
est liée a une augmentation du risque de mort subite (309;390). Au cours du diabete, le
risque de mortalité totale et cardiovasculaire double chez les sujets dont la variabilité de

la fréquence cardiagque est diminuée (164).

La complexité de linterprétation des données de la variabilité de la fréquence
cardiaque et de la pression artérielle tient au fait que cette méthode est sensible aux
variations d'activité (ou de tonus), mais aussi a la réponse de l'organe (coeur ou
vaisseaux). Elle résulte a la fois des effets cardiaques et vasculaires périphériques du
systeme nerveux autonome. Cette complexité fait aussi l'intérét de cette méthode non

invasive qui permet d'avoir un indice sur le fonctionnement du systéeme nerveux

autonome.
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2. LA PLACE DU SYSTEME NERVEUX SYMPATHIQUE DANS LA
PHYSIOPATHOLOGIE DE L'OBESITE : LES MODELES ANIMAUX

2.1. Modéles expérimentaux d'obésité hypothalamique

Hetherington et al. (200) ont montré que la destruction du noyau ventro-médian de
I'hypothalamus entraine une hyperphagie et une obésité chez I'animal. Selon Anand et
Brobeck (10) la destruction du noyau latéral s’accompagne d'une anorexie. Les

principaux centres de la régulation de la prise alimentaire étaient ainsi décrits.

Cependant, dans ce modeéle d'obésité, outre les effets sur la prise alimentaire, les
systemes sympathique et parasympathique périphériques paraissent jouer un réle
prépondérant. L'innervation végétative de la glande pancréatique semble essentiel
puisque la vagotomie tronculaire empéche la constitution de I'obésité (210). Il en est de
méme pour l'innervation sympathique. La lipolyse du tissu adipeux (TA) peut étre
inhibée par la lésion du noyau ventro-médian favorisant ainsi la lipogenése. Cet effet
est lié a une défaillance du systéeme nerveux sympathique, a la fois dans sa

composante nerveuse et humorale (adrénaline) (68).

Inversement, 'augmentation de l'activité du SNS est associée a une baisse de la
prise alimentaire et a une perte de poids (15;210). L'augmentation de l'activité du SNS
conduit a une augmentation du métabolisme de base (491) et a une augmentation de la

lipolyse du tissu adipeux.

La diminution de I'activité du SNS n'est pas présente dans tous les modeles d'obésité
d'origine centrale. La lésion du noyau paraventriculaire entraine le développement
d'une obésité sans que I'on observe d'altération de l'activité du SNS (428;505). De la
méme fagon, le systéme nerveux parasympathique ne serait pas activé dans ce
modele. La lésion du noyau paraventriculaire peut déclencher une obésité sans qu'il y
ait d'altération du systéme nerveux périphérique. Au contraire, la lésion du noyau
ventro-médian est responsable d'une obésité uniqguement si elle associée a une
hypertonie vagale. Il faut noter néanmoins que, dans le modéle de lésion du noyau
paraventriculaire, l'activité du SNS mesurée est peut-étre plus faible que celle attendue,
compte tenu du niveau d'hyperphagie entrainée par la lésion hypothalamique. En effet

I'hyperphagie et la prise de poids peuvent étre responsables d'une activation du SNS.
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Les modifications de la régulation du systéme nerveux autonome observées dans
ces modeéles d'obésité centrale favorisent le stockage des nutriments sous forme de

triglycérides. Elles orientent les acides gras vers le stockage dans le tissu adipeux.

2.2. Réle de I'hyperinsulinisme dans le modele d'obésité
hypothalamique

La lésion du noyau ventro-médian induit une diminution de l'activité du SNS et un
hyperinsulinisme. Ces perturbations facilitent de fagon conjointe la lipogenése
hépatique et le stockage des triglycérides. Elles favorisent aussi la réduction de la

lipolyse du tissu adipeux.

L'hyperinsulinisme est lié¢ a la diminution de l'activité du SNS et a I'hypertonie vagale.
La perfusion d'adrénaline permet de diminuer la réponse insulinique aprés l'ingestion de
glucose. L'atropine inhibe en effet la sécrétion insulinique stimulée par l'ingestion de
glucose. Le blocage de ces deux systemes, par I'atropine ou la vagotomie d'une part, et
le blocage des récepteurs o2-adrénergiques d'autre part, suppriment I'hyperinsulinisme
(27;45;415). Un effet trophique sur les ilots de Langerhans a également été observé
dans ce modele d'obésité (255). Une majoration du flux vasculaire des ilots liée a la
diminution de l'activité sympathique et a une augmentation du tonus vagal peut

participer a cet effet trophique et a la stimulation de la sécrétion insulinique (218).

L’effet inhibiteur du SNS sur la sécrétion d'insuline est lié a la stimulation des nerfs
splanchniques qui agissent par l'intermédiaire de récepteurs o2 des cellules 3 des ilots
de Langerhans. Cependant de nombreux autres peptides sont sécrétés en association
avec la noradrénaline, ce sont des peptides stimulants ("Vasoactive intestinal peptide",

cholécystokinine, "Gastrin-releasing peptide") ou inhibiteurs (Neuropeptide Y, galanine).

En situation post-prandiale, la diminution de l'activité sympathique et de la stimulation
vagale ont donc un effet synergique sur la stimulation de la sécrétion d'insuline. Les
effets combinés d'une diminution de [lactivité du SNS et de l'augmentation de
l'insulinémie concourent a la prise de poids, en favorisant le stockage des acides gras,
en diminuant la lipolyse du tissu adipeux et en réduisant les dépenses énergétiques
sous forme de thermogenése (79). L'hyperphagie est entretenue par la baisse de

l'activité sympathique.

Ce modeéle expérimental d'obésité est cependant propre a la lésion du noyau ventro-

médian. La lésion du noyau paraventriculaire ou la déconnexion entre le noyau
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paraventriculaire et le noyau ventro-médian conduisent a une hyperphagie, sans
altération du SNS. L'hyperinsulinisme constatée est dans ce cas, secondaire a

I'hyperphagie et non primitive comme dans la Iésion du noyau ventro-médian.

2.3.Action des molécules anorexigénes sur le systéme nerveux
sympathique

L'injection de noradrénaline dans le noyau ventro-médian, de NPY (132) dans le
noyau paraventriculaire ou de 3-endorphine (74;77) dans le troisieme ventricule, conduit
a une augmentation de la prise alimentaire et & une diminution de I'activité du SNS.
Inversement, l'injection de sérotonine dans le noyau ventro-médian, de corticotropin-
releasing hormone (132), de cholécystokinine (74;77) ou d'anorectine (16) dans le
troisi@me ventricule, entraine une diminution de la prise alimentaire et une stimulation
du SNS.

La balance entre prise alimentaire et activité du SNS est aussi impliquée dans
I'action de différents médicaments anorexigenes (la fenfluramine (288) I'amphétamine
(286) ou le mazindol (286)). La nicotine (287) augmente l'activité du SNS et a un effet
anorexigene faible. Le diéthylpropion (286) apparait comme une exception puisqu'il est

anorexigene mais ne modifie pas l'activité du SNS.

La sibutramine

La sibutramine a des effets noradrénergiques et sérotoninergiques. C'est un
inhibiteur de la recapture de la noradrénaline et de la sérotonine inhibant rapidement
chez l'animal, I'expression des récepteurs P-adrénergiques dans le cerveau. Cette
molécule présente l'intérét de ne pas avoir les effets anti-histaminiques, anti-
cholinergiques et anti-adrénergiques des monoamines tricycliques de premiere
génération (85;289). La sibutramine a un effet inhibiteur sur la prise alimentaire en
augmentant la satiété (213). Chez l'animal, la sibutramine augmente aussi la
thermogeneése et le métabolisme de base. Cet effet, qui est lié a une stimulation de la
thermogenése du tissu adipeux brun par lintermédiaire des récepteurs p3
adrénergiques (276), est inhibé par les p-bloquants. Une stimulation du SNS

interscapulaire par la sibutramine a été montrée chez I'animal (106).
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Chez I'homme, la sibutramine active également le SNS et augmente la débense
énergétique. Plusieurs études ont montré que la perte de poids sous sibutramine était
liée non seulement a un effet satiétogéne prédominant, mais aussi a une augmentation
de la dépense énergétique. Ainsi la diminution de la dépense énergétique liée a la perte
de poids est moindre sous sibutramine que sous placebo. Cet effet pourrait étre lié a
une augmentation du tonus sympathique, qui se traduit par une augmentation de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle parallelement & une augmentation des

concentrations plasmatiques d'adrénaline (21;116;189;542).

Conclusion

A l'exception de la lésion du noyau paraventriculaire, dans tous les modeles
expérimentaux d'obésité  d'origine  hypothalamique ou dans les études
pharmacologiques, on constate une balance entre la diminution de l'activité du SNS et
l'augmentation de la prise alimentaire et une balance entre 'augmentation de l'activité

du SNS et la diminution de la prise alimentaire.

3. SYSTEME NERVEUX SYMPATHIQUE, PRISE DE POIDS ET OBESITE : LES
DONNEES CHEZ L'HOMME

Les modéles animaux d'obésité et les descriptions cliniques d'obésité d'origine
hypothalamique, ont conduit Bray et al. (73) a étudier l'implication du systeme nerveux
sympathique (SNS) dans la physiopathologie de la prise de poids. Cette hypothése est
résumée par l'acronyme MONA LISA (Most Obesities Known are low in Sympathetic
Activity). Selon GA Bray, une activité sympathique anormalement faible pourrait
prédisposer a l'obésité (68;70;72;73;75-77;80). Les arguments expérimentaux chez
l'animal sont nombreux. Cependant chez I'nomme, il existe trés peu d'études

prospectives permettant d'étayer cette hypothese.
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3.1.Réle du systéme nerveux sympathique dans les obésités
hypothalamiques chez 'homme

Certaines lésions de I'hypothalamus sont responsables d'obésités trés proches du
modele animal précédemment décrit (destruction du noyau ventro-médian) (71)
(67;69;79). L'obésité peut étre secondaire a des Iésions tumorales (290) leucémiques
(17;32), ou a un craniopharyngiome (419). D'autres étiologies comme I'hydrocéphalie
(59;496), des lésions ischémiques (23) ou post-traumatiques (329) ont également été

rapportées.

Ce type d'obésité s'accompagne d'un hyperinsulinisme dont le rble dans la
constitution de 'obésité est probable. En effet, l'inhibition de cette hypersécrétion par un
analogue de la somatostatine, I'octréotide, permet une réduction pondérale, sans qu'il y
ait pour autant d’apparition de diabéte (290). Certains auteurs ont proposé une
vagotomie pour limiter la prise de poids (478). Cependant on ne dispose d’aucune
donnée concernant l'activité du SNS chez ces sujets, avant ou méme aprés constitution

de l'obésité.

Le syndrome de Prader-Willi s'accompagne d'une obésité secondaire a une
sensation de faim incontrélable. Cette pathologie résulte de la délétion ou de
I'inactivation d'un ensemble de génes de la région 15q12 du chromosome 15 paternel
(167). La régulation de I'appareil cardio-vasculaire par le systeme nerveux autonome a
été étudiée au cours de cette pathologie, apres constitution de l'obésité (120). Aucune
différence n'a été observée entre les sujets atteints de ce syndrome et les sujets
atteints d'une obésité commune. Par contre une étude a mis en évidence une

défaillance du systeme parasympathique (75;121).

3.2. Systéme nerveux sympathique et régulation de la prise
alimentaire

Chez l'animal il a été démontré que l'augmentation du SNS périphérique est
associée a une inhibition de la prise alimentaire (74;77). Chez I'homme, plusieurs
études vont dans ce sens. Ainsi, Raben et al. (395) ont mis en évidence une forte
corrélation entre l'impression de satiété post-prandiale et l'importance de la réponse
noradrénergique (r = 0,97, p < 0,01). Cet état de satiété est d'autant plus important que

le repas est riche en glucides (r = 0,86, p < 0,05).
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Le mécanisme de l'effet satiétogéne du SNS n'est pas élucidé. La stimulation des
récepteurs B2 adrénergiques localisés dans le noyau ventro-médian de I'hypothalamus
serait en cause, mais aussi les récepteurs 2 adrénergiques et/ou B3 périphériques
(77). Chez l'animal, les agonistes B3 adrénergiques ont un effet anorexigéne qui

disparait chez I'animal n'exprimant pas le $3 (180).

L'effet anorexigene du tabac et I'augmentation de la dépense énergétique observée
chez les fumeurs pourraient étre expliqués par l'effet stimulant de la nicotine sur le SNS
(192;559). De méme, l'effet de la caféine et de I'éphédrine sur la perte de poids serait

lié a cette stimulation (125;504).

3.3. Systéme nerveux sympathique et dépense énergétique

Les variations interindividuelles de la dépense énergétique totale de 24 heures
rapportées a la masse maigre pourraient dépendre en grande partie de l'activité du
SNS. Le systeme sympathique régule le métabolisme basal, la thermogenése post-

prandiale et la dépense liée a l'activité physique spontanée.

La dépense énergétique des 24 heures est significativement corrélée a l'excrétion
urinaire de noradrénaline et a l'activité des nerfs sympathiques mesurée par
microneurographie (424) (r = 0,78, p< 0,001). Cette relation pourrait ne pas étre
présente dans certaines populations a haut risque d'obésité comme les Indiens Pima (r
= 0,03; p = NS) (424). Or dans cette population le tonus du SNS semble altéré de
méme que la réactivité du SNS a la stimulation insulinique (484;486). La prévalence
élevée de mutation du récepteur B3 dans cette population pourrait expliquer en partie

labsence de relation entre l'activité mesurée du SNS et la dépense énergétique (403).

A contrario, les f-bloquants entrainent une prise de poids des animaux de
laboratoire (31). Chez I'nomme, ils sont responsables d'une baisse de la dépense
énergétique journaliére, liée a une baisse du métabolisme de base et a une diminution
de la thermogenese post-prandiale. Cet effet est minime, mais il peut expliquer une
prise de poids progressive. Ainsi, Acheson et al. (1) ont montré qu'un traitement par
propranolol pris pendant une durée de 15 jours était susceptible de rendre positive la
balance des lipides et de diminuer significativement la dépense énergétique des 24

heures. Ce déficit de 50 a 100 kcal par jour est susceptible de provoquer une prise de
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poids de 2 a 5 kg par an. Ces chiffres sont conformes aux effets pondéraux constatés

dans les études cliniques (26;311;418).

Dans une étude prospective, 63 Indiens Pima ont été suivis pendant 10 ans.
L'activité du SNS avait été évaluée, au début de ['étude, par la concentration en
noradrénaline dans les urines de 24 heures. Les auteurs ont montré I'existence d'une
relation entre la prise de poids sur 10 ans et le niveau de ce marqueur (501). Astrup et
al. (22) ont également trouvé une relation positive entre la perte de poids de femmes
obéses suivies pendant 36 semaines, et les mesures initiales du métabolisme de base

et de la concentration en noradrénaline.

3.3.1. Le métabolisme de base et la prise de poids

Action des catécholamines sur le métabolisme de base

La perfusion d'adrénaline (295) ou la prise de terbutaline (agoniste p2-adrénergique)
(53) entraine, chez I'homme, une augmentation du métabolisme de base. La
concentration d'adrénaline permettant d'obtenir un tel effet est proche de celle qui active
la lipolyse du tissu adipeux. Il existe peu de données chez I'homme sur le réle du SNS
dans la régulation du métabolisme de base (99;424;510). Dans deux d'entre elles
(424;510), les auteurs ont mis en évidence une relation entre l'activité du SNS, évaluée
par le dosage plasmatique ou urinaire de noradrénaline, et le métabolisme de base
rapporté a la masse maigre. Dans la troisieme étude (99), le métabolisme de repos était
corrélé a l'activité du SNS mais cette relation n'était plus significative aprés ajustement
sur la masse maigre. Par conséquent, l'activité du SNS pourrait expliquer, au moins en
partie, les différences de métabolisme de base constatées entre des individus de méme
masse maigre. Les variations de dépenses énergétiques seraient voisines de 180 kcal/j,

entre des sujets ayant une activité sympathique élevée ou basse.
Effets des f—-bloquants sur le métabolisme de base

Le métabolisme de base diminue de 3 a 4 % sous P-bloquants (propranolol)
(1,53;86;424;510). Néanmoins cette diminution ne pourrait concerner que des individus
ayant une activité sympathique élevée. Ainsi, Saad ef al. (424) ont montré chez 36
sujets d'origine caucasienne et 32 Indiens Pima que le propranolol (120 ug par kg de

masse maigre en bolus puis 1,2 ug par kg de masse maigre et par minute pendant 45
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minutes) entrainait une diminution du métabolisme de repos uniquement chez les sujets
d'origine caucasienne. Cette absence de diminution du métabolisme de repos chez les
Indiens Pima serait liée a la baisse du tonus sympathique mesurée par
microneurographie par rapport a des sujets caucasiens de méme poids. Leur
métabolisme de base est plus faible et ils ont une réactivité plus faible du SNS en
réponse a l'ingestion de glucose (484;486). L'activité du SNS pourrait donc varier selon

des facteurs ethniques ou génétiques.
Métabolisme basal et risque de prise de poids

Ravussin et al. (405) ont montré, dans une étude prospective de 4 ans, que le niveau
initial du métabolisme de base peut déterminer le risque d'obésité. En effet, le
métabolisme basal exprimé par kilogramme de masse maigre, est variable d'un individu

a l'autre (28 a 32 kcal/kg de masse maigre, aprés ajustement sur I'age et le sexe).

Le risque d'avoir un gain de poids de plus de 7,5 kg est multiplié par 4 pour les sujets
ayant un métabolisme de base plus bas de 200 kcal par rapport a la valeur prédite. Le
métabolisme de repos est également le principal facteur prédictif d'augmentation de

masse grasse pendant la grossesse (236) (r = - 0,65, p < 0,05).

Le niveau du métabolisme de base pourrait étre en grande partie génétiquement
déterminé (61). Ravussin et al. (405) ont montré qu'il existe une forte influence familiale
sur la dépense énergétique (corrélation intra classe = 0,48). Ces variations pourraient

étre liées en partie au niveau d'activité du SNS.

Il est possible d'augmenter la dépense énergétique d'un animal grdce a une
perfusion intra-veineuses de catécholamines. Les sujets obéses auraient une
résistance aux catécholamines qui ne leur permettrait pas d'augmenter leur dépense
énergétique. Ainsi, pour augmenter la dépense énergétique de repos de 15 % les doses
de catécholamines a perfuser augmentent avec la masse grasse du sujet (54). Cette
résistance aux catécholamines, également retrouvée au niveau du tissu adipeux est liée

a une diminution de la réponse des récepteurs 32 adrénergiques (448).

L'étude du SNS de sujets post-obéses pourrait étre intéressante s'il était démontré
que le retour a un poids normal était associé a celui de I'état physiologique. Cela est
discuté car l'influence de la restriction alimentaire peut étre rémanente et ce d'autant
plus que les études sont faites aprés une période de stabilité pondérale limitée.

Néanmoins, une méta-analyse de 12 études montre que la dépense énergétique de
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repos pourrait étre plus basse de 3 a 5% chez les sujets post-obéses que chez des

sujets n'ayant jamais présenté d'obésité (24).

Les variations d'activité du SNS pourraient donc expliquer en partie les différences
du métabolisme basal entre individus, qui peuvent atteindre 200 kcal/jour, pour une

masse maigre de 50 kg.

3.3.2. La thermogenése post-prandiale et la prise de poids

Il existe une relation bien établie entre la thermogenése post-prandiale et les indices
d'activité du SNS. Aprés un repas de 800 kcal a haute teneur en glucides (459), la
dépense énergétique augmente (0,18 + 0,09 kcal/min) parallélement a la concentration
en noradrénaline (44 = 39 pg/ml). Dans ce travail, les différences entre les
concentrations de noradrénaline post-prandiales et basales (0,11 + 0,09 pug/min) étaient

corrélées a l'augmentation de la dépense énergétique (r = 0,57; p<0,01).

La clonidine, qui agit au niveau du systéme nerveux central, diminue l'activité du
SNS. Cette action s'accompagne d'une diminution de la thermogenése post-prandiale

(460). Le SNS semble donc intervenir dans la régulation de celle-ci.

Selon la taille et la composition du repas en glucides, le SNS pourrait expliquer 30 &
40 % de la thermogenése post-prandiale. La ration glucidique de I'alimentation pourrait
également influencer la dépense énergétique de repos. En effet, a ration calorique
égale, si on compare une alimentation hyperglucidique a une alimentation
normoglucidique (62% + 5% vs 51% = 6%), les sujets ayant I'alimentation la plus riche
ont une dépense énergétique de repos plus élevée de 11% (1,29 + 0,15 vs 1,16 + 0,13
kcal/min, p < 0,01) et une concentration en noradrénaline plus élevée (216 + 33 vs 165
+ 18 pg/mi, p< 0,01). Cela est vrai aussi pour la demi-vie d'élimination de Ia
noradrénaline (0,50 + 0,08 vs 0,36 + 0,09 pug/min ; p < 0,01) (509). Chez l'animal, les
lipides induisent également une stimulation du SNS alors que paradoxalement les
protéines sont sans effets (229;456). Il est néanmoins démontré que le signal

permettant cette stimulation est l'insuline (424;536).

La composition de l'alimentation en macronutriments pourraient donc théoriquement
avoir des répercussions sur l'activité du systéme nerveux sympathique et sur la
dépense énergétique totale du sujet. Or I'hyperactivité sympathique est impliquée dans

I'hypertension artérielle. La composition de I'alimentation en macronutriments pourrait
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donc avoir des répercussions sur le controle tensionnel. Certaines expériences chez
I'animal le montrent. En effet, la pression- artérielle diminue lors d'une restriction
calorique (560) alors que I'ajout de saccharose augmente la pression artérielle de rats
spontanément hypertendus (562). L'augmentation de la dépense énergétique constatée
lorsque lalimentation est riche en glucides, semble néanmoins s’estomper rapidement
(118).

La thermogenése post-prandiale représente environ 10 % de la dépense
énergétique totale. Elle dépend en partie de l'activité du SNS, qui est stimulé par
l'insuline. Une baisse de cette dépense énergétique pourrait contribuer au déséquilibre
de la balance énergétique, comme les données prospectives le suggerent (294).
Cependant, la contribution de la thermogenése post-prandiale a la dépense énergétique
est probablement trop faible pour qu'il soit possible de démontrer sa responsabilité sur

la prise de poids.

3.3.3. Le systeme nerveux sympathique et I'activité physique spontanée

Il existe de grandes variations interindividuelles dans la prise de poids. Ainsi, pour un
apport excédentaire de 1000 kcal/j, les deux tiers de I'excés énergétique pourraient étre
dissipés sous forme de chaleur. La réponse a la suralimentation dépend
essentiellement des variations compensatrices de l'activité physique spontanée et du
tonus musculaire. Ces variations sont associées aux variations de l'activité du SNS
(269;528). L'activité physique spontanée pourrait représenter une dépense énergétique
de 100 a 800 kcal/jour (404).

Les sujets qui "gigotent", ne restant pas en place, ont donc une dépense énergétique

plus importante que les sujets plus calmes.

3.3.4. Le systéme nerveux sympathique et I'exercice physique

Le SNS est activé au cours de I'exercice physique. Ce phénoméne n'a pas de
conséquence sur la dépense énergétique, puisque les B-bloquants ne réduisent pas
I'énergie dépensée pendant ['effort. De méme, l'augmentation de la dépense

énergétique enregistrée apres l'effort n'est pas modifiée par les B-bloquants (63).

52



3.3.5. Le systéme nerveux sympathique nerveux sympathique et
I'oxydation des acides gras

L'activité du SNS pourrait influencer le type de macronutriments oxydés. La perfusion
d'isoprénaline est suivie d'une diminution du quotient respiratoire (55;57), traduisant une
augmentation de l'oxydation des lipides. De plus il existe une relation entre l'activité du
SNS mesurée par microneurographie et le quotient respiratoire moyen des 24 heures,

relation qui est indépendante de la masse grasse.

Une activité faible du SNS serait donc associée a une diminution de |'oxydation des
lipides. La noradrénaline stimule la lipolyse et I'oxydation des acides gras par le muscle.
Les récepteurs B1 et 2 sont tous les deux impliqués, puisque la dobutamine (agoniste

1) (449) et le salbutamol (agoniste 32) (448) ont les mémes effets.

Inversement, le propranolol (B-bloquant) entraine une augmentation du quotient

respiratoire (56), traduisant une diminution de I'oxydation des lipides.

Le mécanisme de cette stimulation est discuté. Les catécholamines pourraient ne
pas étre impliquées directement dans la régulation de I'oxydation des acides gras par le
muscle mais pourraient jouer un réle indirect en augmentant de fagon importante le flux
vasculaire (54;55). Cet effet est lié aux récepteurs al et o2 responsables d'une
vasoconstriction, et aux récepteurs B2 responsables d'une vasodilatation (34). Le réle

du récepteur B3 vasculaire n'est pas défini chez 'homme.

Ces études indiquent que le niveau dactivité du SNS influence le type de substrat
oxydé. In vivo, chez I'homme, le systeme vasculaire a une forte influence sur la

libération des acides gras par le tissu adipeux et sur leur disponibilité pour le muscle.

3.4. Prédisposition génétique et prise de poids : polymorphisme
des génes impliqués dans la réponse adrénergique

L'analyse des liaisons entre l'indice de masse corporelle ou la masse grasse et les
polymorphismes génétiques des récepteurs adrénergiques a été réalisée dans

plusieurs études.
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Une association a été observée entre la graisse sous-cutanée et certains
polymorphismes du récepteur a2-adrénergique. Mais aucune liaison n'a été mise en
évidence avec les polymorphismes des génes des récepteurs B2 et 33 (360).

Les études concernant la liaison entre l'obésité ou la masse grasse et le
polymorphisme des récepteurs B3 sont contradictoires (95), Le rOle de ce récepteur ne
semble donc pas majeur chez 'homme.

Néanmoins l'association d'un polymorphisme du récepteur 3 (Trp64Arg) et d'un
polymorphisme de la protéine UCP1 (AG) pourrait expliquer une diminution du
métabolisme de base de 79 kcal/jour, alors que chacun de ces polymorphisme n'avait
pas d'effet indépendant (520).

Les preuves sont plus convaincantes pour le récepteur 2. Dans une étude suédoise
(254), deux polymorphismes du récepteurs B2 étaient liés, I'un a la masse grasse et
l'autre a une augmentation de l'affinité de ce récepteur pour son agoniste. Le premier
polymorphisme GIn27Glu était associé a une augmentation importante du risque
d'obésité (risque relatif de 7). Les sujets homozygotes avaient en moyenne une masse
grasse supeérieure de 20 kg et des adipocytes plus larges de 50 %.

Une autre étude a mis en évidence une association entre ce polymorphisme et une
augmentation de la graisse abdominale, uniquement chez les hommes, avec un odd
ratio de 4,08 (108). Au Japon, ce polymorphisme est également plus fréquent chez les
femmes comme chez les hommes obeses (211;334).

Par contre les polymorphismes du récepteurs B2 ne semblent pas impliqués dans
l'obésité morbide (238;351).

Une étude d'intervention semble confirmer le réle du polymorphisme du récepteur 32
dans l'obésité (513). Dans cette étude, douze paires de jumeaux ont été soumis a un
régime hypercalorique excédentaire de 1000 kcal/j 6 jours sur 7 et pendant 100 jours.
Les jumeaux porteurs du polymorphisme GIn27GIn ont pris plus de poids, plus de
graisse sous-cutanée et ont diminué de facon plus importante leur sensibilité a
l'insuline. Une différence identique a été constatée chez les sujets porteurs du variant
3.7/3.4 kb Banl.

Le deuxieme polymorphisme Arg16Gly favoriserait, in vitro, la désensibilisation du
récepteur. Il n'était pas associé a l'obésité dans I'étude suédoise (254). Par contre dans
l'etude québécoise "Quebec Family Study (QFS)", l'alléle Arg était plus fréquemment
retrouvé chez les hommes ayant une obésité sévere (IMC > 35 kg/m? : 49 %) que chez
les hommes dont I'IMC était inférieur a 35 kg/m? (33 % ; p = 0,010). Dans une autre
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étude (108), la liaison entre ce polymorphisme et I'obésité augmentait avec I'age. Par
conséquent, ce facteur génétique favoriserait la prise de poids chez les hommes, entre
l'enfance et le début de I'age adulte (32 ans). Ce polymorphisme est également plus
fréquent chez des sujets qui ont une prise de poids récente (527). Enfin, l'allele Arg16
est associé chez la femme a une augmentation de I'lMC, une diminution des acides
gras libres plasmatiques et a une meilleure inhibition de la lipolyse lors d'une charge en

glucose (324).

L'association de ces deux polymorphismes pourrait majorer le risque d'obésité
comme le montre une étude francaise (323). De fagon surprenante, ce sont les sujets
GIn27GIn qui présentaient un risque accru d'obésité avec un odd ratio de 1,77 dans
toute la population (95 % 1,2-2,6 ; p = 0,005), et de 2,4 chez les hommes (OR = 2,40 ;
95 % Cl 1,34-4,27 ; p = 0,003). Lorsque GIn27GIn était associé¢ a l'allele Arg16 ce

risque était majoré.

Ces études montrent que le polymorphisme du récepteur p-2 pourrait étre 'un des
facteurs pouvant expliquer un déséquilibre de la balance énergétique. Elles soulignent
l'intérét de prendre en considération I'étude du systéme nerveux sympathique parmi les
facteurs pouvant favoriser la prise de poids. Néanmoins, leurs conséquences

fonctionnelles ne sont pas claires.

3.5. Activité du SNS au cours de I'obésité

Le niveau d'activité du SNS de sujets obéses a été comparé a celui de sujets
témoins dans trente-cing études différentes (563). Les principaux marqueurs d'activité
utilisés étaient les dosages de catécholamines plasmatiques ou urinaires. Les résultats
sont trés variables d'une étude a l'autre puisque dans un tiers d'entre elles il existait une
augmentation des indices du SNS, un tiers montrait une diminution et un tiers une
absence de différence. Cependant une diminution des concentrations en adrénaline a
été retrouvée dans la majorité des études. On peut trouver plusieurs explications a cette
discordance. La faiblesse du tonus ou de la réactivité du systeme sympathique est un
des nombreux mécanismes incriminés dans I'obésité. Compte tenu de la diversité des
mécanismes impliqués dans la physiopathologie de celle-ci, la défaillance du SNS n'est
sans doute ni une condition nécessaire ni une condition suffisante au stockage excessif
des lipides. La diversité des phénotypes d'obésité et des populations étudiées, leur
origine ethnique, est une premiére explication.
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La prévalence de I'hypertension artérielle dans la population étudiee en est une
autre. L'hypertension artérielle du sujet obése est en partie liée a une augmentation du
tonus sympathique (251). Il est donc peu probable de trouver une diminution du tonus
sympathique chez ces sujets. Par contre, dans les populations obéses ou la prévalence
de I'hypertension artérielle est trés faible, l'activité sympathique est basse. C’est le cas
des indiens Pima (546) ou de certains sujets de race noire (425). Il est toutefois
possible que dans les populations d’origine caucasienne sélectionnées dans ces
études, certains sujets présentent un phénotype d'obésité proche de celui des indiens

Pima.

Les méthodes d'évaluation du SNS peuvent également étre mises en cause. Les
mesures de concentrations plasmatiques de catécholamines sont un mauvais reflet de
l'activité du SNS. Celle-ci dépend non seulement de la libération des catécholamines

mais aussi de leur captation par les tissus et de I'efficacité de la transmission du signal.

Parmi ces études, il faut relever celle de Peterson et al. (381). Ces auteurs ont trouvé
une relation négative entre différents indices d'activité du SNS (dont les concentrations
plasmatiques d'adrénaline, de noradrénaline), et la proportion de masse grasse. Tous
les sujets inclus dans cette étude avaient une pression artérielle normale et tous les
facteurs pouvant interférer avec l'activité du SNA étaient des facteurs d'exclusion ou

d'ajustement. Seuls 55 sujets sur 450 ont été finalement inclus.

Toutefois, cette étude est remise en cause par des travaux récents basés sur la
mesure de la quantité réelle de catécholamines libérée par les tissus (méthode du
spillover) et sur la microneurographie (4;174;529). Ces deux techniques ont permis de

montré qu'il existe une augmentation de l'activité du SNS chez le sujet obese.

Grace a des tests pharmacologiques, Aronne et al. (20) ont également montré que
l'activité du SNS est plus élevée chez les sujets obeses que chez les sujets de poids
normal. La prise de poids (10 % du poids initial) de sujets non obéses s'accompagne
d'une augmentation de l'activité du SNS. Inversement, la perte de poids de sujets

obéses est associée a une diminution de cette activité.

L’augmentation de l'activité du SNS n’est toutefois pas retrouvée dans toutes les
populations. Certains sujets semblent ne pas avoir la capacité d'adapter I'activité de
leur SNS lors de la prise de poids. Spraul et al. (486) ont montré qu’il existe une relation
positive entre l'activité du SNS mesurée par microneurographie et le pourcentage de
masse grasse. Or cette relation n'existe pas chez les Indiens Pima. Dans cette

population, il y a donc non seulement une faiblesse d'activité du SNS avant la
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constitution de l'obésité mais il y a aussi une absence d'adaptation du SNS lors de la

prise de poids.

Il n'est donc pas exclu que les sujets les plus obéses soient précisément ceux qui ont
un SNS défaillant, et que cette défaillance puisse contribuer a l'accroissement de leur

surpoids.

3.6. Baisse du tonus sympathique, facteur de prise de poids : une
condition ni nécessaire ni suffisante

La baisse d'activité du systéme nerveux sympathique ne peut pas expliquer a elle
seule une prise de poids. Si la sensibilité du sujet a la leptine est normale, celle-ci doit
exercer un contrdle sur la prise de poids. Par conséquent la baisse d'activité du SNS ne
peut étre une cause de prise de poids que s'il existe parallelement une diminution de

I'effet de la leptine.

Ceci est illustré par deux exemples de modéles animaux qui ne s'accompagnent pas
d'obésité, les souris déficientes en catécholamines (503) et les souris déficientes en
UCP1 (137). Les souris qui ne peuvent pas synthétiser d'adrénaline ou de
noradrénaline du fait d'une inactivation du gene codant pour la dopamine
B-hydroxylase. Ces souris ont une thermogenése réduite mais ne développent pas
d'obésité. Les mécanismes de régulation de la prise alimentaire permettent donc de
compenser ce déficit. De méme, les souris ne pouvant pas synthétiser 'UCP 1 ont une
thermogenése défaillante, ce qui les rend sensibles au froid. Ces souris ne développent
pas d'obésité. Une compensation par une augmentation de l'expression d'UCP2 a été
mise en évidence. Néanmoins ces animaux ont la possibilité de réguler parfaitement

leurs apports alimentaires.

En revanche, les souris transgéniques dépourvues de tissu adipeux brun deviennent
obéses (280). Cette prise de poids est d'abord liée a une baisse des dépenses
énergeétiques puis a une hyperphagie. Cette derniére est expliquée par ['apparition

d'une forte résistance a la leptine (303).
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4. Systéeme nerveux sympathique, I'insuline et I'insulino-résistance

4.1.Effets de l'insuline sur le tonus sympathique

Le réle activateur direct de linsuline sur le SNS a été démontré dans plusieurs
études. Au cours d'une charge en glucose, l'insulinémie est corrélée a différents indices
d'activité du SNS, comme la concentration en noradrénaline urinaire ou plasmatique ou
au niveau de pression artérielle (481). En perfusant de l'insuline et du glucose a un
sujet de poids normal, Rowe et al. (420) ont observé une augmentation de la
concentration en noradrénaline plasmatique qui était parallele a celle de la pression
artérielle. L'activité sympathique mesurée par microneurographie augmente également
lors d'un clamp euglycémique hyperinsulinique chez des sujets sains (13) (44) ou chez
des sujets ayant une pression artérielle a la limite de la normale (12). De méme, la
libération de noradrénaline par les tissus, évaluée par la mesure de son passage
plasmatique (mesure du « spillover »), augmente également avec l'insulinémie (265).
Par contre, la perfusion de glucose seul dans les arteres a destinée cérébrale
n'entraine pas de stimulation sympathique (538). Cependant d'autres études ont montré
que I'hyperglycémie pouvait induire une stimulation sympathique indépendamment de
l'insuline, mais les glycémies produisant cet effet sont élevées (12,7 mmol/l pendant 25
minutes) (204).

Contrairement au systéme sympathique l'activité du systeme parasympathique serait

réduite lors d'un clamp euglycémique (522).

L'insuline stimule donc la composante sympathique du systéme nerveux autonome

indépendamment de ses effets sur le métabolisme glucidique.

4.2. De la sélectivité de la stimulation

La stimulation de la composante sympathique par l'insuline pourrait étre sélective.
L'utilisation de micro-électrodes a montré que seuls les nerfs a destinée musculaire
sont stimulés, alors que les nerfs a destination cutanée ne le sont pas (43;44). De la
méme facon, lors d'un clamp euglycémique, on note une discordance entre l'importance
de la stimulation neuronale sympathique musculaire et le peu d'effet constaté sur la

fréquence cardiaque (522).
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Les constatations faites chez I'homme sont étayées par des études faites chez
Fanimal: La perfusion d'insuline stimule I'activité sympathique mesurée au niveau des
nerfs lombaires chez le rat. L'activité du SNS a destinée rénale et médullo-
surrénalienne, n'est pas affectée par linsuline sauf chez les rats spontanément
hypertendus pour lesquels une stimulation médullo-surrénalienne est observée dans

ces conditions expérimentales (333).

La stimulation du systéeme sympathique par linsuline serait sélective. Elle ne

foucherait que certains territoires de I'organisme notamment le territoire musculaire.

4.3. Mécanismes de cette stimulation: action centrale de I'insuline

L'action de l'insuline sur le systéme nerveux central a été démontrée chez '’homme
et chez I'animal. L'insuline passe la barriere hémato-encéphalique (306) et peut agir
dans les différentes régions du cerveau dont les cellules possédent effectivement des
récepteurs a l'insuline; c'est le cas notamment de I'hypothalamus (438). Chez I'animal,
l'injection d'insuline dans une artere a destinée encéphalique provoque une stimulation
sympathique alors méme que la glycémie n'est pas modifiée. Cet effet disparait si on
bloque les ganglions sympathiques (339). La destruction de la région antéro-latérale du

troisieme ventricule fait également disparaitre cet effet (338;339).

Chez 'nomme, il a également été démontré, en mesurant la libération d'adrénaline
par les tissus, que l'effet de l'insuline s'exerce essentiellement par une action centrale
(265). Si l'insuline est perfusée dans une artere périphérique, elle n'a aucun effet sur la

libération locale de noradrénaline.

Les neurones responsables de cet effet, sensibles a linsuline et au glucose, sont
situés au sein du noyau ventro-médian de I'hypothalamus. La destruction de ces
neurones par le thioglucose entraine une stimulation constante du SNS, qui ne disparait
pas chez 'animal a jeun (561). La régulation de l'activité sympathique pourrait donc se
faire par un mécanisme d'inhibition. C’est I'affaiblissement du mécanisme inhibiteur qui

serait responsable de la stimulation du systéme sympathique (figure 1).

A jeun, la baisse de la glycémie et la diminution de la concentration en insuline
stimulent les neurones inhibiteurs des centres sympathiques. Inversement, le

métabolisme du glucose freine l'activité de la voie inhibitrice, ce qui entraine une
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hypertonie sympathique. L'insuline joue un rble clé dans ce mécanisme en favorisant

l'utilisation du glucose (253).

Figure 1 : Mécanisme de stimulation du systéme nerveux sympathique par l'insuline

(schéma modifié d'apres (251)).
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L’action de linsuline sur le SNS n’est pas immédiate. Au cours des clamps
euglycémiques, on constate un délai entre le début de la perfusion de linsuline et
lactivation du SNS. Le temps de réaction est li¢ a la longueur de cette boucle de
régulation (252;540;562). De méme, l'effet de linsuline persiste apres arrét de la
perfusion (252).

4.3.1. Les effets de l'insuline sur la stimulation du SNS chez le sujet
obese

L’insulino-résistance induite chez le rat par un régime riche en fructose et en
graisses est accompagnée d'une augmentation du tonus sympathique et d'une
augmentation de la pression artérielle. A l'inverse, la restriction calorique et la perte de
poids entrainent chez 'animal comme chez 'homme une diminution de la concentration

en insuline, du tonus sympathique et de la pression artérielle (540).
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4.3.2. Les facteurs génétiques

L’effet de linsuline sur le SNS pourrait dépendre de facteurs génétiques et de
lespece étudiée. Ainsi, chez le chien, la perfusion dinsuline n’entraine pas
d’augmentation de la pression artérielle ou de l'activité des nerfs sympathiques (66).
Par contre, linsuline augmente la pression artérielle et le tonus du SNS du rat Dahl

sensible au sel (506).

Les Indiens Pima obeéses, trés insulino-résistants, ont un tonus sympathique qui n’est
pas augmenté et une pression artérielle normale alors que les sujets caucasiens
obéses ont une augmentation du tonus sympathique et une prévalence élevée

d’hypertension artérielle (174;444).

Une étude réalisée chez 149 vrais et faux jumeaux (498) a montré que la sensibilité
du baroréflexe évaluée par une étude spectrale croisée, est fortement influencée par
des facteurs génétiques. Aprés ajustement sur I'age et I''MC, la concordance était forte

chez les vrais jumeaux mais pas chez les faux jumeaux.

Un facteur génétique indépendant des autres facteurs pourrait donc expliquer une part
importante des variations interindividuelles des différents paramétres de variabilité de la
FC et de la PA. Certains sujets pourraient présenter une résistance a la stimulation par

l'insuline du systéme nerveux sympathique.

4.4. Conséquence de I’hypertonie sympathique sur la sensibilité a
I'insuline

Chez le sujet sain, 'augmentation du tonus sympathique provoque une diminution de
15 a 25 % de l'utilisation périphérique du glucose (215;264;499). Cet effet peut étre
expliqué par une augmentation de la concentration plasmatique en acides gras libres et
par l'oxydation accrue de ceux-ci (499). Le cycle de Randle explique la diminution du
transport du glucose et linsulino-résistance. Un autre mécanisme possible est la
réduction de la vascularisation liée a I'effet vasoconstricteur du SNS réduisant le flux de
glucose disponible pour les tissus; c'est la théorie vasculaire de l'insulino-résistance
(271). Ainsi, le blocage des récepteurs o par la phentolamine permet d'améliorer la
sensibilité a linsuline, en augmentant le flux vasculaire alors que les B-bloguants sont

sans effet (373;433).
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La vasoconstriction dans le territoire musculaire et la diminution de la densité du
réseau capillaire pourraient jouer un réle déterminant dans linsulino-résistance des
sujets obeses, des sujets atteints d'insuffisance cardiaque et des patients cirrhotiques
(271). Inversement, la dénervation sympathique est responsable d’'une augmentation de

la sensibilité a I'insuline.

Néanmoins, une stimulation localisée du SNS chez I'homme ou chez I'animal est
responsable d'une augmentation du transport du glucose et donc de la sensibilité a
l'insuline (178;349). En effet, au niveau cellulaire, la stimulation adrénergique pourrait
améliorer la sensibilité a l'insuline. En stimulant la voie de la glycogénése musculaire,
les catécholamines pourraient avoir un effet direct sur la sensibilité a l'insuline de ces
cellules (264). Les récepteurs B3-adrénergiques seraient surtout impliqués mais aussi
les récepteurs B2-adrénergiques (276). La stimulation 3-adrénergique par 'isoprénaline
peut également améliorer la sensibilité a linsuline du tissu adipeux de souris rendues
insulino-résistantes par des anticorps anti-récepteurs a insuline (135). Cet effet peut
étre reproduit par un inhibiteur de la phosphodiestérase, 'aminophylline, responsable
d’'une augmentation de la concentration d’AMPc dans la cellule. Le blocage des

récepteurs B—1 par le metoprolol, fait disparaitre cet effet.

Green et al. (178) ont montré que lincubation de cellules adipeuses avec de
l'adrénaline, est suivie d’une désensibilisation des récepteurs aux catécholamines
accompagneée d’une amélioration importante de la sensibilité a l'insuline. Les agonistes
B3 pourraient aussi améliorer la sensibilité a I'insuline mais par un mécanisme indirect.
La diminution de la taille des adipocytes, les rend plus sensibles a linsuline. Les
agonistes B3 inhibent également la sécrétion du TNFa, cytokine impliquée dans
l'insulino-résistance (228).

Les effets bénéfiques des agonistes B3 ont également été décrits chez 'lhomme. lls
ameliorent le métabolisme du glucose au niveau musculaire et la sensibilité au glucose
de sujets de poids normal (547). Néanmoins, les résultats des essais thérapeutiques
chez les sujets obéses ont été décevants.

Certaines situations pathologiques semblent contredire ces faits expérimentaux. Au
cours du phéochromocytome, on constate une diminution de la sensibilité au glucose et
une augmentation de la prévalence du diabete (60;119;427).

La vasoconstriction et la diminution du flux vasculaire favoriseraient au contraire

I'insulino-résistance.
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La réponse vasodilatatrice serait altérée chez le sujet obése (55). L’'augmentation de
la libération d’acides gras par le tissu adipeux est responsable d’'une diminution de la

sensibilité a l'insuline de 'organisme par un mécanisme de compétition (effet Randle).

Le SNS a des effets opposés sur la sensibilité a linsuline. Il serait directement
impliqué dans la théorie vasculaire de l'insulino-résistance. Néanmoins, en favorisant la
libération d'acides gras par le tissu adipeux, il majore linsulino-résistance hépatique et
musculaire, par un effet lié au cycle de Randle. Par contre au niveau cellulaire, la
stimulation catécholaminergique améliore la sensibilité a linsuline de [l'adipocyte
(89;265,341) et de la cellule musculaire (276).

4.5. Effets de l'insuline sur la vascularisation périphérique

4.5.1. L'effet vasodilatateur de l'insuline

De nombreuses études ont montré que l'insuline pouvait entrainer une vasodilatation
périphériqgue (13;446;515), particulierement au niveau des muscles squelettiques
(397;538), et des coronaires (270). L'hypoglycémie et la stimulation sympathique qu'elle
entraine peut expliquer l'effet vasodilatateur de l'insuline a forte dose. Toutefois cet effet
persiste méme aprés surrénalectomie et lorsqu'on maintient la glycémie stable par la
méthode du clamp euglycémique. Il s’agit donc d’'un mécanisme direct (401). Cet effet
est observé pour des concentrations physiologiques d’insuline, quelle que soit la
technique employée, invasive ou non (90;215;246;247;284;398;515), et quelle que soit

la région étudiée.

Les mécanismes de I'effet vasodilatateur ont été décrits dans deux études (445,487).
Les auteurs ont démontré que I'action vasodilatatrice de l'insuline pouvait étre inhibée,
in vivo, par un inhibiteur de la NO synthase (le L-NMMA). L’insuline active la NO
synthase, active le transport de la L-arginine, et augmente la concentration de GMPc de
la cellule musculaire lisse. Elle stimule la libération de NO par la cellule endothéliale,

expliquant I'effet vasodilatateur observé.

Le mécanisme d'action de l'insuline le plus probable est donc un effet direct sur la

paroi des vaisseaux. Une action indirecte par le biais d’'une stimulation par le systéme
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nerveux végétatif a été également envisagée mais elle semble peu vraisemblable
puisque l'action vasodilatatrice de I'insuline persiste aprés sympathectomie lombaire
(434) ou en présence d'une neuropathie autonome. Au contraire, on constate un effet
vasodilatateur de l'insuline plus rapide en cas de dénervation, car le SNS entraine une

vasoconstriction s’'opposant aux effets de l'insuline (434).

L'effet vasodilatateur et potentiellement hypotenseur de l'insuline pourrait expliquer
en partie la stimulation sympathique par un mécanisme réflexe dépendant des
barorécepteurs (baroréflexe). Cela suppose que l'effet vasodilatateur de l'insuline soit

préservé et prédominant sur l'effet vasoconstricteur du SNS.

L’insuline exerce deux actions opposées sur la vasomotricité, et a par conséquent
des effets opposés sur la régulation de la pression artérielle. Elle a une action
stimulante sur le SNS et vasoconstrictrice liée aux récepteurs c2-adrénergiques, et une

action vasodilatatrice directe en stimulant la synthése de NO.

4.5.2. Les effets de I'insuline sur la vasomotricité chez le sujet obése

Nous avons décrit précédemment l'effet activateur de linsuline sur le SNS.
L’activation du SNS entraine une augmentation des résistances vasculaires
périphériques. Cet effet s’exerce par une stimulation de la vasoconstriction par
l'intermédiaire des récepteurs o2. Le systéme nerveux sympathique active également le
systeme rénine angiotensine (466). Cependant l'effet vasoconstricteur du SNS serait

également défaillant chez le sujet obése (518).

L’effet vasodilatateur de linsuline serait également altéré chez le sujet obése
insulino-résistant (245;247;537), ce qui contribue vraisemblablement a 'augmentation
de la pression artérielle. La fonction endothéliale est probablement en cause, mais
d’autres mécanismes pourraient étre impliqués. La vasodilatation dépendante de
I'endothélium, étudiée par la perfusion intra-artérielle de méthacholine, est modifiée
chez le sujet obese insulino-résistant, alors que la vasodilatation indépendante de
I'endothélium (réaction au nitroprussiate de sodium) est préservée (488). La baisse de
production du NO est expliquée par linsulino-résistance des cellules endothéliales.
L'oxydation du glucose dans la cellule endothéliale semble étre nécessaire a la
synthése du NO (571).
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La vasoconstriction pourrait étre facilitée par difiéerents mécanismes. L'effet
vasoconstricteur a-adrénergique ne semble pas en cause (537). Par contre la
vasoconstriction serait facilitée par 'augmentation de la voie du phosphoinositol activée
par Fhypertonie sympathique. Cette voie, qui est a l'origine d’'une augmentation de la
concentration en calcium libre dans la cellule musculaire lisse, est responsable d’'une
augmentation du tonus musculaire de la paroi vasculaire (114;133;230). Linsuline
stimule la sécrétion d’un facteur vasoconstricteur, 'endothéline-1, par un effet génique
(359) sur la cellule endothéliale et sur la cellule musculaire lisse. La concentration
plasmatique de ce facteur serait augmentée chez le sujet obése (148). La leptine
pourrait potentialiser I'action vasopressive du SNS (312). Or linsuline est le principal
stimulant de la synthése de leptine. A long terme I'hyperleptinémie peut donc également

expliquer une baisse de l'action vasodilatatrice de l'insuline.
q

Plusieurs anomalies de la cellule endothéliale, touchant notamment la synthése de
NO peuvent expliquer le défaut de vasodilatation de la vascularisation périphérique
chez le sujet obése et le défaut d'action vasodilatatrice de linsuline. L’hyperionie
sympathique et linsulino-résistance pourraient concourir de facon synergique a ce

dysfonctionnement.

4.5.3. L'hyperinsulinisme et I'hypertonie sympathique : les
répercussions sur le contréle tensionnel

L'hyperinsulinisme, a l'origine de la stimulation sympathique, s'oppose a l'action
hypertensive du sympathique par son effet vasodilatateur. Ceci est cependant discuté
car chez le chien, apres deénervation des bdrorécepteurs, la perfusion d’insuline
n’entraine pas de modification tensionnelle (410). D’autre part, 'augmentation de la
pression artérielle entraine une stimulation des barorécepteurs qui stimulent le
parasympathique et inhibent le sympathique (baroréfiexe). A court terme, les sujets
ayant une sensibilité normale de leur baroréflexe peuvent donc réguler normalement
leur pression artérielle. Enfin, les mécanismes rapides ou retardés de conirGle de la

pression artérielle peuvent également limiter les effets de I'hypertonie sympathique.

Un exemple singulier est celui de 'insulinome. Les patients porteurs de cette tumeur
n'‘ont pas d'hypertension artérielle. L'activité du SNS n'est pas augmentée chez ces
patients et cette activité n'est pas modifiée aprés exérése de la tumeur (443). L'effet de

Finsuline sur le SNS ne serait donc pas constant.

65



Toutefois, I'hyperinsulinémie est responsable d’'une augmentation de la réabsorption
hydrosodée rénale (544). La rétention hydrosodée contribue a I'élévation tensionnelle
en augmentant la volémie. L’hyperinsulinémie pourrait également perturber les échange
ioniques transmembranaires et faciliter I'action de la noradrénaline et de I'angiotensine
i

4.6. Les effets de l'insuline sur la variabilité de la fréquence
cardiaque

L'effet de l'insuline sur la variabilité de la FC a été étudié par Laitinen et al. (250) au
cours d'un clamp euglycémique effectué chez 35 sujets. La variabilité totale de la FC et
le ratio MF/HF augmentaient durant le clamp uniquement chez les sujets insulino-
résistants, alors que les hautes fréquences, qui reflétent l'activité parasympathique,
diminuaient. Par contre aucune modification de la variabilité de la fréquence cardiaque
n'était observée chez les sujets normalement sensibles a l'insuline. Cependant dans
cette étude, l'enregisirement de la variabilité de la fréquence cardiague navait été
réalisé qu'au moment ol le plateau de perfusion était atteint. Un retard de la stimulation
sympathique chez les sujets les plus insulino-résistants et une mesure trop tardive chez

les sujets normalement sensibles a l'insuline pourraient donc expliquer ces résultats.

En l'occurrence, l'effet vasodilatateur de l'insuline apparait 45 minutes aprés le début
de la perfusion, alors que la stimulation sympathique périphérique, mesurée par
microneurographie, survient dans un délai de 10 et 40 minutes (485). Dans cette étude,
l'effet vasodilatateur de linsuline n'était pas observé chez les sujets les plus insulino-

résistants.

Par conséquent, ce travail ne permet pas d'exclure une éventuelle diminution de la

réactivité sympathique chez les sujets insulino-résistants non obéses.

Au cours d'une hyperglycémie provoquée par voie orale Paolisso et al. (368) ont
montré, que la balance sympatho-vagale augmente de facon significative durant le test
et que ce rapport est négativement corrélé au pourcentage de masse grasse des sujets.
Cependant le rapport MF/HF ne donnent que des renseignements partiels sur la
réactivité des modulations sympathigues. De la méme fagon, Matsumoto et al. (315) ont

montré que les composantes sympathiques de la variabilité de la fréquence cardiaque

66



augmentent au cours de la période post-prandiale chez les sujets sains, alors
gqu'aucune modification n'est observée chez les sujets obéses. Cependant, |'analyse de
la variabilité a été eiffectuée pendant une période trés courte apres le repas (35 minutes
dans cette étude). ll est donc possible que chez les sujets obéses, une augmentation

retardée de l'activité sympathique n'ait pas été observée pour cette raison.

5. Le systéme nerveux sympathique et la leptine

La leptine exerce un effet satiétogéne par son efiet inhibiteur sur la sécrétion de
neuropeptide Y (NPY) et son effet activateur sur la synthése de peptides anorexigénes
(figure 1) (78;347). Elle facilite également, chez l'animal, la stabilité pondérale en
augmentant la dépense énergétique de repos et la thermogenése. Ces effets sont
essentiellement liés & une stimulation du SNS(193). La leptine peut étre impliquée dans
la physiopathologie de I'obésité & travers deux mécanismes essentiels : un défaut de
sécrétion ou une résistance a son action. Le déficit total en leptine (equivalent de la
souris ob/ob) est exceptionnel chez F'homme (31;102;147;330;366;402). La diminution
relative des concentrations en leptine, plus basses que ne le voudrait la masse grasse
de lindividu, est une autre possibilité. La teptino-résistance du systéme nerveux central
pourrait sur le plan théorique é&tre liée a plusieurs anomalies : un défaut de transport de
la leptine a travers la barriere hémato-encéphalique, une mutation des recepteurs

(équivalent de la souris db/db}, ou un défaut dans la transduction du signal.

5.1. Régulation de la prise alimentaire a long terme: interaction
entre systéme nerveux sympathique et leptine

Bien que les connaissances concemnant le réle physiologique de la leptine soient
importantes, son implication réelle dans la physiopathologie de l'obésité reste
indéterminée. Elle pourrait étre un des éléments essentiels du "pondérostat”. Le rdle
physiologique de la leptine est de favoriser la prise alimentaire quand la concentration
plasmatique en leptine est effondrée ou lorsqu'elle diminue. C'est ce qui se produit lors
d'un jelne prolongé ou lorsque la masse de tissu adipeux régresse. La finalité de cette

régulation est donc de limiter la perte de poids.

La leptine exerce un effet anorexigéne en diminuant la synthése de deux peptides

orexigénes, le NPY synthétisé par le noyau arqué et libéré dans le noyau

67



paraventriculaire, et la protéine Agouti ou agouti-related peptide (AGRP). D'autre part,
elle stimule la sécrétion de peptides anorexigenes, la "melanocyte stimulating hormone"
(ou a-MSH) qui est dérivé de la proopiomélanocortine (POMC), et le "amphetamine-
related transcript" ( ou CART). Ces deux effets s'accompagnent d'une stimulation du

SNS, qui a lui-méme un effet anorexigene. Ces deux actions sont donc synergiques.
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Figure 1 : Effets de la leptine sur le systeme nerveux sympathique, principaux peptides
impliqués dans la régulation de la prise alimentaire.
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"proopiomelanocortin’; oMSH, "melanocyte stimulating hormone"; MC4R, "melanocyte
stimulating hormone receptor", CRF, "corticotrophin releasing factor"; CART,
"amphetamine-related transcript"; NPY, neuropeptide Y; AGRP, protéine Agouti ou
‘agouti-related  peptide”; MCH, "melanin concentrating hormone", CCK,
"cholécystokinine", GLP1, "Glucagon like peptid"
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5.2. Action de la leptine sur le SNS et résistance a la leptine

5.2.1. La leptine et le systéeme nerveux sympathique

La leptine exerce un effet stimulant sur le SNS essentiellement en augmentant la
synthese de proopiomélanocortine (POMC) (126;196;282;435) et en inhibant la
synthese de Neuropeptide Y (347;468). En effet, I'injection de NPY dans les ventricules
cérébraux entraine, chez 'animal, une chute de la pression artérielle, et une diminution
de l'excitation sympathique (317). On constate également une forte diminution de la
sensibilité du baroréflexe. Si on injecte de la leptine dans le ventricule avant d'injecter le
NPY, celui-ci n'a plus d'effet inhibiteur sur le SNS. On ne constate alors ni chute
tensionnelle ni diminution de l'activité sympathique. Le NPY a donc un effet inhibiteur

sur la stimulation sympathique, que la leptine peut réprimer.

La POMC est un précurseur, entre autres, de I'aMSH et de la B-endorphine.
L’injection d’aMSH dans le ventricule latéral de rats est suivie d’'une augmentation de la
pression artérielle et d’une excitation des nerfs sympathiques lombaires (126). A
'opposé, les B-endorphines diminuent la pression artérielle et 'excitation sympathique.
L’effet de 'cMSH est reproduit quand on injecte de la leptine en intra-ventriculaire. Cet
effet n'est pas observé en présence de la protéine Agouti, qui est un antagoniste de
'aoMSH. Paradoxalement, la naloxone bloque également I'effet de la leptine. Cet effet
pourrait étre lié a sa liaison avec le récepteur de type 4 de 'oMSH (MC4R). La leptine
pourrait donc avoir une action stimulante sur le SNS par le biais de cette voie par

l'intermédiaire des récepteurs MCy.

L’action vasopressive de 'aMSH et son action stimulante sur le SNS ont également
été démontrées en injectant un agoniste des récepteurs MC4 (MTIl) dans les
ventricules cérébraux (196). Un antagoniste de ces récepteurs, le SHU9119, bloque cet
effet. Cependant il ne supprime pas les effets de la leptine sur le tissu adipeux brun,
alors gu’il bloque I'excitation sympathique a destinée rénale. Par conséquent, la leptine
pourrait avoir une action stimulante sur le SNS, par deux voies distinctes. La voie des
récepteurs MC4 est responsable d'une stimulation des nerfs sympathiques a destinée
rénale. L'autre voie est destinée au tissu adipeux brun. La leptine pourrait stimuler cette
voie par le biais du "corticotrophin releasing factor". Ce facteur injecté dans les
ventricules cérébraux stimule le SNS du tissu adipeux brun, et cet effet est inhibé par

son compétiteur (110).
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L'effet de la leptine sur le SNS a destinée du tissu adipeux brun est également inhibé
par le compétiteur du CRF, mais dans ce cas l'activité vasopressive de la leptine est

conservée.

5.2.2. Une résistance sélective a la leptine

La sélectivité de la stimulation du SNS par la leptine a été confirmée gréée aun
modéle de souris résistante a la leptine, la souris Agouti (109;396). Cette souris
synthétise en exces la protéine Agouti, laquelle bloque les récepteurs MC4 au niveau
de I'hypothalamus, ce qui entraine une obésité. L'injection de leptine dans les
ventricules cérébraux de cette souris n'engendre aucun effet sur la prise alimentaire et

le poids mais provoque une excitation des nerfs sympathiques a destinée rénale.

5.2.3. Une résistance globale

La resistance a la leptine peut aussi étre globale, touchant a la fois l'effet
anorexigéne et sympathique. De nombreux mécanismes et modéles animaux ont été

décrits, reproduisant chacun des modeles différents de résistance a la leptine.

Une diminution de la sensibilité a I'oMSH a été observée chez des rats rendus
obéses par une alimentation riche en lipides (282). L'aMSH injectée en intra
ventriculaire avait un effet plus faible sur la stimulation sympathique et un effet
vasopressif plus faible chez I'animal obése que chez l'animal de poids normal. De
méme, la leptine avait un effet moins important chez l'animal obése. Par contre, les j3-
endorphines qui normalement diminuent la pression artérielle et inhibent le SNS,

avaient un effet paradoxal chez cet animal.

Un autre modele de résistance globale a la leptine est celui de rat F-344xBN (440).
Ce rat augmente de fagon constante sa masse grasse au cours du vieillissement et ce,
malgré une augmentation de la sécrétion de leptine. De fait, I'effet de la leptine est
altéré que cette hormone soit injectée en intraventriculaire ou en périphérie. Cependant
la diminution prédomine quand elle est injectée en périphérie. Les auteurs ont constate
que chez ce rat agé, la leptine n'exercait plus son effet inhibiteur sur I'expression du
gene du neuropeptide Y. Une diminution de la phosphorylation d'une protéine
intervenant dans la chaine de transduction pourrait étre en cause (cytosolic signal

transducer and activator of transcription ou STAT3).
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Certains modeles animaux d'obésité répondent a l'injection centrale de leptine a
dose trés faible mais restent résistants a l'insuline périphérique (33;524). Une anomalie

de transport de la leptine a travers la barriere hémato-encéphalique est suspectée (33).
5.3. Résistance a la leptine chez 'hnomme

La concentration plasmatique de leptine augmente avec la masse grasse chez le
sujet obése. Cette augmentation n'a pas l'effet attendu sur la prise alimentaire et sur la
dépense énergétique. L'injection de leptine a des sujets obéses permet d'en faire la

démonstration. L'effet sur la perte de poids est faible (201).

Un phénoméne de saturation du transport de la leptine a travers la barriere hémato-
encéphalique pourrait étre en cause (33;91). Ce transport est assuré par une forme
courte du récepteur (Lra) présent dans les plexus choroides. La concentration de
leptine dans le liquide céphalo-rachidien augmente avec la masse grasse du sujet mais
dans une proportion beaucoup plus faible que dans le plasma. Le rapport des
concentrations de leptine du liquide céphalo-rachidien sur celles du plasma était
respectivement 4,3 fois et 5,4 fois plus faible chez les sujets obeses que chez les sujets

de poids normal, dans deux études récentes (91) (457).

Un autre mécanisme possible est celui d’'une mutation du récepteur de la leptine.
Cette mutation a I'état homozygote a été rapportée chez des sujets obeses (102), mais

elle est exceptionnelle.

Des anomalies de la chaine de signalisation de la leptine, notamment de

phosphorylation de STAT3 ont été démontrées mais uniqguement chez I'animal (440).

L'hyperleptinémie pourrait également exercer une inhibition sur l'expression de son
propre transporteur. Les souris db/db ont des concentrations tres élevées en leptine et
une densité des récepteurs choroidiens trés réduite. Ce mécanisme de
désensibilisation pourrait étre un des mécanismes impliqués dans la résistance a la

leptine chez le sujet obese.

La leptine active le systéme nerveux sympathique par un mécanisme indépendant de
l'effet anorexigéne. La résistance a la leptine peut donc concerner de fagon sélective
l'effet anorexigene et épargner l'effet de stimulation sympathique et l'effet vasopressif.
La stimulation des nerfs sympathiques a destinée rénale peut également étre dissociée

de l'effet sur le tissu adipeux brun car les voies de stimulation feraient intervenir des
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peptides différents. Certains modéles animaux ont une résistance globale a la leptine

touchant a la fois l'effet anorexigene et l'effet sur le systéme nerveux sympathique.

5.4. Interaction leptine/insuline

Il y a certaines similitudes dans l'action de linsuline et dans celle de la leptine au
niveau des régulations de la balance énergétique. Ces hormones stimulent toutes deux
le systéme sympathique. L'insuline exerce comme la leptine, un effet inhibiteur sur la
sécrétion de NPY facilitant son action stimulante sur le SNS. A l'inverse de la leptine,
linsuline pourrait inhiber I'expression de POMC (414), et n'aurait donc pas d’effet
stimulant sur le SNS lombaire. Toutefois l'insuline ne s'oppose pas a l'effet activateur de

la leptine sur cette prohormone (127).

De fagon surprenante, ces deux hormones n’ont pas d’action synergique ou additive
sur le SNS. Au contraire, l'insuline pourrait inhiber l'effet de la leptine sur le systeme
sympathique. En effet, l'injection prolongée d’insuline dans les ventricules cérébraux
atténue l'effet de la leptine sur la stimulation sympathique (127). Le mécanisme n'est
pas connu. Cette inhibition ne concerne pas la voie de la mélanocortine puisque

l'insuline ne modifie pas la réponse de I'o-MSH.

La leptine, en freinant le NPY a donc une action inhibitrice indirecte sur la sécrétion
d’insuline basale ou stimulée. En effet, le NPY a une action importante sur la sécrétion

d’insuline en activant le systéme parasympathique innervant le pancréas (566;567).

La leptine, en diminuant le NPY a une action inhibitrice indirecte sur la sécrétion
d’insuline basale et stimulée. L'insuline inhibe l'action stimulante de la leptine sur le
SNS. L’hyperinsulinisme, associée a l'insulino-résistance, pourrait donc étre une cause

de leptino-résistance du SNS.

5.5. Effet du SNS sur la synthése de la leptine

La noradrénaline freine la sécrétion de leptine (239;387). Il y a donc une boucle de
régulation dans laquelle la leptine stimule le systeme sympathique, qui lui-méme freine

la sécrétion de leptine. Il s‘agit donc d’'un mécanisme de rétro-contréle négatif.
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Cette inhibition est directe puisqu’elle a été décrite sur des cultures primaires

d’adipocytes ou des lignées murines (3T3-L1). L'AMPc reproduit cet effet (511).

Ce sont les récepteurs Ps qui semblent le plus impliqués dans cette régulation
(165;512;512) dans différentes especes animales. Bien que ces récepteurs puissent
jouer un réle au sein de la graisse viscérale et sous-cutanée (34;141), leur importance
dans la régulation métabolique de I'adipocyte est probablement minime chez 'lhomme.

Les récepteurs B¢ et B, pourraient avoir un réle prépondérant dans cette régulation.

Le SNS est donc un des éléments clés de la régulation de la synthése de leptine par
le tissu adipeux (258;549). La perfusion d'isoprénaline entraine chez 'homme une chute
tres rapide des concentrations plasmatiques de leptine (387). La sécrétion de leptine
est effondrée lorsqu'ili existe une hypersécrétion de catécholamines
(phéochromocytome) et la sécrétion augmente aprés exérese de la tumeur (429).
Inversement, le blocage de la syntheése des catécholamines est suivi dune
augmentation tres importante de la production de leptine chez l'animal,(473). Les

B-bloguants atténuent la chute des concentrations de leptine lors du jelne chez

I'homme (511).

L’hyperactivité sympathique observée en situation post-prandiale, s'oppose donc a

I'action a I'insuline et aux glucocorticoides qui stimulent la synthese de la leptine.
Le SNS représente le principal facteur inhibiteur de la synthése de la leptine.

La résistance aux catécholamines du tissu adipeux, observée au cours de I'obésité,

pourrait contribuer a l'augmentation de la sécrétion de leptine.

5.6. Systeme nerveux sympathique, leptine et axe corticotrope

La stimulation du SNS et celle de 'axe hypothalamo-pituitaro-surrénalien se fait de
fagon paralléle et pourrait dépendre de la méme zone d’excitation hypothalamique. La
régulation conjointe de ces deux axes explique de nombreux parametres associés au

syndrome X du sujet obese (50-52).

La leptine pourrait moduler le fonctionnement de l'axe hypothalamo-pituitaro-
surrénalien, mais son mode d'action est discuté. Les neurones du noyau arqué
synthétisant la POMC et le CRH sont stimulés par la leptine (458). La POMC est un
precurseur de 'oMSH mais également de la “corticotropin releasing hormone" (CRH).
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Celle-ci, libérée dans le noyau paraventriculaire, a un effet anorexigéne et augmente la
thermogenése chez I'animal en stimulant le SNS destiné au tissu adipeux brun. En
revanche la leptine empécherait l'activation des neurones a CRH du noyau
paraventriculaire de |'hypothalamus responsable de l'activation de l'axe corticotrope

(207). Cet effet est donc compatible avec les effets amaigrissants de la leptine.

Figure 2 : Régulation de la sécrétion de leptine par le tissu adipeux: Implication du

SNS
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6. La dysfonction sympathique dans I'obésité : une hypothése
~ membranaire de la résistance aux catécholamines

6.1. Résistance aux catécholamines et systéme cardio-vasculaire

La réponse des vaisseaux aux catécholamines dépend de la répartition des
récepteurs o2, vasoconstricteurs et 2, vasodilatateurs. Les artérioles possedent des
propriétés contractiles qui déterminent le niveau de résistance vasculaire.
L’hyperactivité sympathique ne semble pas provoquer de phénoméne de résistance aux
catécholamines, au contraire I'action de la noradrénaline pourrait étre exacerbée (337).
Cependant Blaak et al. (55) ont montré que chez le sujet obése, la réponse
vasodilatatrice dépendante des récepteurs B1 est diminuée. Ce récepteurs est

néanmoins peu présent au niveau vasculaire périphérique.

Une diminution de la réponse vasoconstrictrice cutanée mesurée par laser doppler a
été mise en évidence chez des sujets obéses insulino-résistants et normotendus (518),
suggérant une diminution de l'activation sympathique chez ces sujets. Une diminution
de FPaction vasoconstrictrice des catécholamines liée a un défaut des récepteurs a1 ne
peut pas étre exclue. Ces données sont cependant en contradiction avec la diminution

de la capacité de thermogenése habituellement trouvée au cours de 'obésité.

D'autres tissus comme le tissu adipeux présentent également une diminution de la

sensibilité aux catécholamines, c'est le cas du tissu adipeux in vitro (409) ou in vivo

(65).

6.2. Résistance aux catécholamines et tissu adipeux

6.2.1. Rappels

La régulation de Ia lipolyse

Le systeme adrénergique et l'insuline jouent un réle primordial dans la régulation de
I'activité lipolytiqgue de I'adipocyte. Chez I'homme, la stimulation de la lipolyse dépend
essentiellement des catécholamines alors que linsuline exerce un puissant effet

antilipolytique.
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Figure 1 : Régulation de la lipolyse
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Les principaux récepteurs adrénergiques responsables de cette régulation sont de
type 02, B1, B2 et $3. Des études récentes utilisant la technique de microdialyse ont
montré que les 3 types de récepteurs [ étaient présents et actifs chez 'homme
(34;141). Les récepteurs B1 et B2 exercent des effets identiques et seraient présents en
proportion égale chez 'lhomme (320). Cependant, la lipolyse est stimulée de facon
prédominante par les récepteurs B2 (34). L'importance du récepteur 33 dans la
régulation de la lipolyse n’est pas clairement établie chez 'lhomme. La lipolyse dans la
graisse sous cutanée est faiblement stimulée par les agonistes 3 (34;141).
Néanmoins, ce récepteur serait essentiellement exprimé dans la graisse viscérale et
pourrait donc jouer un role plus important lorsque cette graisse est développée.

Les récepteurs o2 ont une action antilipolytique. La microdialyse a permis de
montrer que le récepteur o 2 intervient dans la modulation de la lipolyse au repos et lors
de stimulation, notamment par un stress mental (248;249). C'est la densité de
récepteurs o2 qui pourrait déterminer leur rbéle physiologique. Le nombre de ces
récepteurs augmente avec la taille de adipocyte (248). |l serait également exprimé de
facon plus importante dans la graisse glutéale (248). Par conséquent, la réponse
lipolytique pourrait dépendre de la proportion des récepteurs o2 et 3, de laffinité des
catécholamines pour ces récepteurs et des possibilites de désensibilisation des
récepteurs.

L'affinité des récepteurs adrénergiques est variable en fonction du récepteur
concerné et de la nature des catécholamines. L’affinité des récepteurs 33 pour les
catécholamines est moins importante que celle des récepteurs 1 et 2. Ce sont les
récepteurs o qui ont la plus grande affinité pour les catécholamines.

L’ordre relatif d’affinité mesurée in vitro pour la noradrénaline est le suivant : 02> 31
> B2 > B3 et pour ladrénaline o2 > B1 > 3. A des concentrations faibles de
noradrénaline, ce sont les récepteurs B1 qui sont recrutés alors que lactivation des
récepteurs [3-adrénergiques nécessite des concentrations plus élevées de
noradrénaline (249). La noradrénaline, l'adrénaline et lisoprénaline ont des effets
lipolytiques croissants. La noradrénaline a un effet lipolytique accentué par I'effet des

o2-bloquants (phentolamine).
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L’innervation du tissu adipeux

La noradrénaline est libérée par les terminaisons nerveuses du systéme
sympathique, alors que l'adrénaline est libérée par la médullosurrénale et déversée
dans le courant sanguin. On ignore la part réelle de I'innervation sympathique dans
cette régulation. L’électro-stimulation intra-neuronale du systéme sympathique entraine
une augmentation moyenne de 47 % de la concentration en glycérol, mesurée par
microdialyse, dans le tissu interstitiel du territoire d’innervation (123). Cette innervation

jouerait donc un rble important.

Les facteurs vasculaires

La vascularisation joue probablement un réle majeur dans la régulation de la lipolyse
du tissu adipeux. Cependant les données expérimentales chez I'homme sont peu
nombreuses. L'utilisation de Xénon 133 a permis de monter que la stimulation
sympathique entraine une diminution du débit sanguin, alors que la vasodilatation
permettrait au contraire d’augmenter lefflux des acides gras libres. La réponse
vasculaire locale peut également étre analysée par la microdialyse. Les agonistes [2-
adrénergiques entrainent une augmentation du flux vasculaire. Cet effet est également
trouvé avec les agonistes 33, ce qui a fait suspecter la présence de récepteurs 33 au

niveau vasculaire, chez '’homme (34).

6.2.2. La résistance a I’action des catécholamines au cours de
'obésité

La sensibilité du tissu adipeux aux catécholamines a été étudiée au cours de la
phase dynamique de prise de poids par Bougniéres et al. (65). Ces auteurs ont mesuré
la lipolyse du tissu adipeux chez 9 adolescents en phase de prise de poids, en utilisant
une stimulation prolongée par de l'adrénaline et une perfusion de glycérol marqué.
L'insulinémie était maintenue constante pendant toute la durée de la stimulation a 'aide
de la technique du clamp euglycémique. Une nette diminution de la sensibilité du tissu
adipeux a la lipolyse a été mise en évidence chez les sujets en phase dynamique de
prise de poids. Pour une méme masse grasse, les enfants obéses avaient une lipolyse
basale abaissée de 30%. La lipolyse stimulée était également nettement réduite
puisque la perfusion d'adrénaline était suivie d'une augmentation de la lipolyse de 239-
246% chez les enfants témoins contre 55-72 % chez les enfants obeses malgre une

concentration d'adrénaline largement supérieure dans ce groupe. Différents

79



mécanismes peuvent expliquer cette résistance du tissu adipeux aux catécholamines:
une moindre diffusion de I'adrénaline en raison d'une vascularisation moins importante
du tissu adipeux, une réponse vasculaire altérée ou une baisse de l'action des
catécholamines sur l'adipocyte. Ce phénoméne pourrait favoriser 'augmentation de la
masse grasse en limitant la mobilisation des triglycérides du tissu adipeux.

La diminution de la sensibilité du tissu adipeux aux catécholamines pourrait
apparaitre progressivement avec l'augmentation de la masse grasse, méme en
I'absence d'obésité (447). L’augmentation du flux de glycérol et de palmitate lors d’une
stimulation prolongée par de I'adrénaline était moins importante chez les sujets obéses
(651), méme apres une phase de jelne de 15 heures et 87 heures. Par conséquent, a
court terme, le jelne ne permet pas de corriger la diminution de la sensibilité du tissu
adipeux & la lipolyse, ce qui suggére que des mécanismes de régulation a long terme
sont en cause. Cette résistance a I'action des catécholamines pourrait étre associée a
une diminution de l'oxydation des acides gras, comme cela a été montré chez 7
hommes obéses en utilisant d’'une perfusion prolongée d’adrénaline et du palmitate

marqué (105).

Effets de la répartition de la masse grasse

La répartition de la masse grasse pourrait influencer la lipolyse basale ou stimulée
(220). La lipolyse basale mesurée par l'utilisation de palmitate marqué était plus élevée
chez des femmes ayant une répartition androide des graisses, que chez des femmes
gynoides. Par contre la lipolyse stimulée était plus basse chez les sujets androides.
L'effet antilipolytique de l'insuline était également altéré chez les mémes sujets. Ces
résultats sont en accord avec les études effectuées in vitro montrant une différence de
la sensibilité aux catécholamines du tissu adipeux glutéale par rapport au tissu
abdominal. Elle pourrait étre expliquée par une répatition différente des récepteurs
adrénergiques selon la localisation, les récepteurs o2 antilipolytiques étant plus
nombreux au niveau glutéal (248). En revanche, les études par microdialyse donnent
des résultats différents: la concentration en glycérol basal est augmentée dans la
région fémorale mais la lipolyse stimulée n'est pas différente (328). Le tissu fémoral est
moins vascularisé ce qui pourrait contribuer a la moindre mobilisation des graisses de

cette région.
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La diminution de 'expression des récepteurs 32

Une diminution de I'expression des récepteurs 32 a été décrite chez des patientés
présentant une obésité androide (409); Un déficit de cette voie d’activation a également
été rapporté chez des hommes agés présentant une intolérance au glucose (277;407).
Le rble de certains polymorphismes de ce récepteur sera envisagé dans un autre

chapitre.

Les voies antilipolytiques

Les effets antilipolytiques de l'insuline ont été explorés dans de nombreuses études
au cours de 'obésité avec des résultats contradictoires. En revanche I'effet de l'insuline
sur le transport du glucose de l'adipocyte du sujet obéese est nettement altéré. Les
récepteurs o2 adrénergiques sont exprimés en plus grand nombre dans l'adipocyte
hypertrophié. L’augmentation des effets o2 est corrélée a I'indice de masse corporelle.
Les effets antilipolytiques de Fadénosine sont diminués, une désensibilisation des
récepteurs a adénosine de type A1 est probable (225). Les effets antilipolytiques des
prostaglandines sont également diminués chez 'animal (161) et chez ’homme (18). Par
contre les récepteurs du NPY/peptide YY seraient exprimés en plus grand nombre dans
les adipocytes hypertrophiques chez rhomme (94). Le réle des récepteurs nicotiniques

n'est pas connu.

La Lipase Hormono Sensible (LHS)

Une résistance aux catécholamines du tissu adipeux pourrait aussi étre expliquée
par une baisse d'activité de la LHS. Un facteur génétique pourrait étre en cause
puisque des sujets de poids normal ayant des antécédents familiaux d'obésité (198)
auraient une activité plus basse de cette enzyme. Une altération précoce de cette
enzyme pourrait étre a l'origine d’'une diminution de la capacité de la lipolyse, non
compensée par une activation de l'activité sympathique, responsable a terme de

lobésité.

Roéle de l'innervation

La méthode de « spillover » permet de mesurer la quantité de noradrénaline libérée
par les tissus. Chez le sujet de poids normal la libération de noradrénaline augmente
apres un repas en proportions identiques dans le tissu adipeux que dans I'organisme

entier ou que dans une zone de référence (avant-bras) (374). Il n'y a pas d'étude chez
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le sujet obése. La dénervation du tissu adipeux entraine chez 'animal une hyperplasie
du tissu adipeux blanc et une hypoplasie du tissu adipeux brun (377). La diminution de
innervation du tissu adipeux pourrait avoir des répercussions sur la régulation de la

lipolyse et sur 'hyperplasie du tissu.

6.2.3. La sensibilité aux catécholamines et les effets de
I'amaigrissement

Comme le montre une étude chez des femmes obéses androides, la perte de poids
permet d'améliorer in vitro la sensibilité des adipocytes a la lipolyse stimulée par la
terbutaline (agoniste f2-adrénergique) (408). Mais 'amaigrissement entraine également
une diminution de la lipolyse basale. L’amélioration semble plus nette pour le tissu
adipeux abdominal que pour le tissu fémoral. Cet effet serait lié a une augmentation de
la densité des récepteurs B2 et a une diminution de la sensibilité des récepteurs o2-
adrénergiques dans ce tissu (321).

Barbe et al. (35) ont également montré grace a la microdialyse que la sensibilité
aux catécholamines du tissu adipeux sous-cutané augmente aprés amaigrissement

induit par une restriction calorique sévere.

Synthése : Chez le sujet obése, les études in vivo et in vitro suggérent que l'effet
lipolytique des catécholamines pourrait étre altéré. Une anomalie de ce systéme de
régulation pourrait alors faciliter le stockage des graisses lorsque la balance
énergétique est positive et en l'absence de mécanisme compensateur et favoriser
l'obesité. Lorsque l'obésité est constituée et que la balance énergétique est a I'équilibre,
la résistance du tissu adipeux aux catécholamines permettrait de limiter la lipolyse et de
préserver la masse grasse. La résistance aux catécholamines pourrait ainsi contribuer a

la résistance a I'amaigrissement observée en clinique humaine chez certains sujets.

6.3. La désensibilisation des récepteurs

L'effet des catécholamines peut étre transitoire, car il se produit, in vitro, un
phénoméne de désensibilisation lors de l'exposition prolongée des récepteurs a
certains agents adrénergiques. In vivo, cet effet touche les récepteurs B1 et 2
(178;307) (122) et apparait rapidement, par exemple aprés un exercice d'intensité
modérée (50% de la VO, max.) de 60 minutes (307). On observe également une
désensibilisation des récepteurs 33 adrénergiques mais in vivo cet effet semble plus
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tardif (535). Les récepteurs 02 sont moins enclins a la désensibisation que les

récepteurs 31 et B2.

Mécanisme

La désensibilisation des récepteurs Badrénergiques est liée a une phosphorylation
d’une sérine du récepteur par des protéines kinases spécifiques (GRK). Une fois
phosphorylés, les récepteurs se fixent a une protéine régulatrice, la B-arristine, qui
empéche la liaison des récepteurs aux protéines G (169;291). Cet effet a lieu quand la
stimulation est prolongée. Par conséquent, la désensibilisation des récepteurs implique
leur phosphorylation par des protéines kinases spécifiques de ces récepteurs couplés a
la protéine G et la liaison a cette protéine régulatrice, la B-arristine. Cette protéine
permet I'internalisation du récepteur en interagissant avec la clathrine dans des puits
d’endocytose (169;291). Cette protéine liée au récepteur peut elle méme activer ou
inhiber d’autres voies. Ce mécanisme ne serait pas spécifique des puits de clathrine
mais serait également effectif dans d’autres microdomaines membranaires, les
caveoles et les rafts. Cette régulation pourrait étre différente selon le microdomaine
(354).

Interaction entre insuline et catécholamines

L'insuline peut provoquer l'internalisation des récepteurs fadrénergiques et favoriser
leur désensibilisation (140), ce qui contribue a son action antilipolytique. Elle peut aussi
inhiber la synthese et I'expression des récepteurs Badrénergiques. In vitro, sur les
lignées murines, elle favorise la synthese de récepteurs de type B1 et B2 mais diminue
tres rapidement l'expression du récepteur B3. L'insuline favorise la phosphorylation de
la tyrosine du récepteur et diminue la phosphorylation de la thréonine, ce qui conduit a
une désensibilisation rapide du récepteur (en 30 minutes environ in vitro) (87;168)

L'hyperinsulinisme pourrait donc étre directement impliqué dans la diminution de
l'action des catécholamines chez le sujet obése hyperinsulinique, insulino-résistant
(140).
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6.4. Résistance a l'action des catécholamines : hypothése
membranaire

6.4.1. Le role des acides gras membranaires

La composition en acides gras des phospholipides membranaires de 'hépatocyte
change en fonction de la part des lipides dans [l'alimentation et du type d’acides gras
(342). Seuls les acides gras de la sphingomyéline ne seraient pas modifieés par la
composition de I'alimentation en acides gras (342). La composition de la membrane en
acides gras pourrait perturber la transmission du signal en perturbant les interactions
entre l'agoniste B-adrénergique et son récepteur ou en modifiant les interactions entre

le récepteur et la protéine G et I'activité de I'adénylate cyclase.

e Action sur l'affinité des récepteurs
Les résultats des étudés sont contradictoires en fonction de 'espéce étudiée ou du
type cellulaire.
Le tissu adipeux
Une étude a montré, que l'affinité des récepteurs B du tissu adipeux diminue
fortement, chez le rat, quand lalimentation est enrichie en graisses saturées par
rapport a une alimentation riche en graisses polyinsaturées (318). La rigidification de la
membrane pourrait expliquer la diminution de l'affinité des récepteurs et la résistance a
la lipolyse. Toutefois, dans une autre étude, aucune différence significative n’a été mise
en évidence entre différentes sources d’acides gras (392). Chez le porc les résultats
sont également discordants (325;345). En comparaison a une alimentation standard,
lalimentation enrichie en acides gras de la série n-6 permet d’augmenter l'affinité des
récepteurs Padrénergiques (345). L’'alimentation riche en acides gras polyinsaturés (n-
6) conduirait cependant a une diminution du nombre de récepteurs B-adrénergiques. A
inverse, une autre étude a montré que lalimentation riche en graisses saturées
entraine une augmentation du nombre de récepteurs B-adrénergiques sans modification
de leur affinité (325) ou de la sensibilité du tissu a la lipolyse.
Les cardiomyocytes
Les acides gras essentiels de la série (n-3) pourraient augmenter Paffinité des

récepteurs Badrénergiques des cardiomyocytes de singe (375).
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o Effets sur l'activité de 'adénylate cyclase

hY

Sur le tissu adipeux du porc il apparait qu'en comparaison a une alimentation
standard, I'alimentation enrichie en acides gras de la série n-6 augmente l'activité de
ladénylate cyclase (345).

Sur le cardiomyocyte, la carence en acides gras essentiels entraine une baisse de
l'activité de I'adénylate cyclase couplée aux récepteurs Badrénergiques (8). L'effet de la
forskoline est également altéré, de méme que lactivité de la protéine kinase A.
Toutefois cette action inhibitrice n’a pas de conséquences sur l'activité des agonistes
Badrénergiques. Les acides gras de type « trans » diminuent l'activité de I'adénylate
cyclase de cette cellule, diminuent la densité des récepteurs, et |‘activité de la
Na+/K+/ATPase membranaire (9). On observe les mémes résultats sur I'hépatocyte.
L'activité de 'adénylate cyclase est facilitée quand la membrane est enrichie en acides

gras polyinsaturés (138;342;472).

La composition de 'alimentation en acides gras pourrait donc influencer l'activité
de ladénylate cyclase. En revanche, les études sur linfluence de la composition
membranaire en acides gras sur l'affinité des récepteurs padrénergiques ne sont pas

convaincantes.

6.4.2. Le role des phospholipides

Des modifications de la composition membranaire en phospholipides pourraient
influencer lactivité de l'adénylate cyclase et la sensibilité des récepteurs aux
catécholamines. Le micro-environnement lipidique de cette enzyme pourrait modifier
son activité également par la nature de la téte polaire des phospholipides (138).
L’adénylate cyclase pourrait changer de conformation selon la composition de la
membrane plasmique en phospholipides. Cependant les etudes réalisées a partir de

membranes isolées n’ont pas été confirmées sur différents types cellulaires.

¢ Influence de la nature des phospholipides sur I’affinité des récepteurs

Les travaux concernant les effets de la composition membranaire sur la sensibilité
des récepteurs adrénergiques sont assez convergents.

Le fibroblaste

L’amantadine est un médicament qui augmente la fluidité membranaire en modifiant

la composition de la membrane en phospholipides ; il augmente la concentration
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membranaire en phosphatidylinositol au détriment de la phosphatidylsérine et de la
sphingomyéline. Ses effets sur les récepteurs § ont été analysés sur des fibroblastes.
L'amantadine diminue l'effet de l'isoprénaline sur la production d'’AMP cyclique, sans
que la densité des récepteurs 3 ne soit affectée (205).

L’hépatocyte

Le glucagon agit sur la cellule par lintermédiaire d'une adénylate cyclase. La
sphingomyélinase diminue I'action du glucagon. Cette enzyme entraine une diminution
de la concentration en sphingomyéline et en cholestérol de la membrane et serait
responsable d’une diminution de la sensibilité des récepteurs. En effet dans cette étude,
lactivité de la forskoline, n’est pas modifiée par la sphingomyélinase (217).
L’enrichissement du feuillet externe de la membrane plasmique par de la
phosphatidylcholine entraine également une baisse de laffinité des récepteurs o2-
adrénergiques et des récepteurs du glucagon sans affecter 'action de la forskoline
(217).
La digestion de la membrane plasmique par la phospholipase A2, qui dégrade les
acides gras polyinsaturés en position 2 des phospholipides, et la phospholipase C, qui
hydrolyse la téte polaire des phospholipides, diminue également I'affinite des récepteurs
ol-adrénergiques du foie (393). De méme, la péroxydation des phospholipides
entrainerait une diminution de l'affinité de ce récepteur (393). Ce récepteur serait
particulierement sensible au groupe hydrophobe des PL mais aussi sensible aux
charges négatives de la partie hydrophile (471).

Les cardiomyocytes de rats cirrhotiques sont moins sensibles a Il'action des
catécholamines. Ce défaut d’action pourrait étre lie a une rigidification membranaire
associée a une augmentation du rapport cholestérol/phospholipides (292). Le 2-(2-
meéthoxy-éthoxy)éthyl 8-(cis-2-n- octylcyclopropyl) octanoate (A2C), permet de restaurer
une fluidité membranaire proche de la normale et de rétablir 'action de l'isoprénaline
sur la production d’AMPc.

Les récepteurs B pourraient étre également affectés par I'action des phospholipases.
La téte polaire des phospholipides pourrait jouer un réle important dans cette interaction
(93;199;226). Le microenvironnement lipidique des recepteurs adrénergiques pourrait

donc influencer la transmission du signal (100).
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o Effets sur adénylate cyclase
Sur 'hépatocyte, la sphingomyélinase ne modifie pas la réponse a la forskoline

(217), de méme que 'enrichissement du feuillet externe de la membrane plasmique par

de la phosphatidylcholine (217).

La fluidité membranaire pourrait donc influencer la sensibilité des tissus aux
catécholamines en modifiant l'accessibilité des récepteurs [. La rigidification
membranaire pourrait augmenter laffinité pour ces récepteurs mais diminuer leur
accessibilité. Néanmoins, les résultats divergent en fonction du type cellulaire (470).

Toutes ces études montrent que la téte polaire des phospholipides pourrait jouer un
réle dans linteraction entre les récepteurs adrénergiques (a1, o2 et pB) et leurs
agonistes. Parmi les récepteurs adrénergiques, les récepteurs o1 adrénergiques
Seraient particulierement sensibles a leur environnement lipidique Un effet direct sur
l'adénylate cyclase n'est pas probant. possible sur certains types cellulaires. Les
mécanismes fins de cette régulation sont mal connus. Tous les sous types de
récepteurs n'ont pas éte étudiés et les études n'ont porté que sur quelques types

cellulaires, le foie, le cceur et l'aorte. Aucune étude ne concerne l'adipocyte.

6.5. La localisation membranaire des récepteurs adrénergiques:
les cavéoles

Les études menées sur le cardiomyocyte ont montré que les récepteurs 1 et B2 ne

sont pas localisés au hasard au sein de la membrane plasmique. lls sont
essentiellement situés dans des microdomaines membranaires.
Il existe trois domaines spécifiques de la membrane plasmique susceptibles de loger
les récepteurs adrénergiques, les puits tapissés de clathine, et des microdomaines
contenant ou non la cavéoline. Les ilots membranaires contenant la cavéoline sont les
caveolae ou caveoles. Les domaines non contrblés par la cavéoline sont les
« radeaux » ou « Raft ».

Les puits tapissés de clathrine jouent probablement un réle important dans la

régulation du message. Ces domaines membranaires d’environ 100 nm, sont riches en
récepteurs couplés a la protéine G et sont impliqués dans la régulation a long terme de

récepteurs, en particulier dans le phénomene de désensibilisation
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Les cavéoles sont régies par la cavéoline. Ce sont des vésicules membranaires

riches en sphingomyéline et en cholestérol, qui sont plus petites que les puits
recouverts (50 a 100 nm) et qui sont particulierement riches en protéine G et en
récepteurs, tels que les récepteurs muscariniques, les récepteurs de 'endothéline, de la
bradykinine et de linsuline. Elles contiennent également des molécules lipidiques
utilisées comme points d’encrage comme le glycosylphosphatidylinositol (GPI) et les
glycosphingolipides. La cavéoline joue un réle fondamental dans 'organisation de ces
microdomaines membranaires. Trois génes de cavéoline différents ont été identifiés
(cavéoline 1, -2, et =3) (112). Les cavéoles, comme les puits recouverts, peuvent étre le
siege d’interactions spécifiques de molécules impliquées dans la transmission du
message. La structure particuliere de la cavéoline, dite en échafaudage permet d’ancrer
ces molécules a la membrane. Entre chaque activation membranaire, leur activité
métabolique est inhibée ou supprimée. Ces molécules sont rassemblées sous forme
inactive au niveau de la partie N-terminale de la cavéoline, elles sont capables
d’oligomérisation. La sous unité o des protéines G peut se fixer sur cette partie,
supprimant ainsi son activité enzymatique (223). Les GPI sont ancrés dans le feuillet
externe de la membrane et sont capables de fixer de nombreuses molécules. La
protéine de liaison ou « bridge protein », de la famille des intégrines, peut entrer en
contact avec la tyrosine kinase et activer la phosphorylation de I'lRS1 et la Pl3kinase
(273).

Cavéoles et cardiomyocyte

Les récepteurs adrénergiques des cardiomyocytes localisés au sein des caveoles
pourraient étre régulés de facon particuliere (364;365;461). Ainsi, les récepteurs 2
adrénergiques sont accessibles quand ils sont situés dans ces zones (461). Leur
délocalisation en dehors des cavéoles entraine leur inactivation (364). Il a été démontré
que la cavéoline peut se lier aux récepteurs 2 adrénergique avec une forte affinité
(461). Cette interaction favoriserait la séquestration des récepteurs 2 adrénergiques

au sein des cavéoles.

Cavéoles et adipocytes

L'adipocyte est la cellule la plus riche en cavéoles de l'organisme (272). Ces
domaines membranaires pourraient donc jouer un réle fondamental dans la régulation

métabolique de cette cellule, chacun des microdomaines pourrait avoir un rodle
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spécifique. Nous ne disposons pas d'étude sur la localisation des récepteurs

Badrénergiques de l'adipocyte.

6.6. Réle de la sphingomyéline dans les cavéoles

6.6.1. La sphingomyéline : structure et propriétés

La SM est un phospholipide qui joue un réle important dans la structure des

membranes biologiques et des lipoprotéines.

e Structure

La sphingosine a deux carbones asymétriques. Il existe donc quatre isoméres
allostériques. (figure 6).

La SM et la phosphatidylcholine (PC) sont les principaux phospholipides de la
membrane plasmique. La SM, comme la PC, est essentiellement située dans le feuillet
externe de la membrane. Ces deux phospholipides ont une structure amphipathique,
dont la constante PP (packing parameter) définie par le rapport V/(a x Ic), ou V est le
volume de la partie hydrophobe ; (a) la surface de la région polaire et Ic la longueur de
la région hydrophobe (Ic), est proche de 1. Ce parameétre permet de prédire la
conformation spatiale de la molécule en milieu aqueux. Ces deux phospholipides ont
une structure cylindrique et forment une bicouche en milieu aqueux, alors que les
autres PL forment des micelles ou des formes hexagonales inversées. SM et PC ont
donc une structure spatiale stable et peu sensible aux variations de composition du

milieu, de pH, de composition ionique ou de température.

Figure 6 : Structure de la sphingomyéline
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La SM et la PC ont une téte polaire identique et different par leur région hydrophobe.
La SM se distingue par sa liaison amide entre Facide gras et la sphingosine dont 'acyl
comporte 6 a 18 carbones.

La majorité des SM membranaires comporte une longue chaine d’acides gras. Les
acides gras les plus courants sont l'acide stéarique (C18), I'acide lignocérique (C24) et
lacide nervonique (C24:1). Dans le globule rouge, l'acide palmitique (C16) est

prédominant.

e Propriétés
La température de changement de phase gel/ liquide de la SM est élevée (27,5 °C).
Cela confere a la membrane une structure plus rigide.

La longueur des chaines d’acides gras, souvent importante dans la SM, influence
également les interactions entre les deux couches de PL. Plus 'acide gras est long plus
la molécule aura une structure asymétrique. Placées face a face, les deux chaines
carbonées se confrontent, formant des interdigitations.

Deux modeles d’interactions ont été decrits. L’'un dans lequel les acides gras restent
linéaires et s’'imbriguent, Fautre ol les acides gras se confrontent de fagon plus

anarchique, en perdant leur structure linéaire ; Ce dernier modéle est moins stable (36).

e L’interaction SM-cholestérol

Le cholestérol est un constituant majeur des membranes cellulaires. Le cholestérol
influence les propriétés physico-chimiques de la membrane, sa perméabilité, la mobilité
des PL et leur organisation (155). La capacité de la membrane a solubiliser le
cholestérol dépend essentiellement de sa concentration en SM (357). Bien que de
structure et de propriétés tres différentes, ces deux composants sont localisés dans les
mémes compartiments membranaires.

L’interaction forte entre SM et cholestérol est liée a des liaisons hydrogénes entre la
fonction hydroxyl du cholestérol et le groupe amide de la SM. (49). D’autres forces
permettent de renforcer la cohésion entre SM et cholestérol, ce sont des forces de Van
der Waals et des interactions hydrophobes (431) (49).

L’interaction est également fonction de la longueur de la partie hydrophobe de la
SM : cette interaction est maximale avec la SM comportant un acide gras a longue

chaine et quand l'acide gras est saturé (400).
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¢ Synthése de la sphingomyéline
Le cycle de la sphingomyéline et la synthese de novo (Figure 7)

La sphingomyéline est synthétisée par transfert de la fonction phosphorylcholine de
la phosphatidylcholine sur le céramide, libérant un diglycéride. Cette activite est
catalysée par la SM synthase. Le transfert direct d’'une P-choline sur un céramide est
une voie de synthése minoritaire.

La synthése de novo de céramide se fait a partir d’'une condensation d’une sérine et
d'un palmitoyl coenzyme A, grdce a la sérine-palmitoyl transférase, suivie d'une
réaction de réduction de la fonction cétone, d’une acétylation, et d’'une désaturation
(379).

La synthése de la SM a lieu dans 'appareil de Golgi et dans la membrane plasmique
(159;219;525;526). Cependant Tlactivité SM synthase existe dans dautres
compartiments cellulaires. Il est probable que la localisation principale de la synthese
varie en fonction du type cellulaire. La synthése membranaire peut représenter jusqu’a
50% de la synthése cellulaire, pour I'oligodendrocyte (539). La synthése est régulée par

la sphingomyéline incorporée dans la cellule sous forme de lipoprotéine.

La SM synthase

L’activité de la SM synthase joue un réle important dans le fonctionnement cellulaire.
Cela est illustré par une lignée de fibroblastes pulmonaires immortalisés (SV40) dans
laguelle une augmentation importante de cette activité a été montrée (283).
L’augmentation de cette activité enzymatique entraine une diminution de la
concentration en céramides dans la cellule qui sont immédiatement utilisés pour la
synthese de SM. Or les céramides jouent un réle important dans la régulation de
'apoptose, par conséquent la diminution de la concentration en céramides expliquerait

limmortalisation de cette lignée.
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Figure 7 : Synthese de novo de la sphingomyéline
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Catabolisme de la SM : les sphingomyélinases

Figure 8 : Catabolisme de la SM
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Plusieurs types de sphingomyélinases peuvent hydrolyser la sphingomyéline en
céramide et en phosphorylcholine (figure 8).

Il existe deux familles de sphingomyeélinases, une active en milieu acide (pH=4,5) et
une active en milieu neutre.

Les sphingomyélinases acides sont localisées essentiellement dans les lysosomes.
Ces enzymes jouent probablement un réle mineur dans la production de céramides et
dans linduction de lapoptose (502). Cependant les sphingomyélinases acides
interviennent dans la maturation du récepteur du TNFo et pourraient jouer un role
important dans la stimulation lymphocytaire. Le déficit en sphingomyélinase acide est
responsable de la maladie de Niemann-Pick de type A et B, caractérisée par une
accumulation de SM principalement dans les cellules hépatiques et spléniques (455).

Le role central des sphingomyélinases est de produire des céramides. Or la SM est
essentiellement localisée dans le feuillet externe de la membrane. La dégradation de la
SM par les sphingomyélinases acides ne serait donc possible que si les lysosomes

contenant la sphingomyélinase acide subissent une translocation vers la membrane.
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Il existe deux formes de sphingomyélinases neutres, une sphingomyélinase
cytosolique et une sphingomyélinase membranaire dépendante du magnésium.

La sphingomyélinase de la membrane plasmique intervient dans 'apoptose et dans
la régulation de 'homéostasie du cholestérol de la cellule. Une sphingomyélinase
identique est associée a la membrane du noyau. Son réle précis n’est pas connu. Elle
pourrait intervenir dans la dégradation des ARNm, la sphingomyéline protégeant les
ARN de la dégradation par les ARNases (327).

De nombreux stimuli peuvent activer ces sphingomyélinases, notamment des
cytokines et des facteurs de croissance. Le TNFo active la sphingomyélinase surtout en
présence d’'un cofacteur, le « factor Asociated to sphingomyélinase activation» (ou
FAN) (2).

La sphingomyélinase activée par le TNFo entraine une dégradation du pool

membranaire de sphingomyéline, et agit sur le feuillet interne de la membrane (14).

¢ Métabolisme de la SM d’origine exogéne

In vitro, la sphingomyéline peut étre apportée a la cellule sous forme de liposome ou
sous forme aqueuse. In vivo, la SM exogeéne provient des lipoprotéines.

In vitro

In vitro, la sphingomyéline sous forme de liposome ou sous forme aqueuse pénétre
trés rapidement dans le fibroblaste cutané. Une faible proportion reste dans la
membrane plasmique alors qu’un petite partie des endosomes formés se lient avec les
lysosomes. La sphingomyélinase lysosomiale dégrade environ 8%/heure de la
sphingomyéline qui pénétre dans la cellule (241). Les endosomes riches en
sphingomyéline gagnent l'appareil de Golgi et la sphingomyéline est rapidement
recyclée vers la membrane. La durée de ce cycle est courte, elle est estimée a 40
minutes dans les cellules fibroblastiques et dans les cellules ovariennes (CHO-K)
(240;241). La supplémentation en sphingomyéline sous cette forme dans le milieu de
culture permet d’'augmenter la concentration en SM membranaire.

En physiologie

In vivo, les apports exogénes en SM se font probablement sous forme de
lipoprotéines, bien que les échanges entre les lipoprotéines et les membranes des
adipocytes soient aussi possibles (139). On ignore cependant quelle est la part de SM
de la membrane plasmique qui provient de la synthese endogene et celle qui provient
des échanges avec les lipoproteines. La SM contenue dans les lipoprotéines, en

particulier celle des LDL, ne subit pas le méme sort que la sphingomyéline en solution
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aqueuse ou sous forme de liposome. La totalité de la sphingomyéline des LDL est
hydrolysée par la sphingomyélinase acide lysosomiale (268). Les LDL se fixent aux
récepteurs a apo B/E et sont internalisées dans la cellule. Cet endosome fusionne avec
un lysosome contenant la sphingomyélinase acide. La SM est alors dégradée. Le déficit
en cette enzyme conduit a une accumulation de SM et de cholestérol dans la cellule,
c’est la maladie de Niemann-Pick. La SM des LDL pourrait réguler la synthése

endogéne (267).

¢ L’intéraction SM-Cholestérol : conséquences sur le métabolisme cellulaire
du cholestérol

L’enrichissement ou la déplétion de la membrane en sphingomyéline entraine des

mouvements de cholestérol dans la cellule permettant de rétablir 'équilibre entre SM et

cholestérol dans la membrane.

o Effets de la déplétion membranaire en SM

La déplétion de la membrane en SM peut étre réalisée en faisant agir une
sphingomyélinase exogene. Les effets de cette enzyme ont été largement étudiés pour
comprendre le métabolisme intra-cellulaire du cholestérol (474).

Schématiquement, la diminution de la SM membranaire induit une fuite du
cholestérol du compartiment membranaire vers le microsome, car la concentration en
SM membranaire ne permet pas de retenir le cholestérol (474;476). Or, c'est la
concentration en cholestérol localisé dans la membrane microsomiale qui régit les
régulations de la synthése (HMG CoA réductase) et d’estérification du cholestérol (Acyl
Cholestérol Transférase). La protéine responsable de cette régulation est SREBP2
(sterol regulatory element binding protein). SREBP2 est une protéine de 1150 acides
aminés située dans le réticulum endoplasmique et dans I'enveloppe nucléaire. Quand la
concentration en cholestérol diminue dans le microsome, SREBP est clivee. Ce clivage
se fait en deux sites et permet de libérer un fragment de 68 kd de la partie N-terminale
de la protéine (83;442) (figure 7). Ce fragment pénétre dans le noyau et active la
transcription de plusieurs génes cibles de la synthése du cholestérol, le gene du
récepteur des LDL, la cavéoline, SR-B1 etc.... ‘

Quand la concentration en cholestérol microsomial augmente, la protéine SREBP

reste non clivée et donc inactive.
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Le clivage de SREBP est effectué par une enzyme, la « SREBP cleavage activating
protein » ou SCAP. Quand la concentration en cholestérol microsomial est élevée, cette
enzyme reste ancrée dans la membrane. A linverse, lorsque la concentration en
cholestérol diminue dans le microsome, 'enzyme est libérée, ce qui permet le clivage
de SREBP. La dégradation de la SM membranaire conduit a une augmentation de
Iestérification du cholestérol. Les esters de cholestérol constituent la forme de stockage
du cholestérol. Elle entraine également une diminution de la synthese de cholestérol
liée a une inhibition de 'HMG-coA réductase, I'enzyme clé de la synthese du

cholestérol(83).

o Effets de la déplétion de la membrane plasmique en cholestérol
Un chélateur du cholestérol, la cyclodextrine, provoque sur des cellules en culture une
diminution du contenu membranaire en cholestérol. Cette déplétion conduit a une
translocation du cholestérol du microsome vers la membrane plasmique (260). La
diminution du pool microsomial du cholestérol conduit a une augmentation de

I'expression de SREBP 2 et a une augmentation de la synthése du cholestérol.

o [Les effets de 'augmentation de la SM membranaire
Cet effet n'a pas été étudié. Néanmoins Gatt et Bierman (162) avait suspecté que
l'incorporation de la sphingomyéline dans des fibroblastes pouvait influencer Ia

synthese de cholestérol et la synthése des récepteurs des LDL.
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6.6.2. La sphingomyéline et les cavéoles

Les cavéoles et les rafts sont des domaines riches en cholestérol et en
sphingomyéline (SM) (474). La confrontation des molécules de SM des feuillets interne
et externe de la membrane dans ces microdomaines confére & ces zones une
cohésion, une stabilité et une perméabilité réduite. La sphingomyéline génére des
domaines spécifiques décrits sur des biomembranes et mis en évidence sur le
cardiomyocyte en culture (557;558). La formation de structure en interdigitations semble
indispensable a la formation et a la stabilité de ces microdomaines, mieux décrits
recemment, les cavéoles et les rafts. Ces zones membranaires influencent la courbure
de la membrane et donc la forme de la cellule, mais ont aussi un réle majeur dans le

fonctionnement cellulaire.

6.7. Sphingomyéline et lipoprotéines

6.7.1. La sphingomyéline dans I'alimentation

Origine : les apports alipmentaires

Le lait est la principale source alimentaire de sphingomyéline (60-80 mmol/l). Les
apports en sphingomyéline peuvent atteindre 40 mg /.

Absorption

La sphingomyéline contenue dans l'alimentation est dégradée dans l'intestin gréle,
surtout au niveau duodénal, ou I'activité de la sphingomyélinase est la plus importante.
L’activité enzymatique est présente dans la lumiere intestinale et au sein de la bordure
en brosse. La bile augmente de facon trés importante cette activité enzymatique. Le
caractére alcalin de la bile favorise également la libération de I'enzyme dans la lumiere
digestive. Les mécanismes de cette activation ne sont pas pleinement élucidés. La
conjugaison avec la taurine et l'interaction avec certains sels biliaires seraient en cause
(124).

Grace au marquage de la sphingomyéline, Schmelz et al. ont montré que la quasi-
totalité de la SM absorbée était dégradée (451;452). Une faible proportion est
reintégréee dans les sphingolipides, sécrétée par I'entérocyte sous la forme de
chylomicrons. Les métabolites de la sphingomyéline, en particulier les céramides, ne

passent pas la barriere intestinale et ne sont pas absorbés.
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Les acides gras de la SM sont utilisés par I'entérocyte pour la synthése de
triglycérides. La base sphingoide est transformée en aldéhyde a longue chaine et en

éthanolamine phosphate (348).

La sphingomyéline des chylomicrons provient donc d’'une synthése de novo dans la
cellule intestinale. On ignore si les apports alimentaires de SM influencent cette
synthése et si la composition des chylomicrons influence la composition en

sphingomyeéline des lipoprotéines de synthese hépatique.

6.7.2. Composition des lipoprotéines en sphingomyéline

Dans le plasma, le SM est essentiellement véhiculé sous forme de lipoprotéines,
surtout dans les LDL et moins dans les VLDL et HDL (98). La SM représente environ
20% des phospholipides des lipoprotéines (214). Les sphingolipides des VLDL sont

essentiellement des céramides.

Origine de la SM des lipoprotéines

La SM des lipoprotéines provient de la synthése hépatique. Cette synthése semble
dépendre du métabolisme du cholestérol. La diminution de la synthése hépatique de
cholestérol se traduit en effet par une diminution parallele du cholestérol et de la
sphingomyéline des VLDL et des LDL alors que la concentration en sphingomyéline

augmente dans les HDL (58).

Effets de la SM des lipoprotéines sur leur métabolisme

In vitro, la sphingomyéline inhibe de fagon importante la lipoprotéine lipase (426).
Les forces d’interaction hydrophobe entre la SM et les triglycérides géneraient la liaison
de la lipoprotéine lipase avec son substrat. La sphingomyéline renforce I'organisation
de la membrane et réduit 'hydratation de la région polaire des phospholipides, alors
que le cholestérol augmente I'hydratation de cette région. Ce degré d’hydratation
pourrait étre la cause de la diminution de l'activité de la lipoprotéine lipase. La liaison
des triglycérides a la lipoprotéine lipase dépendrait de la structure de la région polaire
de la membrane, la sphingomyéline rendrait cette région plus compacte, ce qui

entraverait son activité.
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In vivo, la clairance des lipoprotéines enrichies en sphingomyéline est fortement
ralentie (406) . La sphingomyéline modifie les propriétés et la structure de la surface
des HDL (62). Elle inhibe la lécithine acyl transferase (LCAT). La sphingomyéline
pourrait donc altérer les échanges entre le HDL et la cellule et géner lefflux de
cholestérol. En réalité, I'efflux de cholestérol lié a SR-B1 serait au contraire augmenté
quand les HDL sont enrichies en phosphatidylcholine ou en sphingomyéline (555).
Néanmoins I'enrichissement des HDL en sphingomyéline entrainerait surtout une
diminution de linflux de cholestérol dans la cellule plutét qu’'une augmentation de
Pefflux. La composition en SM des HDL est augmentée chez des sujets diabétiques de
type 2, méme apres une insulinothérapie intensive (29).

Une concentration élevée en sphingomyéline des lipoprotéines pourraient donc
favoriser 'athérogénese en ralentissant le catabolisme post-prandial des lipoprotéines

riches en triglycérides (221).

Influence de I’'alimentation sur la composition des lipoprotéines en SM

Une alimentation riche en acides gras saturés entraine chez [lanimal, une
augmentation de la concentration en sphingomyéline plasmatique alors qu’une
alimentation enrichie en huile d’olive n'a pas deffet. L’huile d’olive a cependant des
effets différents sur les différentes lipoprotéines, elle augmente la concentration en
cholestérol et en SM des VLDL mais diminue celle des LDL et des HDL (163).

Les acides gras de la série n-3 modifient le profil des acides gras des phospholipides
mais augmentent aussi le rapport Phosphatidylcholine/Sphingomyéline qui augmente

dans la membrane de I'adipocyte (372).

Sphingomyélinase et lipoprotéines

La sphingomyélinase pourrait favoriser |'estérification du cholestérol, l'internalisation
des récepteurs des LDL et la maturation de SREBP1 (ou ADD1) dont la production est
favorisée par le TNFa (14;476).

Les sphingomyélinases peuvent étre secrétées par la cellule notamment dans les
situations de stress. La sphingomyélinase du macrophage peut favoriser 'agrégation
des VLDL et des LDL, surtout si ces lipoprotéines ont été enrichies en SM (450). Une
sphingomyélinase dépendante du Zinc est également sécrétée par I'endothélium
vasculaire. Cette sécrétion est stimulée par des cytokines (IL1b et IFNy) (305). Cette
sphingomyélinase agit sur les LDL, favorise leur agrégation et stimule la formation de

cellules spumeuses (450) et donc I'athérosclérose (304).
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La composition en sphingomyéline des lipoprotéines pourrait donc intervenir dans
lathérogenése. Une étude transversale a permis de conforter cette hypothése chez

Fhomme (221).

6.8. Réle des métabolites de la sphingomyéline dans la
signalisation cellulaire

o Les céramides

Les céramides produits lors de la dégradation de la SM activent plusieurs voies
métaboliques dont les cascades des MAP kinases (mitogen protein kinases) et SAP
kinases (stress-activated protein kinases). De trés nombreux effets biologiques ont été
imputés aux céramides (235;383). Les céramides peuvent étre phosphorylés par une
céramide kinase ou étre dégradés par des céramidases.

Il est admis que les céramides interviennent dans la régulation de nombreux genes
et enzymes. lls agissent sur la différenciation cellulaire et 'apoptose. Les céramides
activent entre autres la « sérine/thréonine protein kinase « (CAPK), la « ceramide

activated protein phosphatase » (CAPP) (380).

e La sphingosine et la sphingosine 1P

La sphingosine a également de nombreux effets biologiques. Elle inhibe la protéine
kinase C, inhibe la libération du calcium, et inhibe I'autophosphorylation du récepteur de
Iinsuline (19).

La sphingosine 1P a un récepteur membranaire, 'lEDG 1 (574), dont le gene a été
impliqué dans la différenciation des cellules endothéliales. La sphingosine 1P est
présente dans le plasma et provient essentiellement des plaquettes. Un effet de la

sphingosine 1P sur les cellules endothéliales est donc possible in vivo (262;521).
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7. Conclusion

La baisse d'activité du systéeme nerveux sympathique peut étre une cause de prise
de poids si elle est associée a un défaut de régulation de la prise alimentaire, par
exemple le développement d'une résistance a la leptine ; ce défaut de régulation peut
lui-méme étre la cause de la diminution de 'activité sympathique. Une diminution de la
concentration en leptine plasmatique ou la diminution de l'effet de la leptine sur le
systéme nerveux central (leptino-résistance) pourraient expliquer une baisse de
l'activité du SNS. Ce mécanisme pourrait donc étre en cause dans certaines obésités
chez I'hnomme. Nous ne disposons pas d'étude prospective permettant d'étayer cette
hypothése. Aucune relation entre leptine et thermogenése post prandiale ou entre
leptine et dépense énergétique de repos n'a été mise en évidence chez 'homme, alors
gu’il s’agit d’'un mode d’action majeur de la leptine chez I'animal. La leptine entraine
chez le rongeur, une augmentation de la dépense énergétique par le biais de la
stimulation du systeme sympathique qui active la thermogeneése du tissu adipeux brun.
Cette stimulation est possible, chez I'animal, grace a la présence de récepteurs Bs.
Contrairement a 'animal, le réle du Bz récepteur n'est pas établi chez 'homme ou le

muscle pourrait étre le principal responsable de la thermogenése (53).

Une absence d'adaptation de la réponse du SNS a la prise de poids, liée a un défaut
" d'action de l'insuline et/ou de la leptine ou une résistance périphérique a l'action des
catécholamines peuvent également contribuer a une prise de poids constante, pouvant
conduire a une obésité massive. Cela nous a conduit a nous intéresser a la relation
entre le systéme nerveux sympathique, l'insulino-résistance et la résistance a la leptine

chez des sujets ne présentant pas d'hypertension artérielle.
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE DU SYSTEME NERVEUX SYMPATHIQUE
AU COURS DE L’OBESITE : RELATION AVEC LA
RESISTANCE A L'INSULINE ET LA LEPTINE

TRAVAUX DE RECHERCHE CLINIQUE

PREMIERE ETUDE CLINIQUE :
Effets de I'age et de I'obésité sur la variabilité de la fréquence cardiaque et de la

pression artérielle

DEUXIEME ETUDE CLINIQUE :
Etude de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle au

cours d'une charge orale en glucose chez des sujets obéses normotendus
TROISIEME ETUDE CLINIQUE :

Relation entre le systéeme nerveux sympathique et la leptine: effets de la

restriction calorique et de I'amaigrissement
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PREMIERE ETUDE CLINIQUE

Les effets de I'age et de I'obésité sur la
variabilité de la Fréquence Cardiaque et de la
Pression Artérielle
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1. Avant propos

La premiere étude a laquelle nous avons participé sur ce theme (Fluckiger et al.
(151)), avait pour but d’analyser I'évolution de la balance sympatho-vagale au cours du

vieillissement chez 'homme sain normotendu.

Les principaux résultats dans cette population dont 'age variait de 18 et 80 ans
peuvent étre ainsi résumés. Le vieillissement est associé a une diminution progressive
du contréle de la fonction cardiaque par le systéme nerveux autonome. La variabilité
globale de la fréequence cardiaque (déviation standard dans le domaine temporel et
puissance spectrale totale dans le domaine spectral) diminue linéairement avec 'age,
quelle que soit la position du sujet. Les puissances spectrales MF de la fréquence
cardiaque en position debout, reflétant les modulations du SNS, et la puissance
spectrale HF, déterminée lors d’une respiration a un rythme fixe diminue également
linéairement avec I'age. Une altération du contréle baroréflexe de la pression artérielle
et de la fréquence cardiaque avec 'age a pu étre mise en évidence par une analyse

spectrale croisée.

La corpulence des sujets n’avait pas fait initialement l'objet d'une attention
particuliere. En reprenant les données, nous avons pu établir que les principaux
parametres de l'analyse spectrale étaient corrélés négativement a l'indice de masse
corporelle (IMC), dans cette population de poids normal ou en surpoids (IMC < 30
kg/m?2). Il existait également une corrélation positive entre I'age et l'indice de masse
corporelle (r = 0,32, p = 0,016), ce qui est conforme aux données de la littérature (432).
Les analyses multivariées ont montré que certains indices du SN autonome étaient
corrélés négativement a I''lMC méme apres ajustement sur I'aAge, notamment le rapport
MF/HF de la FC en position debout (r = -0,48, p = 0,0004).

Cet premier travail qui montrait 'existence d’un effet indépendant du surpoids sur ia
balance sympatho-vagale nous a conduit a étudier de fagon plus spécifique le systéme
nerveux autonome en fonction du degré de corpulence. Nous avons donc considéré
une population de sujets obéses et non obéses dont I'age variait aussi peu que

possible.
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2. Introduction

L’activité du SNS évaluée par la microneurographie ou par la mesure de la libération
de noradrénaline (méthode du "spillover") serait élevée dans I'obésité constituée
d’aprés plusieurs travaux (4;174;175;529). Cependant, le débat sur le réle du SN
autonome reste ouvert car des questions restent posées : 1) cette activité pourrait étre
variable selon l'organe ou le tissu étudié (529); 2) les résultats pourraient étre
influencés par l'origine ethnique et d’autres facteurs génétiques (424) ; 3) ils peuvent
varier considérablement en fonction de la méthodologie utilisée ; 4) aucune étude
longitudinale ne permet d'évaluer le caractere primaire ou secondaire des variations
constatées (425;510).

Quelques études ont montré qu'il existait une diminution de la variabilité de la
fréquence cardiaque au cours de l'obésité (175;176;384;565). Cependant différents
facteurs confondants doivent étre pris en compte. Les effets de l'age (151), de la
pression anérielle (340), du déconditionnement physique (310), d’éventuelles variations
pondérales en rapport avec une restriction calorique (175) sont les principaux
parametres qu’il faut considérer chez le sujet obése.

Nous avons considére dans cette étude les effets de l'indice de masse corporelle
(IMC), de l'insulino-résistance et de I'age sur la variabilité de la fréquence cardiaque et
de la pression artérielle chez des sujets obéses et non obeses. L'analyse a été faite
dans trois situations : au repos (décubitus, respiration libre ou DRL), ‘au cours d'une
stimulation vagale en imposant un rythme respiratoire (décubitus, respiration imposée
ou DRI, et lors d'une stimulation sympathique par l'orthostatisme (orthostatisme,

respiration libre ou ORL)

3. Sujets et Méthodes

3.1. Sujets

Soixante-sept sujets ayant une surcharge pondérale ou une obésité et 45 sujets non

obéses ont été inclus dans cette étude. Ces 112 sujets étaient 4gés de 18 a 60 ans.

Le groupe surpoids-obesité comportait 31 hommes et 36 femmes. Deux sujets ont
été préalablement exclus en raison de troubles du rythme auriculaire. Les sujets ont été
répartis en 3 groupes selon leur indice de masse corporelle (IMC). Le groupe surpoids
(IMC 25 - 29,9 kg/m?) comportait 7 hommes et 10 femmes, le groupe d’obésité
modérée (IMC 30 - 39,9 kg/m?) 14 hommes et 16 femmes, le groupe d’obésité morbide
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(IMC > 40 kg/m?) 10 hommes et 10 femmes. Les sujets ont été recrutés a l'occasion
d'un programme de prise en charge de 'obésité. Leur poids devait étre stable au cours
du mois précédent linclusion (variation inférieure a 1 %). La pression artérielle
systolique devait étre inférieure & 140 mmHg et la pression artérielle diastolique
inférieure & 80 mmHg. Les sujets devaient étre sédentaires (aucune activité physique

sportive ou de loisir réguliere et travail non physique).

Le groupe témoin comportait 45 sujets sédentaires (30 hommes et 15 femmes), en
bonne santé. L'absence d'entrainement physique a été contrdlé en mesurant la VO,

Maximale (inférieure ou égale a 80 % de la VO, max théorique).

Aucun des sujets n'avait d'hypertension artérielle ou de traitement antihypertenseur.
Le dosage de la glycémie ou I'hyperglycémie provoquée par voie orale a permis
d'exclure un diabete. La fonction thyroidienne était normale. Aucun sujet ne recevait de

traitement et tous était actifs mais sédentaires. Les fumeurs étaient exclus

Le poids, la taille, le tour de taille et le tour de hanche ont été mesurés. Les

caracteristiques des patients sont décrites dans le Tableau 1.

Les sujets ne devaient consommer ni alcool, ni café pendant les 12 heures
précédant l'enregistrement. Les sujets ont signé un consentement éclairé avant

l'inclusion.

3.2. Méthodes

3.2.1. Enregistrement de la pression artérielle et de la fréquence
cardiaque (voir chapitre 1.3.5 : méthodes d'étude, page 30)

L’enregistrement simultané de la pression artérielle et de la fréquence cardiaque a
été réalisé a l'aide d'un capteur digital d’'un moniteur Finapres 2300 (Ohmeda, France)
installé au niveau de la 2°™ phalange du majeur de la main gauche. Pour éviter toute
4éme

fluctuation d’origine hydrostatique, la main était placée a hauteur du ceceur ( espace

intercostal sur la ligne axillaire médiane). Le Finapres enregistre a la fois la fréquence

cardiaque et les pressions artérielles systolique, diastolique et moyenne.
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Nous avons réalisé trois enregistrements successifs d'au moins cing minutes
chacun :

e Lors du premier enregistrement, le sujet était installé en décubitus dorsal;
cette position est définie comme la position de référence pour lactivité du
systeme nerveux autonome, en l'absence de stimulation sympathique et
vagale.

¢ Ensuite, le sujet restait en décubitus, mais devait respirer a un rythme imposé
de 12 cycles/minute a l'aide d’'un métronome ; cette manoceuvre qui stimule le
nerf vague permet d’amplifier les oscillations d’origine respiratoire.

e Lors du dernier enregistrement, le sujet devait se metire debout;
lorthostatisme permet en effet d’amplifier les oscillations lentes d’origine

sympathique.

3.2.2. Acquisition et traitement des données

Le Finapres est relié a un micro-ordinateur PC (Compaqg SX), équipé d’un logiciel
d’acquisition Anapres 3.0 (Notocord Systems, France). Le traitement des valeurs de
pression artérielle et de fréquence cardiaque, enregistrées toutes les secondes au
niveau du Finapres, est réalisé a I'aide du logiciel Microsoft Excel qui, couplé au logiciel
Anapres, effectue I'analyse spectrale grace a une transformée rapide de Fourier sur

256 secondes d’enregistrement.

Ce logiciel permet aussi de réaliser une analyse spectrale croisée (cross-spectrum)
pour évaluer la relation entre les variations spontanées de la pression artérielle
systolique et celles de la fréquence cardiaque. Les valeurs du gain ont été moyennées

pour les bandes MF, lorsque la cohérence moyenne était supérieure a 0,5.

3.2.3. Expression des résultats de I’analyse spectrale

Les parametres suivants ont été calculés pour chacune des positions étudiées, pour
la fréquence cardiaque et la pression artérielle :
Les valeurs moyennes de la fréquence cardiaque (bpm) et de la pression artérielle

systolique et diastolique (mmHg);

107



La variabilit¢ a court terme dans le domaine spectral est représentée par les
puissances spectrales, calculées en intégrant l'aire sous la totalité du spectre ou
sSous un pic en particulier ;

¢ La puissance spectrale totale (aire totale sous le spectre) correspond a la
variance de la variable étudiée (variabilité totale) ;

* Les moyennes fréquences (MF), calculées pour le pic situé a 0,100 Hz (entre
0,066 et 0,129 Hz) quantifie les oscillations de Mayer de la pression artérielle
et de la fréquence cardiaque;

¢ Les hautes fréquences (HF) calculées pour le pic centré sur la fréquence
respiratoire (en intégrant une bande de 50 mHz autour du maximum du pic)
quantifie les oscillations respiratoires de la pression artérielle ou de la
fréquence cardiaque ;

Les puissances spectrales sont exprimées :
o en unité absolue (u.a.) (mmHgAHz pour la pression artérielle,
battements par minute /A'Hz pour la fréquence cardiaque) ;
o en unité normalisée (u.n.) ou relative = pourcentage de la puissance
spectrale totale a l'exclusion des basses fréquences, traduisant la
contribution d'une oscillation a la variabilité totale ;

Le rapport des puissances spectrales MF/HF a également été utilisé.

3.2.4. Déroulement de I'étude

Le protocole débute le matin aprés 12 heures de jeline, au calme, dans une piece a

une température de 20-22°C .

Apres dix minutes de repos en décubitus, I'enregistrement Finapres de la pression
artérielle et de la fréquence cardiaque est réalisé au cours des trois séquences
suivantes : 1) en décubitus-respiration libre (DRL), 2) en décubitus-respiration imposée

(DRI) et 3) en orthostatisme-respiration libre (ORL).

Le respect des conditions de recueil stationnaire implique une période de

stabilisation du signal entre chaque position (environ 10 minutes).
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3.2.5. Sensibilité a l'insuline

La valeur du HOMA (Homeostasis model assessment) a été utilisée pour évaluer la
sensibilité a l'insuline. Cette méthode rapportée par Mathiews et al. (319) est basée sur
la mesure de deux insulinémies a jeun (t= -5 min et t= 0) et deux mesures de
glycémies. La formule est la suivante: insuline (mU/ml) x glycémie (mmol/l) / 22,5. La
glycémie est mesurée par la méthode de la glucose oxydase (Beckman Instruments
Inc, Fullerton, CA). L'insulinémie est déterminée par une méthode immuno-enzymatique
(Insulin IMX. Abbott laboratories, Tokyo, Japan). Le coefficient de variation intra-
analyse était de 4% et le coefficient inter-analyse de 6%. La réaction croisée avec la

proinsuline était de 0,05 %.

3.2.6. Analyse statistique

Les valeurs sont exprimées en moyenne =+ écart type. Nous avons utilisé les logiciels
Statview version 5.0 (SAS institute, Cary, NC) et BMDP statistical software (Berkeley,
CA, University of California press, 1992) pour l'analyse statistique. La normalité des
variables a été vérifiee en calculant les coefficients d'asymétrie et d'aplatissement
(Skewness et Kurtosis).

Une analyse de la variance a été utilisée pour comparer les moyennes de plusieurs
groupes. Un test a posteriori (test de Student Newmans Kells) a permis d'analyser les
différences inter-groupes. Les relations entre les paramétres ont été étudiées a l'aide de
régressions linéaires et le cas échéant de régressions multiples. Les valeurs ont été
rapportées en moyennes = SD. Un p < 0,05 était pris comme seuil de signification pour
I'ANOVA et p <0,01 pour les compaisons entre les sujets en surcharge pondérale ou

obeéses et les sujets témoins (Test de Student-Newman-Keuls).
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4. Résultats

4.1. Description des sujets et paramétres de variabilité de la FC et
de la PA

L'age, le sex-ratio, la fréquence cardiaque et la pression artérielle de repos n'étaient

pas différents dans les 3 groupes de sujets obéses et chez les sujets témoins (Tableau
1).

Tableau 1 : Description des sujets

Témoins Surpoids Sujets obéses (ANgVA)
Classes d' IMC 18,5-24,9 25-29,9 30-39,9 > 40
(kg/m?3) (n=45) (n=17) (n=30) (n=20)
Age (ans) 41,0 £ 13,1 39,8 + 11,1 39,3 +12,9 33,2 +9,9 NS
Sexe ratio 30/15 8/9 14/16 10/10 NS
IMC (kg/m®) 223+17 27,0+ 15" 35,6 + 3,2* 47,1 +6,3° <0,001
Taille/Hanche - 0,86 + 0,03 0,92 + 0,09 0,98 + 0,18 0,028
HOMA - 3015 53+35" 6,3 +3,5" 0,010
PAS (mmHg) 110,1 £ 15,5 112,0 + 19,6 119,5 £ 17,6 113,0 + 15,7 NS
PAD (mmHg) 60,7 +9,0 62,7 + 11,4 64,0 + 12,2 60,8 + 11,6 NS
FC (bpm) 64,4 + 10,3 66,8 + 6,9 70,4 + 9,9 69,8 + 11,3 NS

IMC signifie indice de masse corporelle; HOMA, homeostatic model assessment ; PAS, pression
artérielle systolique ; PAD, pression artérielle diastolique ; FC, fréquence cardiaque.

La distribution de I'age et de I'lMC n'était pas différente dans les deux sexes. D’autre
part, nous n'avons pas trouvé de différences liées au sexe pour les parametres de
variabilité de la FC-et de PA. Les données des hommes et des femmes ont donc été

rassemblées.

¢ Les puissances totales et les moyennes fréquences

Au repos (DRL) (Tableau 2 A)

Les puissances totales n'étaient pas statistiquement différentes dans les quatre

groupes, de méme que les puissances MF (u.a.) et les HF (u.a.).

Les valeurs de MF (u.n.) de la FC et de la PA était plus basses dans les deux groupes
de sujets obéses que dans le groupe de sujets témoins. Les basses fréquences (BF) de
la pression artérielle systolique (PAS) étaient significativement augmentées dans le

groupe de sujets d’obésité modérée (IMC : 30 — 39,9 kg/m?) au repos.
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En orthostatisme (ORL) (Tableau 2 B )

Les puissances totales de la PAS, la PAD et la FC n'étaient pas statistiquement
différentes dans les quatre groupes mais étaient significativement augmentées par
rapport au repos (p<0,01).

Les puissances totales des MF de la PAS, PAD et de la FC étaient significativement
augmentées en comparaison aux valeurs en DRL (p<0,01). Ces valeurs étaient plus
basses dans le groupe des sujets d'obésité morbide (p<0,05) en comparaison au
groupe surpoids.

Les MF (u.n.) de la FC et de la PAD étaient significativement augmentées par rapport
au repos (p<0,01), mais était plus basses dans les deux groupes de sujets obéeses
(p<0,05). Les MF (u.n.) de la PAS augmentaient significativement dans les quatre
groupes par rapport au repos (p<0,05), mais n'étaient pas significativement différentes

dans les 4 groupes.

La valeur du gain baroréflexe

La valeur du gain baroréflexe, mesurée sur les bandes 0,090 et 0,110 Hz en

orthostatisme était abaissée chez les sujets obeses (Tableau 2).

En décubitus respiration imposée (DRI) (Tableau2 C)

Les puissances totales de la PAS, la PAD et la FC n'étaient pas statistiquement

différentes dans les quatre groupes.

Les MF en u.a. n’étaient pas différentes en repiration imposée en comparaison aux

valeurs en DRL.,

o Les hautes fréquences

Au repos (DRL) (Tableau2 A)

Les HF de la PAS, de la PAD et de la FC en u.a. et en u.n. n’étaient pas statistiquement

différentes dans les quatre groupes.
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En orthostatisme (ORL) (Tableau 2 B)

Les HF en u.a. n'étaient pas statistiquement différentes dans les quatre groupes. En

u.n. , les valeurs de HF de la PAS et de la FC étaient plus basses dans le groupe de

sujets ayant un surpoids.

En moyenne, les HF étaient signifivativement plus élevées en ORL qu’en DRL dans le
groupe de sujets témoins ou en surpoids, pour la PAS et la PAD quand les valeurs

étaient exprimées en u.a. et pour la PAS et la FC quand elles étaient exprimées en u.n.

En décubitus respiration imposée (Tableau 2 C)

Les HF en u.a. et en u.n. nétaient pas différentes dans les quatre groupes. En

moyennes ces valeurs étaient plus élevées qu’en DRL, pour la PAS, la PAD et la FC.
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Tableau 2 : Puissances spectales (unité absolue) et unité normalisée des MF et des HF
de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle en décubitus respiration libre

(DRL) (A), et en orthostatisme respiration libre ORL et le gain baroréflexe en ORL (B) ,
décubitus respiration imposée (DRI) (C).

A : Puissances spectales (unité absolue) et unité normalisée des MF et des HF de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle en décubitus respiration libre (DRL)

Témoins Surpoids Sujets obéses (ANOpVA)
Classes dIMC 18,5 - 24,9 25-29,9 30 - 39,9 2_42%
asse n=45 n=17 n=30 n=
Décubitus respiration libre
DRL

T°t§",xg"();?$;%”;)”z) 28,4+9,0 285466 34,3 + 10,0 30,1+ 12,2 NS

PAD (i) 16,1 +7,2 17,2 + 4,0 20,3 + 6,7 17,5 + 6,9 NS

FC opmviiy 216+9,7  291+12,8 28,4 + 17,6 24,8 +11,7 NS
BF

PAS (mmHg/VHz) 14152 14,1 +3,8 17,9 + 5,4+ 12,9 + 4,1 0,010

PAD (mmHg/VHz) 7,4 + 4,0 7.8+1,9 9,2+26 7,4 +3,1 NS

FC (bpm/VHz) 7,029 8,7 = 3,1 9,2 + 4,1 8,4 + 3,2 NS
MF (0,066 — 0,129 Hz)

PAS (mmHg/VHz) 6,9+27 6,7 +2,0 7,3 + 3,1 6,0+2,8 NS

PAD (mmHg/VHz) 4,6 +2,0 4,8+1,9 4,9+22 3,8+18 NS

FC (bpm/VHz) 53 +2,9 6,4 +3,3 5,8 +3,2 4,4 +23 NS
HF (0,050 Hz)

PAS (mmHg/VHz) 22+1,6 1,7 £0,6 29+2,0 24 +1,6 NS

PAD (mmHg/VHz) 1,2 +1,1 0,9+0,2 1,5+0,9 1,4+0,9 NS

FC (bpm/VHz) 27 +2,0 27+12 33+24 24 +1,9 NS
MF u.n.

PAS 24,6 +5,8 227 + 5,4 20,4 + 4,6% 19,0 = 4,8+ 0,0003

PAD 29,2 + 8,9 26,2 + 5,8 23,0 + 4,9% 21,5 + 6,0% 0,0002

FC 245 +6,3 21,7572 19,6 + 4,2% 19,5 + 4,4x 0,0005
HFP“A';' 7,3 +3,1 6,1+2,8 8,052 7,5+ 4,9 NS

PAD 71 +33 53+1,6 7,0+39 71 +48 NS

Fo 12,1 6,0 10,0 + 3,4 10,7 + 4,9 8,8 +38 NS
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B : Puissances spectales (unité absolue) et unité normalisée des MF et des HF de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle en orthostatisme respiration libre ORL
et le gain baroréflexe en ORL.

— ; . 5 p
Témoins Surpoids Sujets obéses (ANOVA)
Orthostatisme respiration libre
T°‘§Lg’?;°'%4/‘meHz) 37,7+12,7 431 +132 44,4 £225 36,8 + 8,8 NS
PAD (m”n:HgNHg 22,9+9,8 26,3+ 26,3 24,9 +6,7 21,1 +5,3 NS
FC (bpmVit2) 28,0+13,2 353 +14,8 35,0 £17,9 29,4 +11,5 NS
HF (0,050mHz)
PAS (mmHg/VHz) 3,5+ 1,80 27+1,70 3,1+1,4 28+18 NS
PAD (mmHg/VHz) 1,6 +,90 1,6 x,7u 1,8+1,0 1,3+,7 NS
FC (bpm/VHz) 26+1,7 29+25 3,4+34 22+1,6 NS
MFFE‘AOSGG ~0129Hz(ua) 498,470 13,2 +5 80 11,7 + 5,45 9,1 = 3,4 o 0,049
bAD ((;“Jn:ﬁg%:?) 73+33c0#  05+3 80 7.6 + 3,40 6,3 +2,5 ot 0,034
FC (bpmVHy) 8,0+460# 10,9 +5310 7,7 5,3 o# 6,4 + 4,2 0# 0,046
HF u.n.
Eﬁg 9,5+ 4,20 6,1 + 2,4+ 7,5+ 3,4 7,9+5,0 0,013
A 7,6 +3,3 55+1,7 6,5+3,0 6,1+3,3 0,060
ME wn. 9,9 + 3,60 7.4 + 3,204 8,8+3,7 7.8+3,7 0,049
Eﬁg 28,6+620  290+7.80 25,5 6,60 25,1 + 6,80 0,075
Fo 33,6 + 7,70 32,2 + 6,50 28,1 + 6,70% 29,0 = 8,50 0,011
29,5 + 7,30 26,6 + 9,40 21,8 + 5,40% 22 3 + 6,20 <0,001
MF Gain n=43 n=15 n= 20 n=16
(bpm/ mmHg) 1,0+0,5 0,65 + 0,30+ 0,72 0,22 0,68 + 0,25% 0,002
g
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C : Puissances spectales (unité absolue) et unité normalisée des MF et des HF de la
fréquence cardiaque et de la pression artérielle en décubitus respiration imposée (DRI).

Témoins Surpoids Sujets obéses (ANOpVA)
Décubitus respiration imposée
Total (0,040-0,400 mHz)
PAS (mmHg/VHz)
PAD (mmHg/VHz) 29,1 +7,0 34,7 £ 11,3 37,4 15,6 30,6 +17,0 NS
FC (bpm/VHz)HF 16,6 £+4,2 19,4+ 6,0 20,6 11,4 16,3 £ 5,9 NS
(u.a.) 22,4 + 8,2 29,0+ 11,8 29,9+254 23,7 £ 11,2 NS
MF (0,066 — 0,129 Hz (u.a.)
PAS (mmHg/VHz) 6,8+2,5 7,1+2.3 8,0+47 5,6 + 3,1 NS
PAD (mmHg/VHz) 4317 47 +1,6 47 £27 3,0 £ 1,64* 0,016
FC (bpm/VHz) 47 +2,0 6,1+£2.3 59+44 3,56 x1,7# 0,007
HF(0,050mHz)

PAS (mmHg/VHz) 3,6+ 1,40 4,1 x 2,00 4,1+ 1,90 41 2,10 NS
PAD (mmHg/VHz) 1,7 0,90 2,2 +1,20 2,4+ 1,50 2,3 + 1,40 NS
FC (bpm/VHz) 4,1 + 250 6,9 + 4,90 4,8 + 3,80 5,7 + 5,50 NS

HF u.n.
PAS 12,1 + 4,50 12,5 + 5,80 10,4 + 4,20 13,8 + 7,00 NS
PAD 10,2 + 4,90 11,3 £ 4,30 11,1470 13,5+ 7,20 NS
FC 17,8 + 7,40 20,7 7,30 16,7 + 8,8a 19,7 + 11,10 NS
MF u.n.
PAS 23,1+ 6,3 21,56+6,5 18,4 4,2 18,0 £ 4,9* 0,0007
PAD 26,1 +9,0 23,9 +6,1 21,1 +£5,3 19,1 £ 5,7* 0,0015
FC 21,0 +5,4 20,8 +5,3 18,7 + 5,4% 16,0 + 3,9% 0,0029

PAS signifie pression artérielle systolique; PAD, pression artérielle diastolique ; FC, fréquence cardiaque
; MF (% de la puissance spectrale totale), moyennes fréquences ; HF (% de la puissance spectrale
totale), hautes fréquences. U.n. : unité normalisée ; u.a. : unité absolue
*: Comparaison avec le groupe témoin p < 0,05

# : Comparaison avec le groupe surpoids p< 0,05

o : Comparaison entre les positions ORL et DRL et entre DRI et DRL p< 0,01
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4.2. Corrélations avec I'lMC, I'dge et le HOMA

o IMC et age

- Dans toute la population étudiée (valeurs entre parenthéses dans le tableau 3)
En DRL et en ORL, les MF (u.n.) de la PA et de la FC étaient corrélées négativement a
I''TMC aprés ajustement sur I'Age (Tableau 3). En valeur absolue, les puissances
spectrales des MF de la FC, en ORL, étaient également corrélées négativement a I''MC

(r=-0,29 ; p=0,0013), de méme que les MF de la PAS (r=-0,23 ; p=0,018).
Les différences entre les MF de la FC en position debout et couchées (delta) étaient
significativement et négativement corrélées a I''lMC méme aprés ajustement sur I'age:

IMC ( r=-0,27; B= -0,0018; p=0,005); I'age (r=-0,40 B= -0,002 p<0,0001).

- Dans la population de sujets obéses et en surpoids (IMC > 25 kg/m?)
En DRL les MF (u.n.) de la PA était corrélées négativement a I''MC. Dans ce sous
groupe, les MF (u.n.) de la FC était corrélées a I''MC aprés ajustement sur I'age. En
ORL, les MF (u.n.) de la FC était corrélées a I'lMC, de méme que les MF de la PAS
(u.n.).

Les BF étaient négativement corrélées a I'age en DRL (r=-0,35 ; p=0,0004), en DRI
(r=-0,38 ; p=0,0001), et en ORL (r=-0,40 ; p<0,0001). Dans ce sous groupes de sujets,
nous n'avons pas trouvé de corrélation entre les MF de la FC et de la PA avec le
rapport taille/hanche.

Les HF (u.n.) de la FC et de la PA n'étaient corrélées ni a I'MC, ni aux valeurs de
HOMA. Par contre, I'age contribuait de fagon indépendante a la diminution des HF
(u.n.) en DRI (r=-0,36 ; p=0,001).

¢ HOMA
- En ORL, les MF de la FC et de la PA étaient corrélées négativement aux valeurs de
HOMA en unités normalisée (Tableau 4, Figure 1) comme les puissances spectrales

(r=-0,27; p=0,028 pour les MF de la FC ; r=-0,31; p=0,020 pour les MF de la PAS).

- Les différences entre les MF de la FC en position debout et couchées (delta)
étaient significativement et négativement corrélées au HOMA indépendamment de
l'effet de I'age (r=-0,36; p= -0,007; p=0,008) mais dans ce cas l'effet de I''MC n'était plus

significatif.
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- L'analyse multivariée a révélé que les valeurs de HOMA étaient significativement

corrélées aux MF(u.n.) de la FC, indépendamment de I'lMC et de I'4ge (Tableau 5).

- La régression multiple pas a pas a montré que les valeurs de HOMA, l'age et I''/MC

pouvaient expliquer 36% de la variance des MF(u.n.) de la FC (Tableau 6).

- Les HF n’étaient pas corrélées au HOMA.

Tableau 3 :

Régressions multiples, coefficients de corrélation partielle entre les

moyennes fréquences (variable dépendante), I'lMC et I'dge (variables indépendantes)
dans toute la population (entre parenthése) (n=112) et chez les sujets en surpoids ou

obéses (n=67).

Decubitus Orthostatisme
r p r P
M -0,346 0,006 -0,201 0,119
(-0,425) (<0,0001) (-0,234) (0,016)
PAS MF (u.n.)
Ade 0,042 NS -0,010 NS
g (-0,021) (NS) (-0,029) (NS)
e -0,361 0,004 -0,164 0,204
(-0,411) (<0,0001) (-0,296) (0,002)
PAD MF (u.n.)
Ade -0,028 NS -0,116 NS
9 (-0,105) (0,249) (-0,171) (0,069)
M -0,250 0,051 -0,320 0,009
(-0,381) (<0,0001) (-0,478) (<0,0001)
FC MF (u.n.)
Ade -0,093 NS -0,323 0,008
9 (-0,132) (NS) (-0,388) (<0,0001)

PAS signifie pression artérielle systolique

: PAD, pression artérielle diastolique ; FC,

’

fréquence cardiaque ; MF (% de la puissance spectrale totale), moyennes fréquences.

Tableau 4 : Coefficients de régression simple entre les moyennes fréquences de la
PAS, PAD et de la FC en DRL, et en ORL et les valeurs de HOMA chez les sujets

en surcharge pondérale ou obeses (n=59).

HOMA Decubitus Orthostatisme

r P
PAS MF (u.n.) -0,054 -0,285 0,033
PAD MF (u.n.) -0,115 -0,304 0,023
FC MF (u.n.) -0,233 0,083 -0,455 0,0004

PAS signifie pression artérielle systolique ; PAD, pression artérielle diastolique ; FC, fréquence
cardiaque ; MF (% de la puissance spectrale totale)) moyennes fréquences;, HF (% de la
puissance spectrale totale), hautes fréquences ; HOMA, homeostatic model assessment.
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Figure 1 : Relation entre le HOMA et les MF de la fréquence cardiaque en ORL.

HOMA

18
16 3]
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Tableau 5 : Analyse des régressions multiples entre les moyennes fréquences en ORL
(variable dépendante) et le HOMA, I'IMC et I'age (n=59).

MF (u.n.) PAS PAD FC
r p r p R P
HOMA -0,309 0,033 -0,346 0,016 -0,477 <0,001
Age -0,112 NS -0,246 0,065 -0,369 <0,001
IMC -0,175 NS -0,109 NS -0,226 0,047

IMC signifie indice de masse corporelle ; HOMA, homeostatic model assessment ; PAS, pression
artérielle systolique ; PAD, pression artérielle diastolique ; FC, fréquence cardiaque ; MF (% de la
puissance spectrale totale), moyennes fréquences.

118



Tableau 6: Analyse de régression pas a pas entre les moyennes fréquences de la
fréquence cardiaque (MF FC,u.n.) en ORL et les variables indépendantes: le HOMA,
I''MC et I'age (n=59).

FC MF u.n. B SE r? p

HOMA -0,008 0,003 0,21 0,0004
Age -0,002 0,001 0,30 <0,0001
IMC -0,002 0,001 0,36 <0,0001

IMC signifie indice de masse corporelle ; FC, fréquence cardiaque; MF (% de la puissance spectrale
totale), moyennes fréquences ; HOMA, homeostatic model assessment. Un p< 0,05 était pris comme
seuil de signification

4.3. Etude de la sensibilité du baroréflexe

La cohérence des spectres de FC et de PA a été évaluée par une analyse spectrale
croisée sur les enregistrements en orthostatisme. Aucun des témoins (n=45) et 16
sujets obeses sur 67 avaient une cohérence inférieure a 0,5. Ces sujets ont donc été
exclus de l'analyse. Les valeurs de gain étaient corrélées négativement a I''lMC (r=-0,45
; p<0,0001) et au valeur de HOMA (r=-0,43 ; p=0,037), indépendamment de I'a4ge.

5. Discussion

e Principaux résultats
Cette étude montre qu'en orthostatisme, les moyennes fréquences et la sensibilité du

baroréflexe diminuent avec la corpulence. Cette relation est essentiellement liée a
l'insulino-résistance des sujets, que nous avons évaluée par la valeur du HOMA. Ainsi
cet indice contribue pour 21% a la variance des MF de la FC. L'age est associé a une
diminution des MF et des HF indépendamment de I'lMC. Au repos, hous avons
eégalement observé une diminution des moyennes fréquences. L'age est également

associé a une diminution des MF et des HF indépendamment des autres facteurs.

Ces résultats suggérent que la réactivité du systéme sympathique lors d'une stimulation
par l'orthostatisme est altérée chez le sujet obése insulino-résistant et que cette

diminution est liée & une atteinte de la sensibilité du baroréflexe.
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Une diminution de la variabilité de la FC a été rapportée dans quelques études
(384;565). Cependant, dans I'étude de Zahorska-Markiewicz (565) seules les HF
étaient abaissées. Piccirlllo et al. (385) ont également trouvé une diminution des MF de
la FC associée a une augmentation de la concentration en noradrénaline chez des
sujets obéses. Par contre les MF de la PA étaient augmentées. Mais il faut souligner
que dans cette étude la PA était plus élevée chez les sujets obéses, ce qui peut
expliquer cette discordance. L'hypertension artérielle, fréquente au cours de I'obésité,
peut influencer la variabilité de la PA et de la FC (101;184). L'hypertonie sympathique
peut aussi étre une cause d'hypertension artérielle chez les sujets obeses (312). Par
ailleurs les sujets obéses étaient un peu plus agés que les témoins, ce qui peut

contribuer a la diminution de la variabilité de la FC dans cette étude (385).

o Effets de l'obésité sur la variabilité de la FC et de la PA et sur la sensibilité du
baroréflexe

En analyse univariée, nous avons observé des corrélations négatives entre les MF
de la FC et de la PA et IIMC, au repos et en orthostatisme. Les MF dépendent
essentiellement des modulations du SNS mais aussi de la composante vagale du
systeme nerveux autonome. Cette diminution ne peut étre attribuée a une diminution
des modulations du parasympathique car les HF, modulations liées uniquement au

systeme parasympathique ne sont pas affectées.

La diminution des oscillations des MF de la pression artérielle peut résulter d'une
diminution de la vasomotricité (278;279). Valensi et al. (518) ont en effet mis en
évidence une altération de la vasomotricité cutanée chez les sujets obéses. Cependant
ces modulations peuvent également dépendre du baroréflexe. Or dans notre étude la
sensibilité du baroréflexe est diminuée chez les sujets obéses. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Grassi et al. (174;175)et de Picirello et al. (385) qui trouvent une
altération de la sensibilité du baroréflexe chez les sujets obéses normotendus. Cela
suggere que cette altération soit la cause de la diminution de l'activation du systéme

nerveux sympathique du sujet obéese.
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¢ Insulino-résistance

Le résultat le plus intéressant de cette étude est la mise en évidence du rble propre
de l'insulino-résistance dans la diminution de la variabilité de la fréquence cardiaque.

Or, il a bien été montré que l'activité du SNS mesurée en microneurographie ou par
le flux de noradrénaline libérée par les tissus était augmentée dans I'obésité
(111;144;421;536). Nous pensons que cette activation peut, comme dans l'insuffisance
cardiaque, s'accompagner d'une diminution de la réponse du tissu cardio-vasculaire par
un mécanisme de désensibilisation. Ce phénomene peut étre accentué par l'insulino-
résistance car linsuline facilite la désensibilisation des récepteurs B-adrénergiques

(30;358).

La diminution des MF ne peut étre expliquée que par une diminution de l'activité du
SNS ou par une diminution de la réponse des tissus. La composante vagale des MF ne
semble pas en cause puisque les HF ne sont pas diminuées. On peut également
observer dans certaines situations physiologiques une diminution de la modulation de la
FC des MF lorsque le tonus est trés élevé; c'est le mécanisme de saturation. Ce
phénomene est observé lors d'un effort physique intense (81). Dans notre étude, les MF

augmentent en orthostatisme par rapport au repos, ce mécanisme peut donc étre exclu.

La diminution de la réponse au SNS peut étre liee a une désensibilisation des
récepteurs adrénergiques, ou a une altération dans la chaine de transmission du signal
a l'étape post-récepteur (346). Ce mécanisme a été incriminé dans la diminution de la
variabilité de la FC du sujet 4gé (346;548). Chez le sujet obése, Blaak et al. (55) ont
montré que la réponse vasodilatatrice dépendante des récepteurs f1 est diminuée.
D'autres tissus présentent également une diminution de la sensibilité aux
catécholamines, c'est le cas du tissu adipeux in vitro (409) ou in vivo (65). La
désensibilisation des récepteurs adrénergiques a également été rapportée dans

l'insuffisance cardiaque (103).

o Effets de I'age.
Nous avons montré dans une étude précédente (151) que la variabilité de la

fréquence cardiaque diminue avec I'dge indépendamment du poids, au repos et en
orthostatisme. Les résultats présentés ici, montrent également que la variabilité de la

FC diminue avec l'age au repos comme en ORL. Cela a été montré dans d'autres
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études (463;514;531). Shannon et al. (463) rapportent que les MF (u.n.) de la FC sont

diminuées chez le sujet agé. Barnet et al. (37) trouvent une diminution des MF de la PA

en orthostatisme.

o Effets de I'lMC sur les HF
Contrairement a d'autres études (382;517;519;565), nous ne trouvons pas de

diminution des HF avec l'augmentation de I''MC, notamment chez les sujets obéses
morbides. Deux explications peuvent étre données. Les sujets témoins recrutés dans
cette étude étaient tous sédentaires, comme les sujets obéses. Le déconditionnement
physique pourrait expliquer la baisse des HF rapportées dans ces études chez les
sujets obeses. La capacité vitale diminue chez le sujet obése parallélement a la masse
grasse (166), ce qui conduit & une augmentation de la fréquence respiratoire. En
respiration imposée a 12 cycles par minutes, ces patients doivent réduire leur fréquence
respiratoire et augmenter leur volume courant. Ces deux facteurs sont associés a une

augmentation des variations de la FC synchrones de la respiration (256;494;550).

En conclusion, le contrdle du systeme cardio-vasculaire par le systéme nerveux
autonome est altéré chez le sujet obese non diabétique et normotendu. Il existerait
donc une dysfonction autonome cardio-vasculaire essentiellement liée a l'insulino-
résistance, et a la surcharge pondérale touchant notamment la sensibilité du
baroréflexe et le systeme nerveux sympathique. Le vieillissement est un facteur
aggravant. Cette dysfonction autonome cardio-vasculaire pourrait contribuer a
l'augmentation du risque de maladie cardio-vasculaire et de mort subite du sujet obése.
L'étude de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle pourraient
étre des indices du fonctionnement de ce systéme de régulation par ailleurs impliqué

dans la physiopathologie de I'obésité.
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DEUXIEME ETUDE CLINIQUE

Etude de la variabilité de la fréquence cardiaque
et de la pression artérielle au cours d'une charge
orale en glucose chez des sujets obéeses
normotendus
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1. Introduction

Nous avons montré dans I'étude précédente (394) que les indices de modulation
sympathique pouvaient étre altérés chez le sujet obése hyperinsulinémique et
normotendu, au repos mais surtout lors de la stimulation du SNS par l'orthostatisme.
Nos résultats suggéerent que l'insulino-résistance pourrait jouer un rble propre dans la
diminution de la réactivité sympathique chez le sujet obese, indépendamment des effets
de la corpulence ou de I'age. On sait en effet que I'hyperinsulinisme peut favoriser la

désensibilisation des récepteurs f—adrénergiques (30;150;170;185;358).

Une diminution de l'effet activateur de l'insuline sur le systéeme nerveux sympathique
est une autre éventualité a envisager. Cette hypothése fait I'objet de cette deuxiéme
étude dans laquelle nous avons analysé I'évolution des parameétres de la variabilité de

la FC et de la PA aprés lingestion d’une charge glucosée.

Notre objectif est d'évaluer la réponse du systéme cardio-vasculaire a
I'hyperinsulinémie induite par 'augmentation post-prandiale de la glycémie et de

dépister les sujets présentant un défaut de réactivité du SNS.

2. Sujets et méthodes

2.1. Recrutement des sujets

Soixante-dix patients ayant un surpoids ou une obésité, et 23 sujets témoins ont été
recrutés. Leur consentement a été recueilli par écrit. Sept sujets ont préalablement été
exclus en raison d'extrasystoles supraventriculaires ou en raison d'enregistrements non

stationnaires.

Le groupe surpoids et obésité comportait 22 hommes et 48 femmes. Les sujets en
surpoids (IMC : 25 - 30 kg/m?) ou obéses (IMC > 40 kg/m?) ont été réparti en 3 groupes:
1) un groupe surpoids (IMC : 25 - 29,9 kg/m2) n = 23 ; un groupe d’obésité modérée
(IMC : 30 - 39,9 kg/m?) n= 24, un groupe d'obésité morbide (IMC > 40 kg/m?, n= 23).

Les sujets ont été recrutés a l'occasion d'un programme de prise en charge de
l'obésité. Leur poids devait étre stable au cours du mois précédent l'inclusion (variation
inférieure a 1 %). La pression artérielle systolique devait étre inférieure a 140 mmHg et

la pression arérielle diastolique inférieure a 80 mmHg. Les sujets devaient étre
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sédentaires (aucune activité physique sportive ou de loisir réguliere et travail non

physique).

Le groupe témoin comportait 23 sujets sédentaires (6 hommes et 14 femmes) en
bonne santé. Aucun des sujets n'avait d'hypertension artérielle ou de traitement
antihypertenseur. Le dosage de la glycémie ou I'hyperglycémie provoquée par voie
orale a permis d'exclure un diabéte. La fonction thyroidienne était normale. Aucun sujet
ne recevait de traitement et tous était actifs mais sédentaires. Les fumeurs étaient

exclus

Les sujets ne devaient consommer ni alcool, ni café pendant les 12 heures
précédant l'enregistrement. Les sujets ont signé un consentement éclairé avant

I'inclusion.

Les sujets devaient étre a jeun, et ne devaient pas avoir consommé d'alcool ou de

café dans les 12 heures qui précédaient I'étude.

2.2. Méthodes

5.1.1. Méthode d'enregistrement

La méthode d'enregistrement est identique a la premiére étude. Cependant I'analyse
des fréquences a été faite conformément aux recommandations du Comité Européen et
Américain sur la méthode d'analyse, linterprétation et ['utilisation clinique de la

variabilité de la fréquence cardiaque (500).

Les bornes des bandes de fréquences analysées qui étaient donc différentes de la
premiere étude étaient les suivantes :

- Basses fréquences (BF) (very low frequencies des anglo-saxons) : < 0,040 Hz.

- Moyennes fréquences (MF) (low frequencies des anglo-saxons) : de 0,040 Hz a

0,150 Hz.
- Hautes fréquences (HF) (high frequencies des anglo-saxons) : de 0,150 Hz a 0,400

Hz.
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5.1.2. Analyse statistique

Les valeurs sont exprimées en moyenne + écart type. Nous avons utilisé les logiciels
Statview version 5.0 (SAS institute, Cary, NC) et BMDP statistical software (Berkeley,
CA, University of California press, 1992) pour l'analyse statistique. La normalité des
variables a été vérifiée en calculant les coefficients d'asymétrie et d'aplatissement
(Skewness et Kurtosis).

Une analyse de la variance a été utilisée pour comparer les moyennes de plusieurs
groupes. Un test a posteriori (test de Student Newmans Kells) a permis d‘analyser les
différences inter-groupes. Les relations entre les parameétres ont été étudiées a l'aide de
régressions linéaires et le cas échéant de régressions multiples. Le seuil de probabilité
de 0,05 a été pris comme limite de signification. Les valeurs ont été rapportées en
moyennes + SD. Un p< 0,05 était pris comme seuil de signification pour 'ANOVA et
p<0,01 pour les compaisons entre les sujets en surcharge pondérale ou obeses et les

sujets témoins (Test de Student-Newman-Keuls).

5.1.3. Protocole d'étude

Les 3 positions :

Des séquences de 256 points d'enregistrement ont été analysées dans les 3 positions
précédemment décrites: décubitus respiration libre (DRL), décubitus respiration

imposée (DRI) et en orthostatisme respiration libre (ORL).

La charge glucosée :

Aprés 10 minutes de repos, les sujets absorbaient 75 g de glucose. L'enregistrement de

la FC et de la PA était mis en place immédiatement aprés l'ingestion.

Différentes séquences de 256 points ont été analysées aprés le test de charge: a 10,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, et 120 minutes. Des séquences de 1024 points ont été
analysées entre la 30°™ et la 60°™ minute pour évaluer de fagon plus précise les

basses fréquences.

Nous avons utilisé comme principal indice, la valeur maximale des valeurs obtenues au
cours de la charge et les aires sous la courbe. L'aire sous la courbe a été calculée

selon la méthode des trapézes (259).

Des tests ont été effectués préalablement pour éliminer toute modification de la

variabilité de la FC et de la PA aprés l'ingestion d'eau.
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6. Résultats

6.1. Description des sujets

L'age, le sex-ratio, la fréquence cardiaque et la pression artérielle de repos n'étaient
pas différents dans les trois groupes de sujets obéses et chez les sujets témoins
(Tableau 1). Nous n'avons pas trouvé de différence liée au sexe pour les paramétres de
variabilité de la FC et de PA. La distribution de I'age et de I'MC n'étaient pas différente

dans les deux sexes, les données ont donc été rassemblées.

Tableau 1 : Description des sujets

Témoins Surpoids Sujets obéses (ANgVA)

, 18,5-24,9 25-29,9 30-39,9 > 40
Classes d'IMC (n=23) (n=23) (n=24) (n=23)
Age (ans) 31,8+9,5 38,3+8,7 379+ 13,6 35,3+1,0 NS
Sexe ratio 18/5 18/5 17/7 15/8 NS
IMC (kg/m?) 225+2,3 282 +1,7" 357 +25" 48,4 + 8,2* <0,001
Glycémie (g/l) 0,90 + 0,12 0,88 0,012 0,96 + 0,10 1,02+ 0,15 0,004
Insuline (mU/ml) 6,0 +2,6 9,4+49 17,2 £9,8 415+311 <0,0001
PAS (mmHg) 108,7 + 16,4 112,4 + 24,0 114,1 + 13,0 112,2 £ 15,0 NS
PAD (mmHg) 59,0+9,0 63,6 = 13,9 59,9+ 8,9 59,478 NS
FC (bpm) 64,3 + 10,5 67,0 £9,5 68,1 +9,8 70,0 £ 11,0 NS

IMC signifie indice de masse corporelle ; HOMA, homeostatic model assessment; PAS, pression
artérielle systolique ; PAD, pression artérielle diastolique ; FC, fréquence cardiaque.

6.2. Variations des MF, des HF et du ratio MF/HF au repos et en

orthostatisme

s Au repos, en décubitus (DRL)

Les puissances spectrales totales de la FC et de la PA n'étaient pas différentes dans

les quatre groupes.
Les MF (u.n.) de la PAS et de la PAD étaient plus basses dans les deux groupes de

sujets obeses que dans la groupe témoin (symbole * dans le tableau 2).

Les HF en unités normalisées comme les puissances spectrales des HF,
augmentaient graduellement dans les quatre groupes pour la PAS et la PAD. En
revanche, les HF de la FC n'étaient pas différentes dans les quatre groupes. Les ratios
MF/HF de la PAS et PAD, étaient également diminués dans les deux groupes d’obésité

modérée et morbide.
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¢ En orthostatisme (ORL)

Les valeurs des MF de la FC étaient augmentées de fagon significative paf rapport a
la position de repos (symbole ¥ dans le tableau 2), dans les quatre groupes (p<0,05)
mais cette augmentation (delta) était plus faible dans le groupe d’obésité morbide
(p<0,01). Les MF de la PA étaient augmentées de fagon significative uniquement dans
le groupe d'obésité modérée pour la PAD (p<0,05) et dans les deux groupes d’obésité
pour la PAS. Cette augmentation (delta) n’était cependant pas statistiquement différente

dans les 4 groupes.

Les MF (u.n.) de la FC, et de la PAS (u.n.) étaient plus basses dans les deux groupes
de sujets obéses que chez les sujets témoins (symbole * dans le tableau 2) alors que
les valeurs MF de la PAD (u.n.) n'étaient pas différentes. Les puissances spectrales des
HF n'étaient pas différentes dans les quatre groupes dans cette position, alors que les
HF en u.n. de la FC augmentaient graduellement avec I''MC. Les ratios MF/HF de la FC
(Figure 1, Tableau 2) étaient significativement abaissés dans les deux groupes de

sujets obéses. Les puissances totales n'étaient pas différentes.
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Tableau 2 : Variabilité de la FC et de la PA en décubitus respiration libre (DRL) et en
orthostatisme repiration libre (ORL). Les puissances spectrales totales sont exprimées
en mmHg/NHz, pour la PA et en bpm/YHz, pour la FC.

Témoins Surpoids Sujets obéses p (ANOVA)
Classes d'IMC 18,5-24,9 25-29,9 30-39,9 >40
(kg/m?) (n=23) (n=23) (n=24) (n=23)
DRL
PS Tot (0-0,500 Hz)
PAS 137,5 + 20,0 143,0 + 24,7 150,3+19,2  145,1 + 18,1 NS
PAD 77,7 + 10,4 81,7 13,4 81,7 £19,9 78,3 10,6 NS
FC 91,0 £ 19,7 95,0 + 14,4 96,7 + 20,8 97,5 + 24,0 NS
MF u.n.
PAS 62,4 +9,1 62,1 + 8,4 59,8 + 8,8 53,8 + 9,9% 0,006
PAD 63,9 + 8,4 65,1+7,7 60,9 +7,6 56,6 + 9,0+ 0,004
FC 47,9 + 111 49,2 + 9,1 46,3 £ 9,5 438 +9,4 NS
HF u.n.
PAS 0,38 = 0,09 0,39+ 0,09 0,40+ 0,08 0,45 + 0,11 0,035
PAD 0,36 + 0,08 0,36 + 0,08 0,38 + 0,07 0,43 +0,11 0,036
FC 0,51 0,10 0,52 + 0,08 0,53 +0,10 0,55 0,11 NS
MF/HF
PAS 1,79 + 0,62 1,71 + 0,60 1,59 + 0,54 1,28 + 0,54* 0,020
PAD 1,09 + 0,64 2,02 0,74 1,64 + 0,48 1,42 0,54* 0,006
FC 1,02 + 0,48 1,04 + 0,44 0,92 + 0,33 0,83 + 0,32 NS
ORL
PS Totale
PAS 154,1 + 26,9 164,2 + 32,6 169,3+22,0 1650+ 17,4 NS
PAD 96,7 + 20,6 102,2 + 16,3 99,2 +11,2 94,6 + 16,1 NS
FC 112,1 + 20,3 114,0 + 19,6 113,1+£23,7 1123+21,0 NS
MF u.n.
PAS 64,1+7,8 62,0 +7,9 63,8 + 4,3¥% 57,8 + 11,2% 0,040
PAD 69,8 + 7,6 67,0+7,6 67,0 + 5,4¥% 64,1 + 9,0% 0,11
FC 63,2 + 7,3¥% 59,2 + 10,7¥ 54,7 + 8,6¥+ 48,5 + 10,9%+ <0,001
HF u.n.
PAS 0,39 + 0,10 0,38 + 0,08 0,36 + 0,04 0,42 £ 0,12 NS
PAD 0,33 = 0,09 0,32 + 0,08 0,33 + 0,06 0,36 + 0,10 NS
FC 0,41 0,11 0,43 £ 0,12 0,45 + 0,09 0,50 + 0,11 0,041
MF/HF
PAS 1,9+0,64 1,74 + 0,58 1,80 + 0,33 1,65 +0,71¥% NS
PAD 2,53 0,98 2,47 + 1,50¥ 2,11 £0,50¥% 1,96 £0,71¥ 0,18
FC 1,82 +0,57¥% 1,61 + 0,65¥ 1,28 + 0,38¥* 1,04 + 0,47%* <0,001

IMC signifie indice de masse corporelle ; DRL, décubitus respiration libre ; ORL, orthostatisme respiration
libre ; PAS, pression artérielle systolique ; PAD, pression artérielle diastolique ; FC, fréquence cardiaque.
MF, moyennes fréquences ; HF, hautes fréquences ; PS Totale : puissance spectrale totale. U.n. : unités
normalisées. ¥ : pour la comparaison entre les positions ORL et DRL. * pour la comparaison avec le

groupe témoin (Test de Student-Newman-Keuls).
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Figure 1: Moyennes des ratios MF/HF de la FC en position debout (n=93)
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6.3. Variations de la FC et de la PA aprés la charge glucosée

Apres la charge en glucose, la PA s'élevait de facon significative dans les trois
groupes de sujets, en surpoids ou obéeses mais (p<0,01) pas chez les témoins (figure
2). La FC augmentait de facon plus importante dans ces trois groupes que chez les
témoins (p<0,05) (figure 3).

L'age était associé a une augmentation significative mais modeste de la PA (r=0,29 ;
p=0,050).
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Figure 2 : Evolution de la pression artérielle systolique (mmHg) aprés la charge en
glucose. Analyse de variance par mesures répetées effectuée sur la partie ascendante
de la courbe p<0,01
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Figure 3 : Evolution de la fréquence cardiaque aprés la charge en glucose. Analyse de

variance par mesures répétées effectuée sur la partie ascendante de la courbe p<0,01
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6.4. Variations des MF et du ratio MF/HF apres la charge glucosée

1) Les moyennes fréquences (Tableau 3, Figure 4)

Les MF de la FC et de la PA (u.n. et YHz ) augmentaient significativement -dans
les 4 groupes (p<0,0001).

Les aires sous la courbe entre 0 et 120 minutes (ASC 0-120) des MF

L’ASC des MF de la FC et de la PA, en valeur absolue ou relative, étaient plus
élevées dans le groupe d’obésité modérée (30-39,9 kg/m?) que dans le groupe
témoin ou d'obésité morbide (> 40 kg/m?). Les valeurs dans ce groupe n'étaient
pas différentes des témoins (figure 5).

Comme la valeur de base peut influencer l'aire sous la courbe, nous I'avons
calculée en considérant uniqguement 'augmentation au-dessus de la ligne de
base. Les différences constatées étaient identiques.

Les valeurs maximales des MF (u.n. et vHz) de la FC et de la PA étaient
également plus élevées dans le groupe de sujets d’obésité modérée (30-39,9
kg/m?2) alors que ces valeurs n'étaient pas différentes des témoins pour le groupe

d'obéses morbides.

2) Le rapport MF/HF

Le rapport MF/HF de la FC et de la PA (un. et +Hz ) augmentaient
significativement dans les 4 groupes (p<0,0001).

Les aires sous la courbe entre 0 et 120 minutes (ASC 0-120) du ratio MF/HF

Par comparaison avec le groupe témoin, le ratio MF/HF de la PAS et de la PAD
(Tableau 3) était en moyenne plus basse dans le groupe d’obésité modérée (30-
39,9 kg/m?) et dans le groupe de sujets obéses morbides IMC > 40 kg/m2 Les
aires sous la courbe du ratio MF/HF de la FC étaient diminuées dans le groupe
d’obésité morbide, mais a la limite de la signification (p=0,06).

Si on considéere la valeur maximale du ratio MF/HF de la FC et de la PA (Figure
6), en moyenne, cette valeur était moins élevée dans les deux groupes de sujets

obéses que dans le groupe témoin.
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3) L’'augmentation des MF rapportée a l'insulinémie

L’augmentation des MF pour un delta d’insulinémie a été évaluée en rapportant l'aire
sous la courbe des MF sur l'aire sous la courbe d'insulinémie. En regard du niveau
élevé d’insulinémie, 'augmentation des MF était moins importante dans les deux

groupes de sujets obéses (p<0,05) (figure 5).

Tableau 3 : Aire sous la courbe de la charge en glucose (ASC 0-120 min) de la FC
(bpm.min /VHz) et de la PA (mmHg.min /YHz) des paramétres du specire.

Témoins Surpoids Sujets obéses p (ANOVA)
Classes d'IMC 18,5-24,9 25-29,9 30-39,9 > 40
(kg/m2) - (n=8) (n=15) (n=11) (n=11)
ASC ins
(mU.min/ml) 1904 + 1118 5711 £ 2144 11743 2 7762 13904 + 5665 <0,001
ASC .
Total PAS 3507 + 883 3818 + 888 5385 £ 1178 3858 + 8956## <0,001
PAD 2108 + 528 2301 + 493 2985 + 674* 2271 2 671# 0,009
FC 3132 + 1202 2962 + 945 4187 + 1501 3431 = 1851 NS
ASC -
ME PAS 1134 = 269 1446 = 416 2033 + 624 1359 + 428## 0,018
PAD 792 + 189 986 + 282 1202 + 331** 870 + 300## >0,001
FC 969 + 362 102 £ 405 1558 + 541* 1138 + 670# 0,049
ASC  pas . .
ME un. 3631 + 507 4320 =760 4443 + 606 3821 + 7624 0,005
PAD 4267 + 839 4909 + 784 4807 = 555* 4179 = 784# 0,004
FC 3412 £ 786 3931 £ 558 4437 x 595** 3574 £ 7794## <0,001
ASC PAS 316 + 263 200 + 98* 190 + 58* 142 + 43** 0,044
MF/HF - - - - ’
PAD 299 = 141 241 £ 97 203 + 49* 165 + 45* 0,015
FC 157 + 77 129 + 53 150 + 4 106 + 42 NS

IMC signifie indice de masse corporelle ; PAS, pression artérielle systolique ; PAD, pression artérielle
diastolique ; FC, fréquence cardiaque. MF, moyennes fréquences ; HF, hautes fréquences ; PS Tolale:
puissance spectrale totale. u.n. : unités normalisées. * p<0,05 ** p<0,01 pour les comparaisons avec le
groupe témoin, # p<0,05 ## p<0,01 pour les comparaisons avec le groupe de sujets obeses (30-39,9
kg/ma).
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Figure 4 : Evolution de la moyenne des MF (u.a.) de la FC apres la charge glucosée.
Les écart-types n'ont pas été reportés pour la lisibilité de la figure.
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Figure 5 :

Comparaison des aires sous la courbe (ASC) des MF de la FC

(bpm.min/Hz) (A), de 'ASC de linsulinémie (insuline mU.min/ml) (B) et du rapport
ASC MF/ASC insulinémie (MF/mU d'insuline/ml) (C).
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Figure 6 : Valeurs du ratio MF/HF de la PAS (A), de la PAD (B), et de la FC (C), au
repos et valeurs maximales aprés la charge glucosée. Les résultats sont exprimées en
moyennes + écart type. Les valeurs sont significativement différentes dans les quatre
groupes (ANOVA *p < 0,05). Test de Student-Newman-Keuls, # p <0,05.

A
p<0,05
6 — .
T
5 p<0,05
7)) 4 VA
E ) o - |_p_<Q‘Qi_‘ p<0,05
L v ' l
L o ~ ! l
T 2| Ty o v %
= 41 B A B Yy
A Wy [
0 NAAY A A A
Témoin 5-29,9 30-39,9 > 40
Classes d'IMC kg/m2
B
5 p<0,05
g . p<0,05
ol
0,05
Lo o , Irp;_jl p<0,05
T A AR
= | o Y o [
TR B AR ' A -
iy vy A vy
AR A A N
AT [ s AT AY
0 - e P AT NG
Témoin 25-29,9 30-39,9 > 40
Classes d'IMC kg/m?
C
p<0,05
3 ) _
p<0,05
2,5
o | p<0,05
o2 Es <0,05
T A T L
T 1’5 i m v m I T
WAYAY A
TN I BN e )
SN BN =N =n =
Temoin 25.29.9 30-39,9 > 40

Classes d'IMC kg/m?

] DRL

Valeur maximale

] DRL

Valeur maximale

] DRL

4 Valeur maximale

136



6.5. Valeurs des Hautes Fréquences en respiration imposée et au

cours de la charge glucosée.

En DRI, les HF de la PAS (puissance et u.n.) étaient augmentées chez les sujets

obeéses. En unité normalisées, les HF des trois parametres étaient augmentées dans le

groupe d'obéses morbides. L'age était associé a une diminution des HF de la FC et de

la PAD, indépendamment de I'lMC (Tableau 5).

Aprés la charge glucosée, les HF de la FC et de la PA augmentaient de fagon

significative dans les quatre groupes (p<0,0001). L'aire sous la courbe des HF en unité

absolue ou en valeurs relatives de la FC et de la PA étaient significativement plus

élevées dans le groupe d’obésité modérée (30-39,9 kg/m?2) et dans le groupe d’obésité
morbide (IMC > 40 kg/m2).

Tableau 4 : Valeurs des HF de la FC et de la PA en DRI et ASC aprés la charge en
glucose (bpm.min /VHz et mmHg.min /VHz)

Témoins Surpoids Sujets obéses p (ANOVA)
Classes d'IMC (kg/m2?) 18,5-24,9 25-29,9 30-39,9 > 40
HF DRI
PAS (mmHg/Hz) 6,5 + 3,3 8,3+3,2 10,5 +5,7* 10,0 + 4,2 0,017
PAD (mmHg~Hz) 4,3+23 4,9+1,9 6,0 + 4,0 6,125 NS
FC (bpm/AHz) 11,9+8,5 12,7 £ 8,4 13,9+ 11,0 12,8 £ 9,1 NS
HF DRI (u.n.)
PAS 40,3+ 11,8 43,0 10,2 44,2 + 7,1 49,2 £10,1% 0,031
PAD 40,6 + 10,6 42,1 +9,0 46,4 + 8,2 51,9 + 10,6% <0,001
FC 56,8 +9,2 56,2 9,4 58,7 + 10,1 63,6 + 9,2+ 0,039
ASC HF
PAS 597 + 294 929 + 280" 1328 + 406™* 1101 + 339** <0,001
PAD 393 + 232 523 + 159 758 +267** 635 + 267" 0,011
FC 894 + 631 993 + 361 1373 £ 635 1271 = 761 NS

IMC signifie indice de masse corporelle ; PAS, pression artérielle systolique; PAD, pression artérielle

diastolique ;

FC, fréquence cardiaque. HF, hautes fréquences ; u.n. :
p<0,01 pour les comparaisons avec le groupe témoin.

unités normalisées.” p<0,05 **
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Tableau 5 : Coefficients de corrélation partielle entre les HF (u.n.) en décubitus
respiration imposée (DRYI), I'MC (kg/m?) et I'age dans toute la population (n=85)

DRI
r P

HF PAS (u.n.)

IMC 0,310 0,003

Age -0,172 NS
HF PAD (u.n.)

IMC 0,413 <0,0001

Age -0,187 0,056
HF FC (u.n.)

IMC 0,268 0,008

Age -0,307 0,003

6.6. Basses fréquences (BF)

En DRL, les valeurs des BF de la FC et de la PA n'étaient pas statistiquement
différentes dans les quatre groupes. En ORL, les BF de la FC augmentaient de fagon
significative par rapport aux valeurs obtenues en DRL (p<0,05). Ces valeurs n'étaient

pas statistiquement différentes dans les quatre groupes.

Les BF de la FC et de la PA augmentaient de fagon significative aprés la charge
glucosée, dans les quatre groupes. Les valeurs maximales étaient significativement
différentes uniquement pour la PAS (les valeurs en mmHg/YHz sont de : 25,8 + 7,9 pour
les témoins; 39,2 + 12,1 pour le groupe surpoids; 39,0 + 12,6 pour le groupe 30-40
kg/m? et 31,8 + 8,5 pour le groupe d'obésité morbide; p=0,033).

L'ASC des BF de la FC et de la PA étaient significativement plus élevées dans le
groupe d'obésité modérée (30-39,9 kg/m?). La valeur maximale de BF évaluée sur 1024
points entre la 30°™ et la 60°™ minute n'était pas différente de la valeur maximale

évaluée sur 256 points. Les deux méthodes étaient bien correlées (r > 0,80).
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6.7. Analyse spectrale croisée

L'analyse spectrale croisée a été effectuée dans la zone des moyennes fréquences
(entre 0,090 et 0,110 Hz) dans les trois positions et au cours de la charge en glucose

(HGPO).

¢ La cohérence (K?)

Au repos, la cohérence (K2) était en moyenne de 0,52 + 0,19. En position debout, la
cohérence était en moyenne significativement plus élevéee (0,61 + 0,22) (p=0,0178). Le
couplage entre les moyennes fréquences de la pression artérielle et de la fréquence

cardiaque est donc meilleur en orthostatisme.

Pendant la charge en glucose, on observe une augmentation significative de la
cohérence, notamment au cours de la premiere heure: a t=10mn, K2 = 0,58 + 0,21;
entre 30 et 60 min K2 =0,63 = 0,19.

K2 était supérieur a 0,5 chez 34/45 sujets (75%) au repos, chez 37/45 (82%) en ORL
et chez 38/45 (84%) aprés la charge en glucose.

e Le gain baroréflexe au repos et en orthostatisme et au cours de la charge en

glucose

En moyenne le gain était de 0,76 + 0,07 Bat/mmHg au repos, et n'était pas augmenté
en orthostatisme (0,69 + 0,07), alors qu'il augmente significativement aprés la charge

en glucose ( 0,86 + 0,08, p=0,013).

Les effets de I'age et de I''MC

Les effets de I'IMC et de I'4ge ont été étudiés par des corrélations. Dans ces
analyses, seuls les gains pour lesquels la cohérence était supérieure a 0,5 ont été pris
en compte.

L'IMC n'avait pas d'effet indépendant sur le gain baroréflexe ou sur la cohérence.

L'Age était corrélé négativement au gain au repos (Figure 7) (r=-0,370 ; p=0,016), en
orthostatisme (r=-0,51 ; p=0,001), et aprés la charge en glucose (Figure 8) (a t=10mn:
r=-0,50 ; p=0,007, et entre 30 et 60 min : r=-0,57 ; p=0,001).
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Les effets de l'insulinémie
A jeun, l'insulinémie était corrélée négativement au gain au repos indépendamment de
I'age (r=-0,30;p=0,045) mais non significativement au gain en orthostatisme ou au cours
de 'HGPO. De méme, 'ASC de l'insulinémie n'était pas corrélée aux valeurs du gain

pendant le test de charge.
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Figure 7 : Corrélation entre le gain baroréflexe au repos et I'age.

) Bat/mmHg

Figure 8 : Corrélation entre le gain baroréflexe mesuré au cours de 'HGPO et I'age, a
60 minutes (A) et a 90 minutes (B).

A : 60 min BatmmHg

Age

B : 90 min T
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6.8. Discussion

¢ Principaux résultats
Nous montrons dans cette étude qu’une charge en glucose et 'augmentation de

linsulinémie entraine une augmentation significative des MF, des HF et du ratio MF/HF
de la FC et de la PA, chez les sujets de poids normal, mais aussi chez les sujets en
surpoids et chez les sujets obeses. Ces résultats montrent que dans I'obésité modérée
ou seévere, des concentrations tres élevées d'insuline permettent d'obtenir une
stimulation du systeme nerveux sympathique. Néanmoins l'augmentation des MF
rapportée a l'augmentation d'insulinémie est beaucoup moins importante chez les
sujets obeéses, surtout quand l'obésité est extréme (IMC > 40 kg/m?). Le systeme
nerveux sympathique serait donc résistant a insuline. En I'occurrence, l'accroissement
des modulations liées au SNS apres l'ingestion de glucose, évaluée par l'aire sous la
courbe des MF, est moins prononcée chez les sujets obéses morbides que dans
l'obésité commune (IMC: 30-40 kg/m?) alors que linsulinémie n’est pas différente du
groupe d'obésité modérée. L’incapacité a augmenter d’avantage linsulino-sécrétion
peut expliquer la diminution des MF dans ce groupe.
L’altération de la réponse du systeme nerveux sympathique a l'augmentation de
Finsulinémie pourrait donc étre 'un des éléments du syndréme d’insulino-résistance des

sujets obéses normotendus.

De nombreuses études réalisées chez 'homme et chez I'animal ont montré que
l'insuline active le SNS (12;44;314;538). L'insuline agit au niveau du noyau ventro-
médian de I'hypothalamus et indirectement sur les centres sympathiques du tronc
cérébral (265;306;339;438). L'insuline a aussi un effet vasodilatateur sur le systéme
vasculaire périphérique qui pourrait contribuer a l'activation du baroréflexe et a
l'activation du SNS. Cet effet est altéré chez le sujet obése (13;191). Une diminution de
I'effet vasodilatateur de l'insuline pourrait donc expliquer la diminution des MF de la

PAS chez les sujets obéses morbides.

Spraul et al. ont également montré gréce a la microneurographie que l'activité du
SNS était augmentée, au repos chez des sujets d'origine caucasienne et chez des
indiens Pimas obéses mais que la réactivité du SNS étaient altérée chez le sujet obese
aprés une charge en glucose malgré des insulinémies tres élevées (484). Une altération
de la réponse sympathique a également été décrite au cours d'un clamp euglycémique
hyperinsulinémique (538). Cependant I'épreuve de la charge en glucose nous semble

plus physiologique. L’hypersécrétion d'insuline est un mécanisme compensateur qui
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permet de contrer l'insulino-résistance du sujet. L’homéostasie glucidique peut étre
maintenue grace a cette hypersécrétion. De la méme fagon, les sujets les plus insulino-
résistants peuvent forcer linsulino-résistance du SNS au prix d’une hypersécrétion
insulinique (538). Les concentrations en insuline mesurée au cours de la charge
glucidique dépassent généralement les concentrations en insuline mesurées au cours
du clamps euglycémique. L'altération de la réponse du SNS apres lingestion de
glucose pourrait étre liée a un défaut de stimulation du SNS par linsuline mais
également a une baisse de la sensibilité du systéeme cardio-vasculaire aux
catécholamines.

Paolisso et al. (368) a également montré que 'augmentation du rapport MF/HF était

corrélée negativement a 'IMC dans un petit groupe de sujets présentant un surpoids.

L'augmentation des BF aprés une charge en glucose est également trouvée par
Matsumoto et al. (315). Cependant dans notre étude, la valeur maximale des BF
observées, analysées sur 1024 points, ou les aires sous la courbe des BF, étaient plus
importantes dans le groupe d'obésité modérée alors que dans le groupe d’obésité
morbide, l'augmentation n'était pas différente des témoins. L'interprétation de cette
augmentation doit étre prudente. Néanmoins cette bande de fréquence varie lors de
I'exposition au froid, elles pourraient donc étre rapportées a la thermorégulation
(315;316). La bande de fréquences correspondante serait centrée sur 0,021 Hz (de
0,007 a 0,047 Hz) (315;316). Par conséquent, les sujets présentant une obésité
modérée présenteraient par rapport au témoins, une augmentation de [activité
vasomotrice liée a la thermogenése post-prandiale. Cette activité serait altérée chez les
sujets présentant une obésité morbide (IMC > 40 kg/m?), ce qui pourrait contribuer a
l'augmentation du poids. Lors d'une stimulation de la thermogenése par des substances
comme la capsaicine, d'autres études (315;316) ont montré que les basses fréquences
pourraient étre altérées chez les sujets obéses indépendamment des effets de
l'insuline.

Les HF n'étaient pas différentes dans les quatre groupes sauf les HF de la PAS qui
étaient augmentées dans le groupe d'obésité modérée. Cependant les HF diminuent

avec 'dge comme cela a déja été décrit (156) (153).

¢ L'analyse spectrale croisée effectuée au repos et lors des tests de stimulation

nous a permis d'évaluer la sensibilité du baroréflexe.

Les principaux résultats de cette analyse sont les suivants: 1) en orthostatisme et

apres la charge en glucose, la cohérence (K2 augmente de fagon significative ; 2) le
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gain baroréflexe n'est pas plus élevé en orthostatisme mais augmentait aprés la charge
- glucosée ; 3) l'age était le principal facteur expliquant la diminution du gain baroréflexe,
cependant, au repos, le gain baroréflexe est corrélé négativement a l'insulinémie ; 4)
aprés la charge en glucose, la pression artérielle et la fréquence cardiaque
augmentaient significativement chez les sujets en surpoids ou obéses mais pas chez
les sujets témoins. En outre les sujets ayant une obésité morbide augmentaient
également leur pression artérielle alors que la stimulation sympathique est moins

importante chez ces patients et que les HF sont plus élevées.

L'adaptation tensionnelle serait donc défaillante ou retardée chez les sujets obéses.
Bien que nous n'ayons pas mis en évidence de relation entre la gain baroréflexe
mesuré aprés la charge en glucose et I''lMC, la gain baroréflexe au repos était diminué
chez les sujets les plus insulino-résistants. Par conséguent, comme cela a été suggéré
par Grassi et al. (176), et comme nous l'avons montré dans |'étude précédente, une
altération du baroréflexe est probable chez ces patients. L'dge reste néanmoins un
facteur confondant important. Une diminution de la sensibilité du baroréflexe pourrait

expliquer cette augmentation tensionnelle.

Chez le sujet obése insulino-résistant, I'effet vasodilatateur de [insuline est
également altéré (245;247;537), ce qui pourrait aussi favoriser l|'augmentation
tensionnelle. Comme le suggeérent les variations de moyennes fréquences, on peut
supposer que l'hyperinsulinisme est responsable d'une hyper-stimulation du SNS.
L'hypertonie sympathique joue un réle prédominant dans le développement de
I'hypertension artérielle du sujet obése (212). Le mécanisme communément admis est
la théorie dite de l'autorégulation (183). L'accentuation de la réponse vasoconstrictrice
des vaisseaux sous linfluence du sympathique reste au centre de la physiopathologie
de I'hypertension artérielle du sujet obése. Les relations entre le systéme sympathique,
la sensibilité baroréflexe et la réponse vasodilatatrice périphérique pourraient étre

perturbées dans l'obésité, méme en l'absence d'hypertension artérielle.

e En conclusion

Cette étude montre que dans l'obésité commune, I'hyperinsulinisme qui suit une
charge en glucose s'accompagne d'une augmentation de la réponse sympathique.
Rapportée aux variations d'insulinémie, cette réactivité est altérée au cours de l'obésité,
notamment dans I'obésité morbide. Chez ces patients, une dysfonction sympathique

pourrait jouer un rble dans la physiopathologie de l'obésité.
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TROISIEME ETUDE CLINIQUE

La relation entre le systéme nerveux
sympathique et la leptine: effets de la restriction

calorique et de I'amaigrissement

145



1. Introduction

Comme l'ont montré plusieurs travaux chez Panimal, la leptine stimule le systeme
nerveux sympathique (SNS). Cette hormone joue un réle important dans la régulation
de la balance énergétique par son effet sur la satiété mais également par son effet sur
la thermogénese (195). Elle a aussi un rdle régulateur sur le systeme cardio-vasculaire
et une action vasopressive (104;197,;465).

La relation entre la leptine et le SNS a été peu étudiée chez 'homme (370;554).
Paolisso et al. (369) ont été les premiers a aborder cette question en utilisant 'analyse
spectrale de la variabilité de la fréquence cardiaque. lls ont rapporté qu’il existait une
corrélation positive entre la leptinémie et la composante sympathique des modulations
de la fréquence cardiaque, chez le sujet de poids normal. A notre connaissance cette
relation n’a pas été étudiée au cours de 'obésité. Or une diminution de I'activité du SNS
pourrait contribuer a la prise de poids ou a la résistance a 'amaigrissement (294). Le
role de la leptine dans ce domaine n’ a pas fait Fobjet d’'une attention particuliere.

La leptinémie augmente avec la masse grasse et est donc généralement élevée
chez le sujet obese. Malgré cette forte concentration, cette hormone n'exerce donc pas
l'effet escompté sur le contrble pondéral (92). Cette absence d'effet est souvent
interprété comme un état de résistance a laction de I'hormone. Le concept est
néanmoins difficile a définir en pratique clinique. Le rapport de la leptinemie sur la
masse grasse pourrait étre un marqueur de cette « leptino-résistance » (490). Il est
intéressant d’analyser dans cette perspective les effets de la leptine sur le SNS : sont-
ils conservés, diminués ou abolis ? L’action stimulante de la leptine sur le SNS est
préservé dans certains modeles animaux d’obésité (104;197), comme la souris Agouti
(109). Cette souris synthétise en excés la protéine Agouti, antagoniste du récepteur de
type 4 des mélanocortines (MC4R), empéchant ainsi la leptine d'exercer son réle
inhibiteur sur la sécrétion de neuropeptide Y (109). Par contre, l'action de la leptine sur
le SNS et son action vasopressive sont conservées (396). La résistance a la leptine
pourrait donc étre sélective sur la régulation de la prise alimentaire et ne pas toucher
l'action stimulante de la leptine sur le systéme sympathique et son action vasopressive.
Différents mécanismes de résistance a la leptine ont été décrits chez ['animal
(33;282;440;524). Mais ils restent hypothétiques chez ’homme. Néanmoins, la leptine a
été impliquée dans la physiopathologie de [I'hypertension du sujet obese
(188;195;202;312;371;464).

Les variations respectives de la leptinémie et des indices du SN autonome au cours

d’une restriction calorique n’ont jamais été étudiées. Cette situation dynamique de
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modification de la masse grasse est susceptible d’apporter des informations
intéressante sur la boucle de régulation leptine-SNS. Nous avons eu l'opportunité
d’envisager les effets d’'un médicament de I'obésité, la sibutramine. Cette molécule qui
inhibe la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline, pourrait par conséquent
modifier la variabilité de la frequence cardiaque en raison de son effet stimulant sur le
systeme sympathique (25;106). Les conséquences sur la relation leptine-SNS ne sont
pas connues.

Les objectifs de ce travail sont donc 1) d’analyser la relation entre leptine et les
paramétres de la variabilité de la fréquence cardiaque chez des sujets obéses en
fonction de la composition corporelle en masse grasse, 2) d'étudier les effets de
Famaigrissement et de la sibutramine sur la variabilité de la fréquence cardiaque , 3)
d’analyser les répercussions de I'amaigrissement sur la relation entre la leptine et les
indices de la variabilité de la fréquence cardiaque reflétant le fonctionnement du

systeme nerveux sympathique.

2. Sujets et méthodes

2.1. Sujets

Quatre-vingt-quinze femmes ont été recrutées dans le service de Diabétologie-
Maladies métaboliques et Nutrition du CHU de Nancy (Hopital Jeanne d'Arc,
Dommartin-les-Toul). L'étude a été réalisée au centre d'investigation clinique (CHU-
INSERM, CHU de Nancy, Hopital J.d'Arc, Dommartin-les-Toul). Elles étaient agées de
18 a 65 ans et avaient un IMC compris entre 30 et 40 kg/m2. Leur poids était stable

depuis 3 mois (perte de poids < 3kg).

Les principaux facteurs d'exclusion étaient : I'hypertension artérielle, les troubles
graves du comportement alimentaire, 'obésité d'origine endocrine, le diabéte, une
tachycardie (plus de 100 battements/min), les anomalies a I'ECG, toute pathologie
intercurrente et tout traitement pouvant interférer sur le systeme nerveux autonome

(médicaments antihypertenseurs).
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Les patientes étaient examinées, pesées et mesurées avec précision (respectivement
0,1 kg et 0,5 cm), de méme que le tour de taille et de hanches: La pression artérielle
était prise avec un sphingmomanométre a mercure dans des conditions standardisées.

Un ECG était réalisé au repos.

2.2. Méthodes

2.2.1. Principes de I’analyse de la variabilité de la fréquence
cardiaque sur 24 heures

2.2.1.1. Mesure de la fréquence cardiaque

Le tracé électrocardiographique (ECG) est enregistré sur 24 heures par un systéme
Holter & 2 canaux. Six timbres sont apposés sur le thorax du sujet et reliés par des fils
a un boftier d'enregistrement contenant une cassette audio, sur laquelle est enregistré
le tracé ECG. Chaque tracé est ensuite analysé grace au logiciel ELATEC (module VFC
. version 3.02) qui permet de distinguer les complexes QRS sinusaux des complexes
extrasystoliques et des artéfacts, ces derniers étant éliminés pour l'analyse de la
variabilité. Tous les paramétres de détection et de classification sont réglés et validés

par l'utilisateur, pour permettre un traitement optimal adapté a chaque cas.

2.2.1.2. Mesure de la variabilité de la fréquence cardiaque

Nous avons utilisé deux approches pour mesurer la variabilité de la fréquence

cardiaque.

e  Analyse temporelle

A partir d'un enregistrement Holter ECG des 24 heures, on détermine la fréquence
cardiaque a chaque instant et les intervalles entre les complexes QRS successifs

normaux. Différents indices sont calculés.

v SDNN est |'écart type de tous les intervalles RR normaux (ou NN : Normal to
Normal) sur la période globale de 24 heures. Ce parametre estime la variabilité
globale, sa valeur est exprimée en millisecondes. La variance totale de la
variabilité augmente avec la durée de l'enregistrement. Il faut donc veiller a ne

comparer que des SDNN obtenus a partir d'enregistrements de durée similaire.
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v' SDANN est l'écart-type de la moyenne des intervalles NN calculée sur 5
minutes. Cet indice estime les modifications de la fréquence cardiaque dues a des

cycles de durée supérieure a 5 minutes. Il est exprimé en millisecondes

v pNN50 et le rMSSD correspondent a I'analyse par triplets qui prend en compte 3
complexes QRS et les 2 intervalles qu'ils définissent. Le pNN5O est le pourcentage
de triplets pour lesquels il existe une différence de plus de 50 millisecondes entre les
2 RR individualisés. Le rMSSD est la racine carrée de la moyenne de la somme des

carrés des différences entre les 2 RR individualisés. Il est exprimé en millisecondes.

Ces deux indices estiment les variations de la fréquence cardiaque de haute
fréquence. Ces différents indices sont calculés sur la période nocturne et sur la

période diurne.

Analyse spectrale

Comme pour I'analyse a court terme (voir chapitre méthode page 56), on utilise la

transformée de Fourier. L'analyse n'est pas faite sur la fréquence cardiaque mais sur la

durée de l'intervalle RR. Les puissances spectrales sont exprimées en millisecondes au

carré (ms?2).

La définition et l'interprétation des bandes d'analyse est identique a celle de I'analyse

a court terme (500).

- La bande HF (hautes fréquences) va de 0,150 a 0,400 Hz, est lié au systeme
parasympathique, elle est donc influencée par les variations respiratoires.

- La bande MF (moyenne frequences, MF ou Low Frequency) comprise entre
0,040 et 0,150 Hz correspond essentiellement aux modulation du sympathique
mais les MF ont aussi une composante vagale.

- Le rapport MF/HF peut étre considéré comme un indice de la balance
sympatho-vagale.

- Les bandes BF (basses fréquences ou VLF, Very Low Frequency), de 0,004 a

0,040 Hz sont d'interprétation discutée.

Correspondance entre les parameétres de I'analyse temporelle et de I'analyse
spectrale

SDNN et la puissance spectrale totale sont mathématiquement tres proches, a

condition que l'analyse spectrale soit réalisée sur de longues périodes et non sur des
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segments de 5 minutes. Dans ce cas cette analyse ne prend pas en compte les

- variations supérieures a 5 minutes qui sont importantes dans la période diurne.

RMSSD et pNN50 sont fortement corrélés aux HF (234) (0,15-0,40 Hz) (r >0,85).

2.2.1.3. L’analyse de la dynamicité de I'intervalle QT

Calcul

L'intervalle QTe (QT end) et Qta (QT apex) a été mesuré a partir d’'un
électrocardiogramme 12 pistes. Le QTe débute au pied du QRS et se termine par
l'intersection de la tangente de la portion descendante de l'onde T avec la ligne
isoélectrigue moyennée. Le Qta est se termine a I'apex de I'onde T. QTe et QTa sont
calculés battement par battement. Ces intervalles sont ensuite couplés aux intervalles
RR précédents. On peut construire un nuage de points QT/RR et calculer le coefficient
de régression et I'équation de la droite liant les deux variables. On obtient la pente de la

droite de régression, rQT.

Interprétation du rQT

Les modifications de la balance sympatho-vagale peuvent induire des
modifications de l'intervalle QT indépendamment de la fréquence cardiaque. Ainsi, pour
une fréquence cardiaque donnée, la stimulation vagale et l'acétylcholine peuvent
entrainer un allongement de lintervalle QT (84;117;274). La stimulation du systéme
sympathique, par exemple lors de l'exercice physique, entraine une diminution de la
durée de lintervalle QT (157). Cependant la stimulation B—adrénergique (isoprénaline)
entraine un raccourcissement moins important de lintervalle QT que l'exercice ou

l'atropine (299). La pente de la courbe QT/RR est donc plus importante lors d'une

stimulation sympathique -adrénergique.

2.2.1.4. Critéres principaux
Les moyennes fréquences (MF), exprimées en unités normalisées suivant les
recommandations internationales, reflétant au moins en partie les modulations du SNS
et le rapport MF/HF, indice de la balance sympatho-vagale ont été choisis comme
principaux critéres. La dynamicité du QT a été évaluée sur la pente du QTe/RR (rQTe)

et sur la pente du QTa/RR (rQTa).
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2.2.2. La mesure de composition corporelle

La composition corporelle a été mesurée par absorptiométrie biphotonique sur un
appareil LUNAR® DPX-IQ system (LUNAR® Corporation, 313 w. Beltine HWY,
Madison, WI 53713, USA, version 4.1d du logiciel). L'appareil estime la masse grasse,
la masse maigre et la masse osseuse (exprimées en kg) et donne les pourcentages de
masse grasse et de masse maigre. Pour les sujets dont la largeur dépassait la largeur
de la zone d'enregistrement, le bras gauche a été placé a l'extérieur de la table. En
considérant que les bras gauche et droit ont la méme composition, nous avons

recalculé les valeurs manquantes a partir du bras droit.

En raison de problemes techniques, 37 sujets n‘ont pas eu de mesure de

composition corporelie au temps 6 mois.

2.2.2.1. Analyses biochimiques

L' insulinémie a été mesurée a linclusion par une méthode radioimmunologique
(Insulin IMX. Abbott laboratories, Tokyo, Japan). Les coefficients de variation intra-
essais étaient de 4% et inter-essais de 6%. La réaction croisée avec la proinsuline était
de 0,05%.

La glycémie a été mesurée par la méthode de la glucose oxidase (Beckman

Instruments Inc, Fullerton, CA).

L'index HOMA (Homeostasis model assessment) a été calculé pour évaluer la
sensibilité a linsuline, selon Mathiews ef al. (319), Cette formule est la suivante :

HOMA-= insulinémie a jeun (mU/ml) x glycémie a jeun (mmol/1)/22,5.

Le HDL-cholesterol a été analysé aprés précipitation des lipoproteines contenant
l'apoB avec du phosphotungstate de sodium / chlorure de magnésium (Boehringer
Mannheim, FRG). Le cholestérol total et les triglycérides ont été mesurés avec des kits
commercialisés (Boehringer, Mannheim, FRG) adaptés pour l'anayseur Hitashi 911

(Japan). Le LDL-cholesterol a été calculé selon la formule de Friedewald et al. (154).
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La leptine a été mesurée a linclusion et a 6 mois par une méthode
radioimmunologique (LINCO Research Inc., St Louis, MO, USA). Les coefficients intra-

essais et inter-essais étaient respectivement de 4,5 et 8%.

2.3. Protocole

Les patients étaient vus une premiére fois lors d’une visite préinclusion. Les patients
pouvant étre inclus étaient suivis pendant trois semaines sans médicament ni conseils
diététiques. A la visite d’inclusion, les patients ayant maintenu leur poids stable, étaient
randomisés trois par trois dans chaque groupe de traitement : placebo, sibutramine 10
.mg, sibutramine 20 mg, une fois par jour pendant 6 mois. Pour des raisons de
tolérance, les patients du groupe sibutramine 20 mg recevaient une dose de 15 mg
pendant les deux premiéres semaines puis une dose de 20 mg.

Lors de la visite d’inclusion, des conseils diététiques étaient donnés par une
diététicienne. La restriction calorique étaient de 30% des apports caloriques. La
sibutramine et le placébo provenaient du laboratoire Knoll Pharmaceuticals
(Nottingham, United Kingdom). Cette étude a été approuvée par le comité de

consultation pour la protection des personnes et des biens de Nancy.

2.4. Analyse statistique

Les valeurs sont exprimées en moyenne et écart type. L'analyse statistique a été
réalisée sur les logiciels Statview version 5 et BMDP (Berkeley, CA, University of
California press, 1992).

La normalité des variables a été vérifiee par un test de Skewness et de Kurtosis. Des
régressions linéaires ont été faites pour évaluer les coefficients de corrélation entre les
variables. Des régressions multiples ont été utilisées pour tester plusieurs variables
indépendantes ou variables d'ajustement. La valeur de p < 0,05 était la valeur seuil de

signification.
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3. Résultats

3.1. Parametres anthropométriques et biologiques

3.1.1. Description
Les principales caractéristiques anthropométriques et biologiquesdes sujets et les
principaux indices de variabilité de la fréquence cardiaque sont reportés dans le
Tableau 1. Soixante dix-neuf patientes avaient un IMC compris entre 30 et 34,9 kg/m?
et 16 avaient une obésité sévére (IMC compris entre 35 et 39,9 kg/m?). La masse
grasse variait de 26,2 a 58,4 kg, la leptine de 15 a 81,5 ng/ml et le rapport
leptine/masse grasse de 0,44 a 1,74 ng/mi/kg.

Tableau 1 : Paramétres cliniques, biologiques et de composition corporelle (n=95)

Variables Moyennes + SD Extrémes

Age 404114 19,0 - 62,0
IMC (kg/m?) 33,223 30,0 - 40,0
T/H 1,17 £ 0,07 1,00 - 1,32
leptine (ng/ml) 37,3+11,9 15,0 - 81,5
leptine/MG (ug/l/kg) 0,90 0,26 0,44 - 1,74
Insulin (mU/1) 22,5 +228 3,7-70,0

HOMA 5,66 7,53 0,88 — 28,8
Glycémie (g/l) 0,91 £ 0,14 0,45-1,29
Cholestérol (g/l) 2,08 + 0,37 1,20 - 3,40
HDL-cholestérol (g/l) 0,55 +0,12 0,29 - 0,93
Triglycérides (g/l) 1,36 + 0,84 0,31 - 4,02
% masse grasse 46,6 £ 3,7 37,5-56,4
Masse grasse (kg) 415+59 26,2 - 58,4

T : taille, H : hanche, MG : masse grasse, HOMA : homeostasis model
assessment

3.1.2. Paramétres corrélés a la leptine

Le Tableau 2 montrent les coefficients de corrélation entre la leptine ou le rapport
leptine/masse grasse et les paramétres anthropométriques ou meétaboliques. La
leptinémie apres 12 heures de jeun était corrélée significativement et positivement avec
la masse grasse du sujet, en valeur absolue et en %, et avec le rapport taille/hanche

(Tableau 2). L'insulinémie était corrélée significativement a la concentration de leptine.

Le rapport leptine /masse grasse était uniqguement corrélé avec la masse grasse en %
(r=0,22 ; p=0,037) (figure 1). Par conséquent, plus la masse grasse est importante, plus

le rapport leptine/masse grasse est élevé.
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Tableau 2 : Corrélations entre la leptinémie et les parameétres anthropométriques et de
composition corporelle a l'inclusion.

S ) leptine leptine/masse grasse
Variables indépendantes r p
Age -0,21 0,019 -0,12 NS
IMC 0,29 0,001 -0,03 NS
T/H 0,32 0,0004 0,06 NS
Composition corporelle
Masse grasse (kg) 0,45 <0,0001 0,06 NS
Masse grasse % 0,53 <0,0001 0,22 0,036
Masse maigre (kg) -0,10 NS -0,21 0,044
Parameétres biologiques
Insuline 0,25 0,011 0,19 0,06
HDL-cholesterol 0,09 NS -0,06 NS
Triglycérides 0,04 NS -0,01 NS
Glycémie 002 NS -001 NS

Figure 1 : Régression linéaire entre le rapport leptinemie/masse grasse et le % de

masse grasse ; r=0,22 ; p=0,037
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3.2. Pression artérielle et parametres de variabilité

3.2.1. Description

La PAD, la PAS, la FC et les principaux indices de variabilité de la FC sont rapportés

dans le Tableau 3.

Tableau 3: Pression artérielle, fréquence cardiaque, principaux paramétres de
variabilité de la fréquence cardiaque et le rQT (n=95)

Variables Moyennes + SD  Extrémes
PAD (MMHG) 74,4 £9,1 55,0 - 95,0
PAS (mmHg) 122,8 + 12,5 89,0 - 145,0
FC (Bavmin) 722+79  550-930
SDdela FC 136,9 + 33,3 71,2-255,0
SDNN {ms) 97,8 +32,4 45,7 - 203,9
SDANN (ms) 123,7 + 33,1 60,4 - 228,4
PNN50 (%) 93+7,6 0,1-31,9
RMSSD 33,6 +15,4 10,8 - 80,1
Puissance Totale (ms?) 3258 + 178 550 - 8294
MF/HF 5,40 + 2,39 0,92 - 12,49
MF (n.u.) 0,82 + 0,08 0,48 - 0,93
RQTe 0,84 + 0,11 0,44 - 0,96
RQTa 0,92 + 0,04 0,82 — 0,98

3.2.2. Parameétres corrélés a la leptine

La pression artérielle diastolique était corrélée a la leptine (p=0,040) et au rapport
leptine/masse grasse (p=0,022). Cette relation restait significative aprés ajustement sur
l'insuline, le rapport taille sur hanche, le % de masse grasse et l'age (r= -0,24 ; p=0,027
avec la leptine; et r= -0,21 ; p=0,036 avec le rapport leptine/masse grasse). Ni la
fréquence cardiaque ni la pression artérielle systolique n'étaient corrélées a la leptine

ou au rapport leptine/masse grasse.

Les MF (u.n.), le rapport MF/HF, SDNN, le rQTa et le rQTe étaient corrélés
négativement avec la concentration de leptine. Les relations entre les MF, le rapport
MF/HF, le rQTe et la leptine, étaient également significatives apres ajustement sur la
masse grasse. L'indépendance de cette relation statistique avec la masse grasse a été

confirmée en calculant le rapport leptinémie/masse grasse (Tableau 4).
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Les MF et le rapport MF/HF diminuaient graduellement avec ce rapport (figure 2).
Aucun des parametres considérés comme des indices d'activité du parasympathique,
RMSSD, pNN50, et HF (u.n.) n'était significativement corrélé a la leptine.

Les MF (u.n.) était négativement corrélées a l'insulinémie (r=-0,25 ; p=0,028) alors
que la corrélation entre le rapport MF/HF et l'insulinémie n’était pas significative apres
ajustement sur l'age (r= -0,19 ; p = 0,08). Les MF étaient également corrélees
négativement a I''MC mais de fagon non significative aprés ajustement sur l'age (r = -
0,21 ; p=0,08).

Tableau 4 : Corrélations entre la leptinémie et les composantes de la variabilité de la
fréquence cardiaque ajustées sur 'age a l'inclusion.

i . leptine leptine/masse grasse
PAD -0,20 0,040 -0,22 0,022
PAS 0,05 NS 0,05 NS
FC 0,17 NS 0,16 NS
Variabilité FC
Analyse spectrale
Puissance totale -0,09 NS -0,10 NS
MF (u.n.) -0,30 0,002 -0,28 0,004
LS -0,36 <0,001 -0,33 0,0007
Analyse fréquentielle
SDNN -0,33 0,026 -0,26 0,07
QT
rQTe -0,31 0,037 -0,31 0,038
1QTa 034 0024  -025 0090

Figure 2 : Analyse en régression linéaire entre le rapport leptinémie/masse grasse et le
rapport MF/HF ; r =-0,21 ; p = 0,027
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3.2.2.1. Facteurs expliquant les variations des MF et du rapport MF/HF

Différénts modeles ont été testés pour expliquer les MF et le rapport MF/HF. L’age,
la masse grasse (%), I'insuline, le rapport leptine/masse grasse ou la leptine ont été
testées comme variables indépendantes.

Les MF étaient corrélées négativement et significativement au rapport leptine/masse
grasse et de facon indépendante a 'age et a Finsulinémie. Ce modele expliquait 38 %
de la variance de ce parameétre.

Le rapport MF/HF était corrélé négativement et significativement au rapport
Iéptine/masse grasse et de fagon indépendante a I'age. Ce modeéle expliquait 33 % de
la variance de ce parameétre.

Le rQTe était corrélé negativement et de fagon indépendante uniquement au rapport

leptine/masse grasse. Ce modele expliquait 17 % de la variance de ce parameétre.
Des résultats similaires ont été trouvés en remplacement le rapport leptine /masse

grasse et la masse grasse (%), par la leptinémie et la masse grasse en kg (données

non détaillées).
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Tableau 5

Analyse multivariée entre MF (u.n.), MF/HF et rQT (variables

dépendantes) et le ratio leptinémie/masse grasse (MG), a linclusion (variables

indépendantes) (n= 95).

Variables

Dépendantes Indépendantes B F r2 du modele

MF (n.u.) leptine/MG -50,5 10° +25,110° | 4,1 0,38
age -2,110%£0,6 10° 8,6
Insulinémie -1,110%+0,3510° | 10,4
% masse grasse | -3,4 10°+1,9510°

MF/HF leptine/MG -2,63 +0,90 8,5 0,33
age -0,065 =+ 0,238 7,6
Insulinémie -
% masse grasse -

rQTe leptine/MG -42,5 10°+19,710° | 4,6 0,17
age -
Insulinémie
% masse grasse -

3.2.2.2. Etude longitudinale : effets de la perte de poids

Cinquante-huit femmes (61%) ont eu I'ensemble des examens a 3 mois et 6 mois
(groupe placebo: n= 19, groupe 10 mg sibutramine: n = 19, et groupe 20 mg
sibutramine :n = 20). Dans ce sous groupe, les données a linclusion n’étaient pas
différentes de 'ensemble du groupe (n=95). Les modifications observées a 3 mois et a
6 mois sont rapportées dans le tableau 6 et la figure 3. L'ensemble des parametres
anthropométriques et de la variabilité de la fréquence cardiaque était profondément

modifié par la restriction alimentaire et I'amaigrissement.

Evolution des parameétres anthropométriques (Tableau 6).

A 3 mois, la perte de poids n’était pas différente dans les trois groupes mais était
significativement plus importante dans les deux groupes sibutramine a 6 mois. La
diminution de la leptinémie était significative a 6 mois dans les deux groupes traités par

sibutramine. La leptinémie n’était pas différente entre ces deux groupes alors que la
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perte de poids était plus importante dans le groupe sibutramine 20 mg. Par contre le
rapport leptine/masse grasse n'était pas significativement modifi€ dans les trois
groupes.

Au 6°™ mois, la perte de poids était significative dans les 3 groupes.

Evolution des paramétres de la variabilité (Tableau 6 et figure 3)

A 3 mois
La puissance spectrale totale, les puissances spectrales des MF et des HF étaient
significativement diminuées dans les trois groupes. Par contre en unités normalisées,
les MF augmentaient de facon significative dans les trois groupes, de méme que le
rapport MF/HF alors que les HF (u .n.) diminuaient significativement (figure 3). Tous les
paramétres de variabilité en analyse temporelle étaient significativement abaissés.

Entre le 3°™ et le 6°™ mois

Les puissance totale, les puissances spectrales des MF et des HF remontaient de
fagon trés significative, alors que dans le méme temps la perte de poids était moins
importante dans les trois groupes de traitement (p<0,01). Les valeurs de MF (ms?) et
des HF (ms?) étaient plus élevées a 6 mois que lors de l'inclusion , mais la contribution
des MF a la variabilité totale était plus basse comme le montrent les valeurs de MF en
unités normalisées et le rapport des MF/HF (p<0,001).

Relation avec la perte de poids

Entre l'inclusion et la troisieme mois, la réduction (delta) de la variabilité totale de la
fréquence cardiaque était corrélée a la perte de poids (r=0,33;p=0,025). D'autre pan, la
perte de poids entre le 3*°™ mois et le 6°™ mois était significativement corrélée a la
valeur des MF (u.n.) a 3 mois, indépendamment de la valeur du poids a cette date. Les
sujets ayant les MF les plus basses ont donc moins maigri que les sujets ayant des MF
élevées: les LF (u.n.) a trois mois étaient corrélées négativement a la perte de masse
grasse en pourcentage (r = -0,27; p = 0,041), a la masse grasse en kg (r = -0,29; p =

0,034) et a la perte de poids (r = -0,25; p = 0,06).

Les modifications de variabilité de la fréquence cardiaque observées au cours de
l'amaigrissement ont été également analysées dans toute la population ayant eu un
enregistrement holter (n=95) (données non détaillées). Ces variations étaient identiques
a celles rapportés chez les patientes ayant bénéficiées d'une analyse de composition

corporelle.
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La relation entre les MF et le rapport leptine/masse grasse a 6 mois

Une régression multiple a été refaite sur les variables a 6 mois pour analyser les
relations indépendantes de chaque paramétre sur les MF (u.n.) et sur le rapport MF/HF
(tableau 7). Les MF et le rapport MF/HF étaient corrélées négativement au rapport
leptine/masse grasse et a 'age de fagon indépendante. Le traitement r’influengait pas
cette relation. L’age et le rapport leptine/masse grasse expliquait 21% de la variance
des MF et 22% de la variance du rapport MF/HF. Par conséquent les femmes qui ont

une leptinémie haute a 6 mois avaient également des MF (u.n.) et un rapport MF/HF

bas.p
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Tableau 6 : Evolution des parameétres anthropométriques, des puissances totales, de la leptinémie, des MF et des HF et & l'inclusion, a 3

mois et a 6 mois (n=58)

Anova
Inclusion 3*™ mois et delta (M3-MQ) * 6°™ mois et delta (M3-M0) p du delta M6-M0O Groupes Traitement & M6
Poids (kg)
Placebo 89,2+7,9 859+ 13,3 (3,4 %+ 1,8) 86,7 £8,1 (2,9 %+ 3,5) 0,002 <0,001
10 mg Sibutramine 87,2167 83,2+ 53(-43%% 1,3) 80,3+6,8 (-7,0% * 4,4) <0,001
20 mg Sibutramine 88,7 £ 6,6 813+ 7,7(-44%+ 1,7) 79,5£102(-105%+ 7,2) <0,001
Masse Grasse (kg)
Placebo 432+59 40,4+ 8,0(-9% = 10,7) 40,8+ 5,8 (-59 %+ 2,9) 0,004 <0,001
10 mg Sibutramine 41,8+5,4 37,0+ 52 (-12,6 % = 6,0) 35,0+ 6,3 (-16,3% + 4,3) <0,001
20 mg Sibutramine 422+52 358+ 50(-143%+ 7,1) 33,8+ 7,6 (-20,5%+ 5.7) <0,001
Leptine
Placebo 39,7+£13,4 371+ 11,6 (-62% + 17,2) NS < 0,001
10 mg Sibutramine 36,2+ 10,7 27,8+ 13,7 (-8,7 % + 12,4) 0,017
20 mg Sibutramine 385+ 9,2 29,8+ 14,6 (-81 %+ 17,1) 0,031
Leptine/masse grasse(ng/mi/kg)
Placebo 0,92+ 0,27 0,91 +0,27 (-1,1 % + 0,35) NS
10 mg Sibutramine 0,88 + 0,27 0,76 £0,27 (-9,9 % + 0,32) NS NS
20 mg Sibutramine 0,91 +0,22 0,85+ 0,32 (-4,2 % + 0,35) NS
Puissance Totale (ms?)
Placebo 3233 + 2021 2062+ 1225 (-33,8 % = 18,5) 4777 + 3348 (+62,8 % + 9,0 <0,001 NS
10 mg Sibutramine 2371 + 1503 1651+ 929 (-43,0% = 12,9) 3445 + 2224 (+46,6 % + 22,3) <0,001
20 mg Sibutramine 3002 + 1426 1788+ 929 (-44,6 % + 16,7) 4352 2480 (+42,0 % + 25,7) <0,001
MF (ms?)
Placebo 968 + 753 594 + 317(-30,7% + 20,4) 1423 + 1365 (+62,7% + 87,4) <0,001 NS
10 mg Sibutramine 651 + 485 466 + 273 (-40,1% + 14,4) 926 + 793 (+39,1% + 18,7) <0,001
20 mg Sibutramine 767 + 365 491 + 258 (-41,8% + 9,9) 1108 + 594 (+41,4% + 20,1) <0,001
MF (u.n.)
Placebo 76,2+ 9,4 81,6+ 18,6 (+7,1% + 5,3) 70,4+ 13,0 (-7,5%  7,6) <0,001 NS
10 mg Sibutramine 72,8+9,3 84,3+ 20,1 (+15,1 % + 5,5) 67,6+ 13,2(-8,3% = 10,8) <0,001
20 mg Sibutramine 75,7 + 8,9 86,7+ 21,3 (+14,5% + 3,5) 705+ 11,1 (-7,3% £ 54) <0,001
HF (ms?)
Placebo 376 + 440 128 + 120 (-58,1% £ 18,0) 747 + 896 (126,6% + 98.,6) <0,001
10 mg Sibutramine 234+ 198 9173 (-73,0% % 11,3) 448 + 4 31 (86,8% * 52,7) <0,001 NS
20 mg Sibutramine 276 + 20 87 £ 54 (-66,4% + 16,1) 562 + 559 (84,2% + 40,0) <0,001
HF (un)
Placebo 23,8+9,4 16,6 + 9,2 (-30,2 % + 21,8) 29,5+ 13,1 (+20,1 % + 5,1) <0,001
10 mg Sibutramine 27,1 49,1 12,8 + 4,2 (-52,7 % + 13,7) 32,4+ 13,2 (+20,4 % + 7,3) <0,001 NS
20 mg Sibutramine 243+89 16,3 + 6,4 (-329% + 189) 295+ 112 (+196 % + 3,1) <0,001
MF/HF
Placebo 54+1,9 6,3 £ 2,8(+32,6% = 7,9) 3,2+ 21(-41,5%% 24,1) <0,001
10 mg Sibutramine 57+22 7.6 £ 2,5(+33,3% = 3,0) 2,8+ 2,4 (-422 %+ 71,7) <0,001 NS
20 mg Sibutramine 56+2,1 6,8 + 3,7 (+28,4% % 5,3) 2,8+ 1,2(-46,9 % + 24,9) <0,001

¢ Les différences observées entre les groupes de traitement & 3 mois n'étaient pas significatives,

excepté pour la

perte de poids et la perte de masse grasse, gul étaient plus importantes dans le groupe sibutramine 20 mg.
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Figure 3 : Evolution de la variabilité de la fréquence cardiaque au cours de
'amaigrissement (n=58). Moyennes des trois groupes de traitement £ SD. * p<0,05 en
comparison avec les valeurs a l'inclusion.
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Tableau 7 :

Parameétres expliquant les MF (u.n.), le rapport MF/HF et rQT (variable dépendante) a l'inclusion et au 6°™ mois.

Inclusion (n=95)

6éme mois (n=58)

Dépendante |Indépendante B F r2 du modele | Indépendante B F r2 du modeéle
MF (n.u.) leptine/MG -50,510° +£25,1 10° 4.1 0,38 leptine/MG -0,132 = 0,057 5,4 0,21
age -2,110°+0,6 10° 8,6 age -4,110%+1,410° | 7,9
Insulinémie -1,110°+£0,3510° | 10,4 % masse -
% masse grasse - grasse -
Traitement
MF/HF leptine/MG -2,63 +0,90 8,5 0,33 leptine/MG -2,52 +0,97 6,7 0,22
age -0,065 + 0,238 7,6 age -0,099 = 0,032 9,7
Insulinémie - % masse -
% masse grasse - grasse -
Traitement
rQTe leptine/MG 425 10°+19,710% | 4,6 0,17 ND
age -
Insulinémie -

% masse grasse
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4. Discussion

e Principaux résultats

L'augmentation de la leptinémie, indépendamment de la masse grasse, de I'dge ou de
l'insulinémie, était associée a une diminution de la pression artérielle diastolique et a une
diminution des MF et du rapport MF/HF. Ces deux paramétres de la variabilité de la
fréquence cardiaque sont essentiellement liés au systéme nerveux sympathique ou a la
balance sympatho-vagale. Les parametres de I'analyse temporelle évaluant la variabilité
globale (SDNN) et le rQTa étaient également inversement corrélés a la concentration de
leptine. Par contre, aucun des indices d'activité du parasympathique n'était associé a la
leptinémie. Cette relation semble d’autant plus intéressante que nous l'avons retrouvée
apres perte de poids, alors que dans le méme temps, nous avons observé une

diminution des valeurs de MF (u.n.) et du rapport MF/HF.

Ces résultats sont en contradiction avec ceux de Paolisso et al. (371) qui ont trouvé
une corrélation positive entre la concentration plasmatique de leptine et le rapport MF/HF
dans une population de sujets de poids normal. Cette relation serait donc inverse chez

les sujets obeses normotendus.

Les MF (u.n.) étaient également corrélées négativement a linsulinémie
indépendamment du rapport leptine/masse grasse. |l y a donc un effet additionnel de ces
deux parametres. Les sujets ayant un rapport leptine/masse grasse et une insulinémie
€levés auraient donc une diminution de l'activité du systéme sympathique. Ces résultats
observés chez des sujets obéses normotendus ayant une leptinémie élevée suggérent
'existence d’une résistance globale a la leptine, touchant a la fois la régulation de la faim

et la stimulation sympathique.
¢ Une résistance sélective a la leptine

En stimulant le SNS, la leptine est susceptible de jouer un rbéle important dans la
régulation de la pression artérielle (111;313). Cette stimulation pourrait étre sélective et
ne concerner que certains territoires (529). Chez l'animal, la leptine active de fagon
sélective le SNS qui innerve le rein, la médullo-surrénale et les pattes postérieures (197).
La leptinémie est augmentée chez les sujets obeses, en dehors des cas exceptionnels
de déficit en leptine. D'autre part, au cours de I'obésité, I'activité du SNS évaluee par
mesure du flux de noradrenaline libérée par les tissus ou par microneurographie

(4;172;174;175;529) est élevée. La régulation par rétrocontréle négatif la synthese de
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leptine du SNS pourrait donc étre défaillante chez le sujet obése du fait de la résistance
du tissu adipeux aux catécholamines (65). Chez I'homme, la leptine est corrélée a la
pression artérielle et a l'activité sympathique mesurée en microneurographie chez le
sujet de poids normal ou en surpoids (480). Par conséquent, la leptine pourrait étre une
des causes de 'augmentation de la pression artérielle chez le sujet obese (3;111;312).
La résistance a la leptine pourrait donc étre sélective dans l'obésité, touchant la

régulation de la prise alimentaire mais pas la stimulation sympathique.

Un modele animal d'obésité, la souris Agouti peut illustrer le mécanisme de résistance
séletive a la leptine. Cette souris synthetise en excés la protéine Agouti (ou AGRP
« agouti related peptide). Cette protéine bloque les récepteurs MC4R a l'origine de
l'inhibition de la synthése de neuropeptide Y. Cette souris est donc insensible aux effets
de la leptine sur la régulation de la faim et de la satiété. Néanmoins, l'injection de leptine
dans les ventricules cérébraux provoque une activation du systéme sympathique rénale.
L’augmentation de l'activité sympathique est proportionnelle a la dose de leptine injectée.
Par contre, cette injection n'entraine pas de modification de comportement alimentaire ou
de changements de poids (109;396). Cette stimulation contribue chez cette souris a la

régulation tensionnelle (366).
¢ Une résistance globale a la leptine

Les sujets ayant un rapport leptine/masse grasse élevé, sans hypertension, comme
ceux que nous avons recrutés dans notre étude, pourrait correspondre a un phénotype
d'obésité caractérisé par une résistance globale a la leptine, touchant a la fois la
régulation de la satiété et l'activité sympathique, et qui ne serait donc pas associé a une
hypertension artérielle. La relation négative entre pression artérielle diastolique et le

rapport leptine/masse grasse est également en faveur de cette hypothese.

Un modeéle animal d'obésité le rat F-344xBN pourrait illustrer ce type d'obésité (440).
Ce rat grossit progressivement et devient obése en vieillissant, de fagon similaire a
certaines obésité de I'espece humaine ; et ceci malgré une leptinémie trés élevée. Deux
mécanismes distincts semblent expliquer I'apparition d'une leptino-résistance chez ce rat,
I'un est périphérique, l'autre est central. Quand la leptine est injectée en intra-
ventriculaire, on observe une résistance globale a la leptine, qui est cependant moins
importante que lorsque la leptine est injectée en périphérie. Des anomalies dans la
transmission du message de la leptine ont été mises en évidence chez ce rat. Une

diminution de la phosphorylation de la protéine « cytosolic signal transducer and activator
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of transcription » apparaissant avec le vieillissement a été montrée au niveau de
I'hypothalamus. La résistance a la leptine injectée en périphérie n'est pas complétement
élucidée. Néanmoins, la leptine passe la barriere hémato-encéphalique grace a un
transporteur qui est saturable (33;91;457). Les souris obéses new Zealand et AKS sont
résistantes a la leptine injectée en périphérie mais pas en administration centrale

(187;524). Ces deux modeles ne s’accompagnent pas d’'une stimulation sympathique.

Chez I'homme, l'augmentation de ['activité sympathique n'est pas retrouvée dans
certaines ethnies comme les Indiens Pima. Spraul et al. (486) ont montré que la relation
entre l'activité du SNS et le pourcentage de masse grasse n’existe pas chez les Indiens
Pima. Or la prévalence de I'hypertension artérielle est faible dans cette population. Il est
tentant de faire un rapprochement avec nos propres données. Nous avons mis en
évidence (385), chez des sujets obéses normotendus, une diminution de ['activité
sympathique ou de la réponse au systeme sympathique et une diminution de la
sensibilité du baroréflexe (394). Ces résultats peuvent étre expliqués par une baisse

d’activité du SNS ou par une diminution de la sensibilité des tissus aux catécholamines.

¢ Analyse des données longitudinales

Lors du suivi longitudinal, nous avons observé une réponse biphasique des indices de
variabilité de la fréequence cardiaque. Aprés la phase d'amaigrissement rapide, a trois
mois, les puissances spectrales totales, les MF et les HF ont chuté. La composante
sympathique de la variabilité (les MF(u.n.)) et la balance sympatho-vagale était
augmentée a trois mois, en raison d’une diminution proportionnement plus importante
des HF. Pendant la deuxieme phase, entre 3 et 6 mois, la perte de poids était moins
importante et les indices de la variabilité sont revenues a un niveau plus proche des
valeurs de base. Néanmoins, a 6 mois, la variabilité totale, les MF et les HF était plus

élevées qu'a llinclusion. En revanche, les MF (u.n.) et le rapport MF/HF étaient diminué.
A trois mois

L'effet de I'amaigrissement sur 'activité sympathique a été trés peu étudié. Lors d'une
perte de poids importante, Grassi et al. ont montré que l'activité du SNS diminuait
fortement, probablement en raison de la chute dd linsulinémie (175). Il pourrait
également s'agir d'un mécanisme adaptatif permettant de diminuer la dépense
énergétique afin de résister a I'amaigrissement. Au contraire, Verwaerde et al. (534) ont

observé une augmentation des MF lors de la prise de poids de chiens rendus obeses.
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A six mois

A 6 mois, la puissance spectrale totale était significativement augmentée par rapport
aux valeurs de base. Cette augmentation est en faveur d'un affaiblissement initial du
SNA qui s'améliore apres perte de poids. Ces résultats sont en accord avec ceux de
Grassi et al. (175) qui ont montré que l'amaigrissement permettait d'améliorer la
sensibilité du baroréflexe de sujets obéses normotendus aprés 6 semaines de régime.
Cependant nos résultats montrent que l'‘étude des variations du systéme nerveux
autonome lors de lI'amaigrissement nécessite de répéter les mesures apres stabilisation
du poids.

Malgré l'augmentation de la variabilité de la FC, les MF (u.n.) étaient diminuées a 6
mois par rapport a l'inclusion alors que la puissance des MF étaient augmentée. Ces
résultats sont en accord avec ceux de Emdin et al. (136) qui ont trouvé une
augmentation des MF aprés amaigrissement chez un petit groupe de sujets obéses.
L’amaigrissement influence la balance sympatho-vagale car on observe une diminution
de la composante sympathique et une prédominance de la composante vagale, comme
le montre I'évolution du rapport MF/HF. Cette adaptation serait favorable sur le plan du
risque cardio-vasculaire. En effet, une diminution de la variabilité totale associée a une
augmentation de la composante sympathique est au contraire liée a une augmentation

du risque de mortalité (164).

La sibutramine

La sibutramine qui a été utilisée pour faciliter 'amaigrissement des sujets esr connu
pour augmenter l'activité du systéeme nerveux sympathique (21;77). Mais,
paradoxalement, elle n'‘a pas entrainé de modification significative de la variabilité de la
fréquence cardiaque. Les effets de l'amaigrissement pourraient donc contrebalancer
I'effet activateur connu de la sibutramine sur l'activité sympathique. Ce type de

phénomeéne est déja décrit pour la FC et la PA.

Cette étude n'avait pas pour objet de démontrer qu'une diminution des modulations du
sympathique pourrait prédire la perte de poids comme cela a été montré dans d'autres
études (22;486). Il est intéressant de noter que la perte de poids observée entre le 3°™

et le 6°™® mois était corrélée aux valeurs des moyennes fréquences a 3 mois.
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La relation leptine /masse grasse et Moyennes Fréquences aprés

amaigrissement

L'amaigrissement n'a pas modifié la relation négative entre le rapport leptine/masse
grasse et les modulations sympathiques mise en évidence a linclusion. Les sujets
obéses normotendus ayant un rapport leptine/masse grasse élevé resteraient donc
resistants a l'action de la leptine sur le SNS méme apres une perte de poids de 10% en

moyenne.

Les indices de la variabilité de la fréquence sont le reflet a la fois de l'activité du
systeme nerveux autonome mais aussi de la réponse des organes cibles, le coeur et les
vaisseaux. La capacité du coeur ou des vaisseaux a répondre a une stimulation
sympathique ou parasympathique dépend des récepteurs et de la transmission du signal
dans la cellule. Par conséquent une activité sympathique forte peut s'accompagner d'une
réponse faible, du fait d'une diminution d’affinité des récepteurs, d’une désensibilisation
ou d’'une anomalie dans la chaine de transduction (407). L'insuffisance cardiaque (107)
ou le vieillissement (151;346;531) en sont l'illustration puisqu'on observe dans ces deux
cas, une augmentation du tonus sympathique et une diminution des modulations de la
fréquence cardiaque des moyennes fréquences. On ne peut donc pas considérer les
parameétres de variabilité comme une mesure d'une activité ou d'un tonus. L'hypothése
d'une diminution de la sensibilité des tissus aux catécholamines est possible dans
I'obésité (175;394), nous ne pouvons pas exclure cette hypothese pour expliquer nos
résultats. Cette résistance aux catécholamines pourrait évoluer parallelement a la
résistance a l'insuline, comme nous I'avons montré dans nos deux études antérieures

(394).

En conclusion, la réponse a une stimulation du systéeme nerveux sympathique pourrait
étre altéré chez le sujet obése normotendus ayant une leptinémie élevée. Le fait de
remplacer la leptinémie par le rapport leptine/masse grasse ou d’ajuster sur la masse
grasse ne modifie pas cette relation. L'amaigrissement obtenu par un régime
hypocalorique associé ou non a un traitement par la sibutramine entraine des
modifications importantes de la variabilité de la fréquence cardiaque mais ne modifie pas
au bout de 6 mois, la relation négative entre la leptinémie et la composante sympathique
de la variabilité de la fréquence cardiaque ou la pression artérielle diastolique. Les sujets

obéses normotendus hyperleptinémiques (rapport leptine/masse grasse élevé)
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pourraient donc présenter une résistance globale a la leptine, touchant a la fois le

contréle pondéral et I'activité sympathique ou vasopressive de la leptine.
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5. Conclusion — Perspectives

Principaux résultats et perspectives

Ces trois études ont permis de metire en évidence une dysfonction autonome
cardiovasculaire touchant principalement le systéme nerveux sympathique chez les
sujets obeses normotendus les plus insulino-résistants. La diminution des modulations
du SNS en position debout est en faveur d'une baisse de la sensibilité du baroréflexe
comme le montre également I'étude du gain baroréflexe. Aprés une charge en glucose,
la stimulation du systéme sympathique rapportée a I'augmentation de l'insulinémie est
également altérée chez ces sujets obéses. Ces résultats sont en faveur d'une insulino-
résistance du SNS. Dans la troisieme étude, la baisse des modulations sympathiques est
associée a l'augmentation du rapport leptine/masse grasse, et de fagon indépendante au
degré d'insulino-résistance.

L'hyperinsulinémie et I'nyperleptinémie sont deux mécanismes adaptatifs permettant la
limitation de la prise de poids. L’action de ces deux hormones, qui activent le systéme
sympathique, pourraient étre défaillante chez ces sujets obeses normotendus. L'absence
de stimulation du systeme sympathique ou la résistance des tissus aux catécholamines
pourrait précisément expliquer l'absence d'hypertension chez ces patients. La relation
négative que nous avons trouvée entre la pression artérielle diastolique et le rapport
leptinémie/masse grasse est également en faveur de cette hypothése. La relation
négative mise en évidence entre la leptine et les indices dactivité du SNS aprés
amaigrissement suggére que la réponse du systéme nerveux sympathique a la leptine
pourrait étre perturbée de facon primitive chez les sujets les plus leptino-résistants.
L'association d'une dysfonction sympathique, d'une résistance a la leptine et d'une
insulino-résistance constitue un phénotype particulier d'obésité qui mériterait d’étre mieux
caractérisé dans I'histoire naturelle de la maladie. Son dépistage précoce, avant méme
que l'obésité ne soit sévere, permettrait d'élaborer de nouvelles stratégies de prévention

et de traitement.
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TROISIEME PARTIE : LHYPOTHESE
MEMBRANAIRE DE LA RESISTANCE A
L’ACTION DES CATECHOLAMINES

1) Etude Clinique préliminaire
La dysfonction sympathique chez le sujet obése normotendu :

I’lhypothese membranaire de la résistance a l'action des
catécholamines

2) Travaux de recherche au laboratoire

A) Influence de la sphingomyéline sur l'action des catécholamines

B) Analyse des effets de la sphingomyéline sur I’expression des

genes
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1) ETUDE DE RECHERCHE CLINIQUE

Dysfonction sympathique chez le sujet obése normotendu :
hypothése membranaire de la diminution de I'action des

catécholamines
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1. Situation du sujet

Comme nous I'avons déja rapporte, les modifications de la composition membranaire
en phospholipides pourraient influencer la transmission du signal. L'activité de
ladénylate cyclase et la sensibilité des récepteurs aux catécholamines varient en
fonction de la composition des phospholipides en acides gras mais également de la
nature de leur téte polaire (138). Jansson et al. (217) ont étudié des fibroblastes de
hamsters transfectés par le géne du récepteur adrénergique o2 et ont montré que
l'activité de ladénylate cyclase est altérée par la déplétion membranaire en
sphingomyéline et en cholestérol.

Les cardiomyocytes de rats cirrhotiques sont moins sensibles a l'action des
catécholamines. Ce défaut d’action pourrait étre lié a une rigidification membranaire
associée a une augmentation du rapport cholestérol/phospholipides (292).

La nature de la téte polaire des phospholipides pourrait donc jouer un réle dans
linteraction entre les récepteurs adrénergiques (o1, o2 et f3) et leurs agonistes. Les
récepteurs B seraient également affectés par I'action des phospholipases. La encore, la
téte polaire des phospholipides semble jouer un réle important dans cette interaction
(93;199;226). Le microenvironnement lipidique des récepteurs adrénergiques est donc
susceptible d’avoir un réle régulateur sur la transmission du signal (100).

Les récepteurs adrénergiques des cardiomyocytes sont localisés au sein des cavéoles
(364;365;461). Ces microdomaines sont particulierement riches en sphingomyéline (SM).
La composition membranaire en SM pourrait donc influencer la régulation
B—adrénergique.

La concentration en SM de la membrane de I'érythrocyte peut étre considerée comme
un marqueur du métabolisme de ce phospholipide dans l'organisme, car cette cellule ne
peut pas synthétiser ou dégrader les phospholipides. Le contenu en cholestérol et en
phospholipides de sa membrane plasmique dépendrait essentiellement des échanges
avec les lipoprotéines (139;225). La composition membranaire de I'érythocyte pourrait
également étre un marqueur de la composition membranaire d’autres tissus, comme cela

a éte établi en particulier pour le tissu adipeux (570).
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2. Hypothese

- La dysfuncion sympathique observée chez les sujets obéses les plus insulino-
résistants et leptino-résistants pourrait étre liée a une diminution de la sensibilité des
tissus aux catécholamines.

- Cette résistance aux catécholamines pourrait étre liée a des anomalies

membranaires, notamment a une augmentation de la sphingomyéline membranaire.

3. Objectifs

- Rechercher g'il existe une relation entre les indices de modulations du systéeme
nerveux sympathique et la composition lipidique ou en phospholipides de la

membrane érythocytaire

4. Méthodes

4.1. Sujets

Huit sujets témoins de poids normal et 13 sujets obeéses normotendus (PAS <140 mmHg

et PAD < 80 mmHg) ayant un IMC compris entre 30 et 40 kg/m? ont été inclus.

4.2. Composition membranaire des hématies

Isolement des membranes

v Lavage : un échantillon de sang (6 mL) est centrifugé a 120 g (1200 rpm) pendant 15
minutes a 4°C. Le plasma est éliminé. Le culot, redissous dans du NaCl est lavé 2
fois @ 520 g pendant 10 minutes, a 4°C, dans une solution de NaCl a 0,9%. Le
surnageant est éliminé. Ces lavages permettent de retirer le plasma résiduel ainsi
que les éléments figurés du sang tels que les leucocytes et de récupérer le culot
d'hématies.

v' Hémolyse : le culot d'hématies est ensuite resuspendu dans 40 mL de tampon
hémolyse contenant du NaCl 10 mM (0,58 g/l), (Prolabo, réf: 27810.364), de 'EDTA
sel disodique 1mM, (0,37 g/l), (Sigma, réf: E-5134), et du TRIS 1mM, (0,12 g/l),
(Sigma, réf: T-8524). Il est maintenu sous agitation (Rotator: 50 tours/min), a 4°C,
pendant 30 minutes. L'échantillon est centrifugé a 20000g pendant 15 minutes, a 4°C.

v Lavage : le culot de membranes obtenu est ensuite soumis a une série de lavages a
4°C dans du tampon hémolyse, afin d'éliminer I'hémoglobine libérée au cours de
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I'némolyse. Le culot est suspendu dans 40 mL de tampon hémolyse. L'opération est
répétée 4 a 5 fois jusqu'a obtention d'un culot de membranes parfaitement blanc.

La suspension membranaire : le culot est ensuite désagrégé a l'aide d'uné seringue
(gauge 25 ou 26), puis resuspendu dans du tampon hémolyse (5 mL).

1 mL de suspension membranaire (dilué préalablement au 1/3 dans du tampon
d'hémolyse) est prélevé pour le dosage des protéines. Apres le dosage des protéines,
450 pg de protéines sont prélevés pour la mesure de fluidité et le reste de
I'échantillon de membranes est fractionné en 2 pour les différents dosages (extraction
des lipides, dosage des acides gras, dosage des phospholipides), puis conservé a -

80°C.

Extraction des lipides totaux et des phospholipides

v’ Les lipides totaux sont extraits par la méthode de Rose et Oklander (416), grace a un

mélange chloroforme/méthanol (11:7, v/v). La quantité de membranes a extraire
correspond a une quantité de 500 g de protéines.

Les extraits membranaires sont décongelés a 37°C et vortexés. On ajoute 20 ug de
lysophosphatidylcholine pour 100 pg de protéines comme standard interne. Les
extraits membranaires sont suspendus dans du méthanol (11 ml) et agités
latéralement pendant 1 heure.

Le chloroforme est ensuite ajouté (7 ml) et le tube est de nouveau agité pendant 1
heure. Les extraits lipidiques sont ensuite filtrés sur une filtre hydrophobe (Whatman
1 ps) et évaporés sous flux d'azote.

lls sont ensuite dissous dans du chloroforme. Les phospholipides sont séparés par
chromatographie liquide haute performance (CLHP) (Gold HPLC System, Beckman,
Palo Alto, CA, USA) (492). Les phospholipides sont analysés grace a un détecteur a
diffusion de lumiere de type SEDERE (Orléans, France). La quantification est faite

par intégration du pic en comparaison avec le pic d'une solution standard.

Dosage du cholestérol

Le cholestérol est dosé par la méthode colorimétrique de Zlatkis et Zak (573).

Principe : On ajoute 2 ml d'une solution d'ophtaldéhyde diluée a 0,5 mg/ml d'acide

acétique glacial, pour 250 ul d'extrait lipidique. La solution est mise a I'obscurité pendant

15 minutes. On ajoute ensuite une solution d'acide sulfurique. La solution est placée a

l'obscurité pendant 15 minutes.
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L'analyse est faite par spectrophotométrie & 560 nm. Une gamme étalon est effectuée

préalablement-avec du cholestérol (1mg/ml de chloroforme).

4.3. Etude a court terme de la variabilité de la FC et de la PA

L'analyse spectrale de la variabilité a court terme de la FC et de PA a été étudiée en

décubitus respiration libre (Méthode identique a la deuxieme étude).

5. Résultats

5.1. Comparaison des sujets obéses et témoins

Les deux groupes étaient d'dge comparable. L'insulinémie était significativement plus
élevée dans le groupe de sujets obeses, de méme que la composition membranaire en

sphingomyéline.

| Témoins (n=8) | Surpoids et obéses (n=13) | p
Caractéristiques
Age 35,5+ 3,4 37,1425 NS
IMC (kg/m2) 22,4+22 31,6 +4,6 <0,0001
HOMA 1,21+ 0,63 2,67 £ 0,55 0,052
Insulinémie 5,4 +2 1 10,3 £ 5,1 0,018
Composition membranaire des globules rouges
SM (mg/g) 91,2+15,0 108,5 £ 20,1 0,045
PC 247 £ 53 253 + 30 NS
PS 117 + 18 128 £ 30 NS
Pl 52 + 30 46 + 15 NS
PE 275+ 48 270 + 41 NS
Cholestérol 237 + 59 276 + 66 NS
Chol/SM 28+1,0 2,7+0,8 NS
Analyse spectrale (au repos)

MF FC (u.n.) 0,55 + 0,09 0,46 £ 0,09 0,043
MF/HF de la FC 1,29 £0,48 0,91 £0,37 0,047
MF PAS (u.n.) 0,61 +0,07 0,60 £ 0,07 NS
MF PAD (u.n.) 0,64 £ 0,04 0,62 £ 0,07 NS

5.2. Analyse des corrélations

La sphingomyéline membranaire des globules rouges était fortement corrélée a

l'insulinémie (r=0,71 ; p= 0,0003).
Les MF de la FC (u.n.) et le rapport MF/HF de la FC étaient négativement corrélées a
I'insulinémie (figure 1) (respectivement r = -0,46 ; p = 0,037 et r = -0,43;p = 0,058). Ces
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corrélations étaient significatives apres ajustement sur I'age. Les MF de la FC (u.n.) et le
rapport MF/HF de la FC étaient également significativement et négativement corrélées a
la concentration de sphingomyéline membranaire (figure 2) (respectivement r = -0,46 ; p
= 0,034 et r = -0,45;p=0,039) et positivement au rapport cholestérol/sphingomyéline
(respectivement r = 0,44 ; p = 0,047 et r = 0,49 ; p = 0,025) et & aucun autre
phospholipide membranaire. Les MF de la PAS et de la PAD n'étaient pas corrélées

significativement a la SM.

Figure 1: Corrélation entre les MF (u.n.) (A) en décubitus respiration libre et l'insulinémie
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Figure 2 : Corrélation entre les MF (u.n.) (A) et du rapport MF/HF (B) en décubitus
respiration libre et la sphingomyéline de la membrane des globules rouges
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L'insulinémie et la sphingomyéline étant tres corrélée, une régression multiple pas a pas
a été faite. La sphingomyéline était le seul parametre explicatif significatif des MF (u.n.)
et du rapport MF/HF de ce modele. La sphingomyéline peut expliquer 21% de la variance
des MF (u.n.) et 20% de la variance du rapport MF/HF.
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Tableau 1: Régression multiple pas a pas (n = 21)

Variables

Dépendantes Indépendantes B F r? p
MF (n.u.) Sphingomyéline | -1,99 10° +0,87 10° | 52 | 0,21 | 0,034

age

Insulinémie
MF/HF Sphingomyéline | -9,510° +4,310° | 4,9 | 0,20 | 0,038

age

Insulinémie

6. Discussion

Cette étude préliminaire montre que les MF au repos sont corrélées négativement a
l'insulinémie et a la SM membranaire des globules rouges. La sphingomyéline et
l'insulinémie sont fortement corrélée. Néanmoins l'analyse multivariée montre que la
sphingomyéline membranaire pourrait expliquer 21% de la variance des MF de la FC au
repos.

L'augmentation de la concentration en sphingomyéline membranaire des globules
rouges chez les sujets obéses a été montré dans deux études antérieures de notre
groupe (88;570). Les raisons de cette élévation ne sont pas connues. Elle pourrait étre
liée aux échanges avec les lipoprotéines plasmatiques. En effet la SM est également
élevée dans les lipoprotéines VLDL et HDL de sujets diabétique de type 2 méme aprés
insulinothérapie intensive (29). L'augmentation de la sécrétion de cortisol pourrait
également étre en cause puisque la déxaméthazone augmente la SM membranaire des
cellules 3T3-L1 et des leucocytes (343;344).

La sphingomyéline membranaire des globules rouges pourrait étre le reflet de
perturbation métaboliques et de la composition membranaire d'autres cellules.

La sphingomyéline membranaire pourrait jouer un rdle a la fois dans l'insulino-
résistance et dans la résistance des tissus a l'action des catécholamines. La relation
négative mise en évidence entre la concentration en sphingomyéline membranaire de

I'érythocyte et les MF est en faveur de cette hypothése.

Cette hypothese devra étre confirmée in vitro, c'est I'objet de la deuxieme partie de

cette thése.
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2) TRAVAUX DE RECHERCHE DE LABORATOIRE

Effets membranaires et post- membranaires de la

sphingomyéline sur I'action des catécholamines et sur

I’expression des génes
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1. Introduction générale

Le déséquilibre de la balance des lipides est d’abord le reflet du déséquilibre de la
balance énergétique. Toutefois, une diminution de la lipolyse pourrait favoriser le
stockage des graisses. En effet, des anomalies de la régulation de la lipolyse ont été
mises en évidence au cours de la phase dynamique de prise de poids chez I'enfant (407)
et au cours de l'obésité constituée chez I'adulte (105;551). De plus, la capacité de
stockage des lipides dépend également de limportance de la lipogenése et de la
possibilité de recruter de petits adipocytes. Par conséquent le stockage lipidique dans le
tissu adipeux est le reflet a la fois de la sensibilité a l'insuline et de la sensibilité aux
catécholamines.

Plusieurs mécanismes ont été évoqués pour expliquer la résistance du tissu adipeux
aux catécholamines. Comme pour la résistance a l'insuline, une théorie membranaire a
été proposée. Nous envisagerons le réle de la sphinhomyéline dans la premiére partie
du travail de laboratoire.

L'augmentation de la concentration de sphingomyéline membranaire ou cellulaire
pourrait également influencer I'expression de certains génes et modifier le « phénotype »

de I'adipocyte . C’est 'objet de la deuxiéme partie de ce travail de laboratoire.

2. Matériels et méthodes

2.1. Culture cellulaire

2.1.1. Lignée cellulaire

Les études ont été effectuées sur 2 lignées cellulaires d'adipocytes: les 3T3-
F442A (provenant de I'Unité INSERM 317, Toulouse) et les 3T3-L1 (ATCC, USA). Ce
sont des cellules adhérentes dérivant d'un tissu embryonnaire de souris qui évoluent vers

un phénotype d'adipocyte, lorsque les conditions de culture sont appropriées.
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2.1.2. Milieu de culture

Les cellules sont cultivées dans du DMEM (Dulbécco's Modified Eagle Medium)
contenant du glucose (4,59/l), de la gentamycine (0,1g/l) et 10 % de sérum de veau
« donor » décomplémenté (SVD) (Life Technologies, Cergy Pontoise) pour la lignée 3T3-
F442A ou 10% de sérum de veau foetal décomplémenté (SVF) pour les 3T3-L1.

2.1.3. Entretien de la lignée cellulaire

La lignée cellulaire est cultivée dans des flacons plastiques de 25 cm? (COSTAR,
Cambridge, GB) contenant 10 ml de milieu de culture dans un incubateur IG 150
(JOUAN, Saint Nazaire, France) a 37°C, dans une atmosphére saturée en humidité et
enrichie a 7% de CO, pour les 3T3-F442A et 5% pour les 3T3-L1.

Lorsque les cellules sont en nombre suffisant et avant qu'elles ne soient a confluence,
elles sont repiquées pour un nouveau passage. Le milieu est enlevé et les cellules sont
détachées par de la trypsine filtrée (2ml) (SIGMA, solution 10X contenant 25 g de
trypsine de porc/l dans 0,9% de NaCl) préalablement mise a température ambiante.

Apres action de la trypsine pendant 1 a 2 minutes, celle-ci est éliminée et les cellules
sont détachées de la boite mécaniquement puis remises en suspension dans 10 ml du
milieu de culture contenant du SVF, ce qui permet d’arreMer I'action de la trypsine
résiduelle. Apres une centrifugation & 300g pendant 10 minutes (Centrifugeuse JOUAN,
Saint Herblain, France), le surnageant est éliminé et le culot est remis en suspension
dans 10 ml de milieu. Le nombre de cellules est déterminé sur une lame de Malassez.
100 000 cellules sont ensemencées dans 10 ml de DMEM avec sérum de veau Donor
(SVD) (lignée 3T3-F442A) ou de sérum de veau foetal (SVF) pour les 3T3-L1, dans un

flacon de 25 cm®. Le milieu de culture est remplacé toutes les 48 heures.

2.1.4, Viabilité cellulaire

La viabilite cellulaire est déterminée grace au du bleu Trypan (Sigma, St-Quentin
Fallavier, France). A un volume de bleu Trypan 0,2 % dilué 10 fois dans un tampon PBS
avec glucose (NaCl 135 mM, Na,HP0, 6 mM, KCI 2,7 mM, KH,PO4 1,5 mM, D-glucose 5
mM, pH 7,4) est ajouté un volume de suspension cellulaire.

Le bleu Trypan pénétre dans les cellules mortes, se fixe sur I'ADN et les colore en bleu

foncé.
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La viabilité cellulaire est définie par le pourcentage de cellules vivantes par rapport au

nombre total de cellules comptées sur une lame de Malassez

2.1.5. Différenciation adipocytaire

La différenciation est débutée 24 heures apres la confluence. La méthode utilisée

est différente pour les deux lignées.

Pour la lignée 3T3-L1

Le méme milieu DMEM contenant 10% de sérum de veau fostal est enrichi en
méthylisobutylxanthine (0,5 mM), dexamethasone (0,25 pM) et insuline (10 pg/ml)
pendant 48 heures. A 48 heures, le milieu est changé et remplacé par du milieu
contenant 10% de sérum de veau foetal et de I'insuline (10 pg/ml). L’insuline est enlevée

24 heures avant le test de lipolyse. Le milieu est changé tous les deux jours.

Pour la lignée 3T3-F442A
Le milieu d'entretien est remplacé par du milieu DMEM contenant 4,59/ de

glucose et 10 % de sérum de veau foetal (SVF) (Eurobio, Les Ullis). On ajoute de

l'insuline a la concentration de 1ug/ml (430). Le milieu est changé tous les deux jours.

2.2. Analyse de la composition membranaire des adipocytes 3T3-L1

Extraction des membranes

Apres lavage des boites de culture de 75 cm?, le tapis cellulaire est lavé a deux
reprises avec du PBS froid (136 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KCI, 1,46 mM
KH2PO4 et 5,5 mM-glucose, pH 7,4). Les cellules sont récupérées dans 5 ml de PBS
apres grattage du tapis cellulaire. La suspension est centrifugée a 300 x g pendant 10
minutes et le culot est suspendu dans 6 mi de tampon (1 mM d'EDTA, 10 mM Tris-HCI,
1mM de Phényl méthyl sulfonyl fluoride (PMSF, inhibiteur de protéase, pH 7,4) a 4°C.
Les cellules sont ensuite éclatées grace a une seringue munie d'une aiguille de 26 G, par
une succession d'aspirations et d'éjections (a dix reprises), permettant d'éclater 95% des
cellules. On ajuste le volume a 18 ml avec le méme tampon.

Aprés une centrifugation a 8500 X g pendant 10 minutes a 4°C, on récupere le

surnageant, qui est ensuite centrifugé a 40 000 X g, pendant 30 minutes a 4°C (489). Les
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membranes plasmiques forment le culot, qui est suspendu dans 1 ml de tampon EDTA1
mM, Tris-HCI1 mM, NaCl 10 mM, pH 7.,4.

Cinquante pl sont aliquotés pour le dosage des protéines selon la méthode de Lowry et
al. (281). 950 pl sont conservés a -80°C pour le dosage ultérieur des phospholipides et

du cholestérol.

Extraction des lipides membranaires

Les lipides totaux sont extraits par la méthode de Rose et Oklander (416), grace a
un mélange chloroforme/méthanol (11:7, v/v). La quantité de membranes a extraire
correspond a une quantité de 500 ug de protéines.

Les extraits membranaires sont décongelés a 37°C et vortexés. On ajoute 20 ug de
lysophosphatidylcholine pour 100 ng de protéines comme standard interne. Les extraits
membranaires sont suspendus dans du méthanol (11ml) et agités latéralement pendant
1 heure. Le chloroforme est ensuite ajouté (7 ml) et le tube est de nouveau agité pendant
1 heure. Les extraits lipidiques sont ensuite filtrés sur une filtre hydrophobe (Whatman 1
ps) et évaporés sous flux d'azote. Les extraits lipidiques sont ensuite dissous dans du
chloroforme. Les phospholipides sont séparés par HPLC (Gold HPLC System, Beckman,
Palo Alto, CA, USA) (492). Les phospholipides sont détectés grace a un détecteur a
diffusion de lumiére de type SEDERE (Orléans, France). La quantification est faite par
intégration du pic en comparaison avec le pic d'une solution standard.

Le cholestérol est dosé par la méthode colorimétrique de Zlatkis et Zak (573). On ajoute
2 ml d'une solution d'ophtaldéhyde diluée a 0,5 mg/ml d'acide acétique glacial, pour 250
ul d'extrait lipidique. La solution est mise a l'obscurité pendant 15 minutes. On ajoute
ensuite une solution d'acide sulfurique. La solution est placée a I'obscurité pendant 15
minutes. L'analyse est faite par spectrophotométrie a 560 nm. Une gamme étalon est

effectuée préalablement avec du cholestérol (1mg/ml de chloroforme).
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2.3. Mesure de la fluidité membranaire par polarisation de

fluorescence

Principe

La membrane est une structure fluide constituée de deux feuillets de
phospholipides. Les protéines flottent au sein de la membrane. Le cholestérol occupe
des espaces entre les chaines carbonées des phospholipides. Ces différents
constituants sont mobiles et peuvent diffuser latéralement ou présenter des mouvements
de rotation autour d’un axe perpendiculaire au plan de la membrane. Les mouvements
de «flip-flop » correspondent a des mouvements de bascule d’'une monocouche a
Pautre. La facilité de mouvements des molécules dans ce systeme est décrite par les
coefficients de diffusion qui définissent la fluidité membranaire. lls dépendent des
mouvements intrinseques de la molécule et de sa position.

Les mouvements de diffusion et de rotation dépendent de I'organisation des molécules
de la membrane, de leur nature, et de leur composition en acides gras.

Les sondes fluorescentes incorporées dans la structure membranaire ont des
mouvements de rotation. La polarisation de fluorescence permet de mesurer les facultés

de rotation de la sonde au sein des membranes biologiques.

Mesure

L’anisotropie de la fluorescence permet une approche semi-quantitative de la
fluidité membranaire. Elle reflete la cohésion de Fenvironnement immédiat des sondes
fluorescentes. Excités par une lumiere polarisée verticalement, I'absorption par le
fluorochrome sera :

- maximale lorsque la direction du champs électrique de I'onde incidente et celle du
moment de transition d’absorption seront paralleles,
- nulle lorqu’elles sont perpendiculaires

- proportionnelle au Cos?6, lorqu’elles font entre elles un angle 6.

Les molécules orientées dans le bon axe sont excitées de fagon préférentielle. La
fluorescence est émise dans la direction du moment de transition des fluorochromes.
La conjonction de ces deux phénomenes implique que la fluorescence émise tend a

avoir la méme direction de polarisation que la lumiere incidente. Si Ox est la direction
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de polarisation de la lumiere incidente, la fluorescence émise a une composante
d’'intensité | paralléle (lj) le long de Ox et des composantes dintensité |

perpendiculaire (I1) le long des directions orthogonales Oy et Oz.
On définit 'anisotropie de fluorescence <r> comme étant: <r>=(Ij- 1)/ (Ij+ 2 1)

Les sondes fluorescentes avant d’emettre leur fluorescence auront une faculté de
rotation qui va dépendre de la cohésion du milieu. Plus 'environnement est fluide,
plus les sondes ont la faculté de rotationce sera dépolarisée et plus la composante .
de la fluorescence sera élevée entrainant une valeur plus faible de I'anisotropie de la

fluorescence émise.

L’anisotropie est donc en relation inverse avec la fluidité membranaire.

Sondes utilisées

Deux sondes fluorescentes polyéniques sont utilisées :
- 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriene : DPH
- 1-[4-(trimethylamino)phenyl]-6-phenylhexatriene: TMA-DPH

v 1,6-diphényl-1,3,5-hexatriene (DPH)
Le DPH s'insére dans les parties profondes de la membrane et pénetre dans le
cytoplasme. Elle a une forme de batonnet. Cette sonde n’est fluorescente que
lorsqu’elle est dans un milieu hydrophobe. Le DPH integre facilement les
membranes, parallélement aux chaines acyles et au niveau des régions profondes
de la couche lipidique. Cette sonde donne une information globale sur les
compartiments lipidiques de la membrane plasmique et des éléments

intracellulaires (64;181).

v 1-[4-(trimethylamino)phenyl]-6-phenylhexatriene (TMA-DPH)
Le TMA-DPH est plus sélectif des membranes que le DPH. Il se fixe au niveau
des tétes polaires négativement chargées des phospholipides par l'intermédiaire
de son groupement triméthylammonium chargé positivement (82;243). La partie
DPH de la molécule est intercalée dans les régions supérieures des chaines
acyles. Les propriétés photophysiques du TMA-DPH sont similaires a celles du
DPH.
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Protocole

v' Les adipocytes sont mis en contact avec la sphingomyéline ou avec la
sphingomyélinase pendant un temps donné. Apres trypsinisation, la suspension
cellulaire est centrifugée et le culot de cellules est remis en suspension dans du KRH

sans BSA. La concentration cellulaire est ajustée a 250 000 celiules par ml de KRH.
v Marquage de la suspension cellulaire avec les sondes fluorescentes :

- La solution mére de DPH est dissoute dans du tétrahydrofurane (THF) et le TMA-
DPH dans du diméthylformamide (DMF) & la concentration de 2.10°M. Les solutions
sont stockées a I'obscurité a 4°C.

- Le marquage est réalisé grace a 0,5 ul de solution de marqueur ajouté par ml de
suspension cellulaire. La dilution finale du marqueur est égale & 10°M.

- Lincorporation des sondes dans les cellules est effectuée a V'obscurité.

- Les mesures d’anisotropie sont effectuées immeédiatement apres I'incorporation des
sondes dans la suspension cellulaire. |

- Dix mesures sont réalisées a l'intervalle de 10 secondes.

- Pour simplifier I'expression des résultats, une moyenne des valeurs est faite sur 2
minutes: entre 0 et 2 minutes et entre 2 et 4 minutes. Un « blanc » est mesuré dans

cette série d’expériences.

Détermination de I'anisotropie de fluorescence

v" Les mesures sont effectuées sur un appareil de polarisation de fluorescence en
excitation continue, (Fluofluidimétre, REGULEST, Florance, France).

v La longueur d'onde d'excitation (365 nm) est sélectionnée par un filtre interférentiel.

v L'émission est mesurée a travers un filtre a bande passante centré sur 420 nm pour
le DPH et le TMA-DPH.

L’anisotropie de fluorescence est déterminée a partir de la relation suivante :

<r> = (Ify - lIby) - Glfr + 2 1by) / (Ify - b)) + 2G(IfL - Ib1) ou G est un facteur de

correction pour les inégalités du format de T.
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2.4. Dosage du glycérol dans le surnageant de cultures cellulaires

Les dosages du glycérol ont été effectués dans le laboratoire de Biochimie, Pr Nicolas,
CHU de Nancy.

Principe
Le dosage du glycérol est réalisé par dosage enzymatique (Triglycérides GPO
Trinder Sigma, Réf 337-40A 20 x 40 ml), dont le principe est le suivant:

v" Le glycérol est phosphorylé en présence d’ATP pour former du glycérol-1-phosphate
(G-1-P) et de 'ADP, la réaction est catalysée par la glycérokinase.

v Le G-1-P est ensuite oxydé en dihydroxyacétone phosphate avec formation de H,O..

v Une peroxydase catalyse enfin une réaction faisant intervenir 'eau oxygénée (H,O,)
et de 'amino-4-antipyrine. Le produit de la réaction est une quinonéimine présentant
une absorption maximale a 540 nm. L’augmentation d’absorbance a 540 nm est

directement propotrtionnelle a la concentration du glycérol dans I'échantillon.

Appareil

v La technique a été automatisée sur analyseur multiparamétrigue ELAN-IC (Merck,
Fontenay sous Bois, puis AU 400, Olympus, Rungis, France).

v Le calibrant utilisé est le Précimat Glycérol® (Réf 10166588, Roche Diagnostics,
Meylan, France) dilué 1/20 dans de I'eau physiologique, soit une concentration de
glycérol de 10,5 mg/l.

v Le contrdle : calibrant Triglycérides GPO (Réf 87319, Biolabo SA, Fismes, France)

dilué 1/20 dans de I'eau physiologique : soit une concentration de glycérol de 10,5

mg/l.

La technique a été sensibilisée pour le dosage de faibles quantités de glycérol présentes
dans le surnageant de cultures cellulaires par 'augmentation de la prise d’essai (de 40 pl
au lieu de 10 pl).

Le milieu de culture cellulaire a été choisi afin de ne pas donner d’interférence avec la
technique utilisée et de ne pas contenir de glycérol libre (Milieu DMEM sans phénol,

indicateur de pH).

Répétabilité et reproductibilité
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v’ La répétabilité déterminée a une concentration de 3,31 mg/l est de 0,59% (Calibrant
dilué 1/60 dans de 'eau physiologique, n=5) et de 0,50% a une concentration de 7,23
mg/l (pool de surnageant de culture cellulaire, n=10).

v" La reproductibilité a une concentration de 10,5 mg/l est de 2,5% (Contrdle dilué 1/20

dans de I'eau physiologique, n=20).

La technique est linéaire jusqu’a des concentrations de 70 mg/l. L’étude a été obtenue en
diluant le calibrant dans de I'eau physiologique. La droite de régression obtenue entre les

concentrations attendues (x) et mesurées (y) est Y=0,053 + 0,964X, R?= 1.

80 1
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La limite de détection
La limite de détection obtenue par mesure répétée d’eau physiologique (n=10, o=1%,
B=5%) est de 0,15 mg/l et de 0,10 mg/l par dilutions successives du calibrant dans de

Peau physiologique.

2.5. Dosage des ARNm en RT-PCR

2.5.1. Extraction des ARN
L'extraction des ARN est réalisée grace a une solution de Trizol selon les instructions du

fabriquant (Gibco, Cergy Pontoise, France).

v Apres 24 heures d'incubation avec la sphingomyéline ou de I'éthanol, le milieu de
culture est enlevé et les cellules lavées avec du tampon phosphate-salin froid (PBS).

v" Un volume de trizol : 5ml par boite de 8 cm de diameétre est ajouté dans chaque boite
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Le tapis cellulaire est gratté et homogénéisé dans le trizol

L’homogénat est centrifugé a 12000g pendant 10 minutes a 4 °C.

Le surnageant est récupéré et laissé a température ambiante pendant 5 minutes
On ajoute 0,2 mi de chloroforme / ml de trizol

On agite vigoureusement le tube pendant 15 secondes

Le tube est laissé a température ambiante pendant 2-3 minutes

Une centrifugation est faite & 12000g pendant 15 minutes

La phase supérieure (environ 60% du volume initial de trizol) est récupérée

La précipitation des ARN est effectuée en ajoutant 0,5 ml d’isopropyl alcool/ mi de

A N N N D N N NN

trizol et laissée 10 minutes a température ambiante

Une centrifugation a 12000g pendant 10 minutes a 4 °C permet de récupérer le culot

<

qui contient les ARN.
v' Le culot est lavé dans une solution d’'alcool a 70° (1ml/ml de trizol) suivi d’une

centrifugation a 75009 pendant 5 minutes a 4 °C.

v" Le culot est séché a I'air

2.5.2. Dosage des ARN et vérification de I'intégrité de ’ARN

La concentration d’ARN est mesuré au spectrophotometre a 260 nm.
Une unité de densité optique représente 40 ug d’ARN.
Le rapport de la densité optique260/280 est un indicateur de pureté des ARN. Dans lles

experiences menées, ce rapport était compris entre 1,6 et 2.

Une électrophoréese sur gel d’agarose est réalisée pour vérifier l'intégrité des ARNm. Un
gel d’agarose de O,8% (p/v) est préparé dans un tampon TBE 1X (Dilution du tampon
TBE 10X (Laboratoire Central de Biochimie A) constitué de 1M Tris-base (121g) 1M
d’acide mM EDTA (Nay) (7,449) dans 1 litre d’eau). Une solution de bromure d’éthidium
(5ul) (BET : solution mere 10 mg/ml) sont ajoutés dans un volume final de 100 ml de
tampon (concentration : 0,5 ug/ml de BET). L’équivalent de 1 ug d’ARN total est déposé
dilué dans 5 ul de tampon bleu. L’électrophorése dure 30 min a 80 Volts. Les ARN sont
examinés sur une table lumineuse (TFL-35M, Appligene). Le BET s'intercale entre les
bases de I'ARN et le rend fluorescent. Deux bandes sont visibles correspondant a 'ARN
28S et 18S. En cas de contamination par de L’ADN génomique, celui-ci ne migre pas et

est donc visible dans le puits.
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2.5.3. La rétroconversion

Pour la transcription reverse, nous avons utilisé les réactifs de INVITROGEN (CeArgy

Pontoise, France) :

v" les amorces aléatoires (random primers) a une concentration de 0,09 DOggp unités/ pl
dans 3mM Tris-HCL (pH 7) et 0,2 mM EDTA.

v' Reverse transcriptase : superscript'™ || Rnase H" Reverse Transcriptase, solution a
200 U/ l.

v Tampon 5X ou 5X First-strand Buffer (Y00146) (250 mM Tris-HCL (pH 8,3), 375 mM
KCl, 15 mM MgCl,)

v DTT ou DiThioThréitol (Y00147) : solution mére a 0,1M.

v 2-déoxynucléoside 5'-triphosphate ou dNTP set, PCR Grade comportant 4
nucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Chaque nucléotide est a la concentration de
100 mM.

Pour 2 ug ’ARN dilués dans 11 ul d’eau stérile, on ajoute 1 pl d’'amorces aléatoires, 1 pl

de reverse transcriptase, 4 ul de tampon 5X, 2 ulde DTT, 1 ul de dNTP.

v On ajoute 'amorce aléatoire.

v Les tubes sont placés dans I'iCycler (BIO-RAD) 10 min a 70 °C (appariement des
amorces) puis a 4°C pendant 10 min (suppression des structures secondaires de
FARN).

v" Un mélange de tampon 5X, DTT, dNTP et de I'enzyme est ensuite ajouté dans

chaque tube et homogeénéisé.

2.5.4. La polymerase chain reaction : PCR semi quantitative

La PCR semi-quantitative consiste a quantifier TARN du géne étudié en le comparant
a un standard. Dans notre expérience, nous avons utilisé la B-actine ou la G3PDH.
La PCR (polymerase Chain Reaction) a été faite dans un volume final de 20 pl incluant
de la Taq polymérase 0,25 pl (1,25 U), 2 pl de tampon PCR et 0,5 ul de mélange des
quatre déoxynucleotides triphosphates (200 uM de chaque), 2 ul de chaque amorce (20
pM) et 2 ul d'ADN complémentaire (25 ng). Le programme d'amplification comportait 25 a
30 cycles en fonction du géne étudié, de fagon a étre dans des conditions non

saturantes.

v’ La dénaturation était faite a 92°C pendant 1 minute.
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v' L'appariement des amorces a I'ADN matriciel est effectué entre 55°C et 60°C pendant

1 minute
v L’extension de I'amorce et recopiage de I'ADN matriciel a 72°C pendant 1 minute. La

phase d'extension finale durait 10 minutes a 72°C.

v" Des amorces sens et antisens ont été choisies a partir de banque de données
(GenBank Database Document Reader).

Les amorces sens et antisens sont les suivantes:

Pour PPAR:
5'-AAA CAT ATC ACC CCC CTG CA-3'et 5-GCA GCAGGTTGT CTT GGA TG-3'

Pour la p-actine:

5'-CCG TGA AAA GAT GAC CCA GA-3'et 5-GCA CGA TTT CCC TCT CAG CT-3'

Pour le récepteur 1.
5-TCG TGT GCA CAG TGT GGG CC-3' et 5-AGG AAG CGG CGC TCG CAG CTG TCG-
3 ,
Pour le récepteur p2;
5-GCC TGC TGA CCA AGA ATA AGG CC-3' et 5'-CCC ATC CTG CTC CAC CT-3'

Pour le récepteur §3:
5'-ATG GCT CCG TGG CCT CAC-3' et 5'-CCC AAC GGC CAG TGG CCA GTC AGC G-3'

v 10 pl de produit de PCR sont séparés sur un gel d'agarose 2% dans du TBE 1X . Du

BET est ajouté dans le gel.
v' La densité optique des bandes est analysée a I'aide GelDoc2000.
v' Le MW-1700-03 SmartLadder (EUROGENTEC) est utilisé comme standard de taille.

2.5.5. La PCR en temps reél

Les extractions d’ARN et la transcription reverse ont été effectuées au laboratoire (EA
34 36) de Nancy et la PCR en temps réel a été effectuée par S. Lelay, sous la direction

de [. Dugai INSERM U465.

La PCR en temps réel a été réalisée a partir de 50 ng de produit de Retro

Transcription, avec 200nM d'amorces sens et antisens dans un volume final de 25 pl et
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~ l'utilisation de réactifs de "Sybr Grenn PCR core" et a un appareil de détection "ABI
PRISM 7700 séquence détection system instrument" (PE Applied Biosystems).

La quantification a été déterminée par le nombre de cycles permettant d'atteindre un
seuil de fluorescence. Les valeurs sont exprimées en valeurs relatives par rapport au
témoin pour chaque géne. Aprés ajustement sur 'ARN 18s ou sur la G3PDH, on
détermine le nombre de doublements d'amplification par rapport au témoin qui

correspond a une puissance de 2 de la différence entre le nombre de cycles de
I'¢chantillon traité Ct et le témoin selon la formule o-CT (378). Une valeur supérieure a 2

est considérée comme significative. L'expression de la G3PDH a été utilisée comme

standard entre les différentes manipulations.

2.6. Protocole

2.6.1. Sphingomyéline

On prépare une solution mére de sphingomyéline a 3 mM (2,25 mg/ml d’éthanol).

Le mélange est chauffé pendant 10 minutes a 37°C. On ajoute ensuite 5ul de la solution
mére par ml de milieu DMEM comportant 3,5% d'albumine bovine, soit une concentration
finale dans le milieu de 15 uM. La solution obtenue est mélangée doucement et remise a
37°C pendant 10 minutes.

On utilise plusieurs sources de sphingomyéline : de la sphingomyéline provenant
d'ceuf de poule (Sigma : S-0756), ou provenant de cerveau de boeuf (Sigma : S-7004) ou
provenant d'érythrocytes de bceuf (Sigma : S-1131)).

La sphingomyéline d'ceuf de poule contient 61% d'acide palmitique (SM-AP), 13%

d'acide stéarique, 26% d'acides gras a chaines courtes (<14C). Cette sphingomyéline ne

contient que des acides gras saturés

La sphingomyéline de cerveau de boeuf contient 34% d'acide stéarique (SM-AS),

22% d'acide nervonique et 33% d'acides gras a chaines courtes (<14C).

La sphingomyéline d'érythrocytes de bosuf contient environ 30 % d'acide

lignocérique (SM-AL), 25% d'acides gras insaturés, 33% d'acides gras a chaines courtes.
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2.6.2. Isoprénaline

Une solution mére de 102 M d'isoprénaline (Sigma) (2,47 mg/ml) est préparée dans
du milieu DMEM contenant 3,5% d’albumine issue de sérum bovin (BSA).

On effectue des dilutions pour obtenir des concentrations de 10°M, 10°M, 107 M, 10°
®M, 10° M.

2.6.3. Forskoline

Apres dilution dans une solution d'alcool, une solution mere de 102 M est préparée
dans du milieu DMEM contenant 3,5% de BSA. On effectue ensuite des dilutions pour

obtenir des concentrations de 10°M, 10°M, 107 M,10%M, 10° M.

2.6.4. Méthylisobutylxanthine (MIX)

Aprés dilution dans du KOH, une solution mére de MIX (Sigma) 10% M est préparée
dans du milieu DMEM complété a 3,5% de BSA. Des concentrations de 10°M a 10°M

sont préparées.

2.6.5. Sphingomyélinase

La sphingomyélinase de bacillus cereus (Sigma) (sphingomyélinase dépendante du
magnésium) a été ajoutée dans le milieu aprés dilution, a ia concentration finale de 1
mU/ml et laissée dans le milieu pendant le temps du test.

Le milieu de culture étant pauvre en magnésium, il a été enrichi en magnésium a la

concentration de 5 mM soit 1,33 g/l

2.6.6. Céramides

Les céramides de cerveau de beeuf sont dissous dans un mélange d'alcool absolu et

de dodécane (éthanol:dodécane = 49:1, v/v) a 37°C, a la concentration finale de 0,75 uM
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dans un mélange d'éthanol:dodécane [1/200, (v/v)]. Le milieu est homogénéisé et incubé

a 37°C pendant 10 minutes.

2.6.7. Méthyl-béta-Cyclodextrine

La B-cyclodextrine (Sigma ) est diluée a la concentration finale de 5 mM. Elle est

ajoutée dans le milieu 30 minutes avant le test de lipolyse.

2.6.8. Coloration a I’huile rouge

L’huile rouge (SIGMA, 0-0625) marquent les gouttelettes lipidiques des adipocytes
La poudre est dissoute dans 20 ml d’isopropanol jusqu'a saturation. Apres agitation
pendant 1 heure, la solution est filtrée sur un pré-filtre (Millipore Hip 66883A). Cette
préparation est mélangée (2/3, v/v) a une solution de dextrine (SIGMA, D-2006) diluée a
1 % dans de l'eau distillée a 45°C et agitée pendant 1 heure. Le mélange doit étre filtré
avant utilisation.
Les cellules sont lavées avec du tampon PBS (136 mM NaCl, 10 mM NaxHPO4, 2 mM
KCl, 1,46 mM KH.PO4 et 55 mM D-glucose, pH 7,4) froid puis fixées avec du
formaldéhyde froid a 3,7% préalablement dilué dans du PBS pendant 45 minutes. Le
tapis cellulaire est lavé avec de 'eau distillée a 4°C puis avec de I'éthanol froid a 70%, a
deux reprises pendant 1 minute.
Le marquage avec la solution finale d’huile rouge se fait pendant 7 min a obscurité (2,5
ml de la solution mére pour une boite de 25 cm?). Les cellules sont ensuite lavées 2 fois
avec de I'éthanol 70% a 4°C, suivie par un lavage avec de 'eau distillée et un séchage
du tapis cellulaire a l'obscurité. Les adipocytes sont ensuite examinées avec un
microscope (Axioskop, Zeiss) couplé a une caméra (Hamamatsu Photonics C5310,
Japan et un logiciel Sigma Scan Pro software) pour la capture et le traitement des
images.
Le tapis cellulaire est remis en suspension dans de I'isopropanol pendant 20 minutes. Le

mélange est homogénéise et sa densité optique est mesurée a 540 nm.

2.6.9. Déroulement du test

L’ensemencement des cellules est fait sur des plaques de 6 puits de 35 mm a raison

de 40000 cellules par puits.
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Le test de lipolyse est effectué 10 a 12 jours apres le début de la différenciation.

- La sphingomyéline dissoute dans de I'éthanol (3mM) est ajoutée a 1ml de DMEM
additionnée de 3,5% de BSA. Une quantité identique d'éthanol est ajoutée dans les
puits témoins. La sphingomyéline a érté ajoutée, 30 minutes, 2 heures ou 24 heures
avant le test de lipolyse. La sphingomyéline ou I'éthanol sont laissés dans le milieu
avant et pendant le test de lipolyse.

- L'isoprénaline est ensuite ajoutée dans le milieu présent dans les puits de fagon a
obtenir les concentrations finales de 0 & 10°M (10° M, 10 M, 107 M, 10°M et 10°
M). Le milieu est enlevé au bout de 90 minutes d'action de l'isoprénaline pour doser le

glycérol.

2.6.10. Expression des résultats

Pour comparer les différentes manipulations, nous avons exprimé les résultats de
chaque manipulation en pourcentage de la valeur maximale obtenue lors du test (valeur

du plateau).

2.6.11. Statistiques

Chaque expérience a été réalisée au minimum sur trois cultures indépendantes. Les
résultats rapportés sont des moyennes + S.E.M.

La comparaison des courbes dose-réponse et des cinétiques ont été faites par une
analyse de variance a mesures répétées, suivi d'un test a posteriori de Fisher (test
ajusté). Un test non paramétrique de Mann-Whitney a été utilisé dans les autres cas. La

valeur seuil de signification est p<0,05.
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A : Evaluation des effets membranaires de la sphingomyéline
sur la lipolyse : Effets de I'enrichissement ou de la déplétion

1. Hypothéses

L'adipocyte est une cellule particulierement sensible a I'action des catécholamines. La
sphingomyéline (SM) pourrait modifier l'action des catécholamines par plusieurs
mécanismes : 1) La composition membranaire en sphingomyéline et en cholestérol
pourrait influencer I'action des catécholamines en modifiant ses propriétés physiques ; 2)
En jouant sur les interactions des molécules intervenant dans la chaine de transduction
du message au sein de la membrane; 3) Les métabolites de la sphingomyéline
pourraient intervenir dans la régulation de la lipolyse (322); 4) Enfin, un effet sur
l'expression des génes impliqués dans la lipolyse peut également étre envisagé.

La composition de la membrane en sphingomyéline est également susceptible
d'influencer I'hnoméostasie du cholestérol cellulaire, en raison des interactions fortes qui
existent entre ces deux molécules.

La sphingomyéline pourrait donc influencer la régulation de la lipolyse en agissant
sur la chaine de transduction du message au sein de la membrane ou sur les étapes

post-membranaires.

2. Objectifs

Les objectifs de cette étude sont de vérifier sur un modele cellulaire in vitro que des
variations de composition membranaire en sphingomyéline peuvent modifier la sensibilité
des cellules adipeuses aux catécholamines et d'analyser les mécanismes en cause. La

fluidité de la membrane sera egalement étudiée.

Le modeéle cellulaire choisi est 'adipocyte en culture de la lignée 3T3-L1 et 3T3-F442A.
Les modifications de composition membranaire en sphingomyéline ont été réalisées

1) En enrichissant la membrane en SM, en ajoutant dans le milieu de la SM sous forme
aqueuse apres dissolution dans de [lalcool. Différents temps d'incubation ont été
analysés.

2) Une deuxieme approche a été de soustraire de la sphingomyéline de la membrane en

faisant agir une sphingomyélinase exogene.
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3. Résultats

3.1. Effetls de l'enrichissement membranaire en sphingomyéline

3.1.1. Effets sur la lipolyse basale

L'enrichissement de la membrane en SM pourrait altérer la diffusion du glycérol a travers

la membrane.

¢ Méthodes

Dans un premier temps, nous avons donc déterminé l'effet de la sphingomyéline sur la
libération du glycérol basal, en analysant la cinétique des concentrations en glycérol
dans le surnageant de culture d'adipocytes enrichi ou non en sphingomyéline (3mM). Les
puits témoins étaient traités par la méme dose d’éthanol. Les adipocytes étaient en fin de
différenciation (10 a 12 jours apres le début de la différenciation). Un échantillon de 100
w de milieu (sur 2 ml) a été prélevé a chaque temps (toutes les 30 minutes) (figure 2). Un

facteur de correction a été apporté pour tenir compte de la diminution du volume.

e Résultats
Nous n'avons pas observé d'effet de la SM sur la lipolyse basale au bout de 2 heures

d'incubation (pour la SM-AP: 5,67 + 0,22 mg/l vs 5,41 + 0,16 mg/l, p=NS).
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Figure 1 : Cinétique des concentrations en glycérol dans le milieu de culture
d'adipocytes aprés enrichissement du milieu en sphingomyéline d'oeuf (SM-AP).

Moyennes + SEM de 3 expériences indépendantes.
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3.1.2. Effet membranaire de la sphingomyéline d'ceuf (SM-AP) sur la
régulation de la lipolyse stimulée : effets du temps de traitement

e Méthodes

Nous avons étudié la courbe dose-réponse de lisoprénaline sur la lipolyse en
présence ou hon de sphingomyéline d'csuf (SM-AP). Celle-ci a été ajoutée dans le milieu
30 minutes, 2 heures et 24 heures avant l'introduction de l'isoprénaline. Le milieu a été

recueilli 90 minutes apres l'ajout de l'isoprénaline.

e Résultats

Nous avons observé (Figure 2) une diminution significative de l'effet maximal de
l'isoprénaline, de 45% quand la SM est ajoutée 30 minutes avant lisoprénaline et de
21% quand elle est ajoutée 2 heures avant. Par contre aucun effet n'a éte observé quand
la SM était ajoutée 24 heures avant l'isoprénaline. L'effet de la sphingomyéline est donc
transitoire. La concentration d'isoprénaline responsable de 50 % de l'effet maximal,

calculée graphiquement (EC50), n'était pas modifiee par la sphingomyéline.
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Figure 2 : Cinétique des concentrations en glycérol dans le milieu de culture
d'adipocytes aprés enrichissement du milieu en sphingomyéline d'oeuf (SM-AP) 30
minutes, 2 heures et 24 heures avant l'isoprénaline. Moyennes + SEM de 3 expériences
indépendantes
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3.1.3. Analyse des effets de la sphingomyéline ajoutée 30 minutes
avant la forskoline et le méthylisobutylxanthine

e Méthodes

Nous avons observé un effet maximal de la SM sur la lipolyse stimulée par
lisoprénaline, quand la SM était présente dans le milieu 30 minutes avant l'introduction
de [lagoniste. Nous avons donc étudié [leffet de la forskoline et de la
meéthylisobutyixanthine aprés le méme temps d’action.

La forskoline est un activateur direct de I'adénylate cyclase. La méthylisobutylxanthine
est un inhibiteur de la phosphodiestérase qui augmente la concentration d'’AMPc dans la

cellule, ce qui entraine une activation de la protéine kinase A et de la lipase hormono-

sensible.
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¢ Résultats

La sphingomyéline d'ceuf (SM-AP) entraine une diminution significative de [I'effet

maximal de la forskoline de 20% (p<0,05) alors que l'effet du méthylisobutylxanthine

n'est pas modifié (figure 3). L'EC50 de la forskoline n'est pas modifié par la SM-AP.

Figure 3 : Analyse des effets de la sphingomyéline d'ceuf (SM-AP) ajoutée 30 minutes
avant la forskoline (activateur de l'adénylate-cyclase) (A) ou le méthylisobutylxanthine
(B) sur la lipolyse. Moyennes + SEM de quatre manipulations indépendantes ; p=0,032

pour la forskoline.

100
90
80
70

50

20
10

% effet maximal (moyenne +SE)

100
w
4
o 80
c
c
g
> 60
E 50
® 40
£
% 30
(4]
£ 20
e
[
5
o 0

60

40 -
30 -

90 .

70

10 L.

A
//i\
/I///\\
a4 N
—

Forskoline, log mol/

—+—Témoin
—m— SM+

——Témoin

—a—SM+

méthylisobutylxanthine, log Mol

202



3.1.4. Synthése des résultats

La sphingomyéline ajoutée dans le milieu exerce un effet inhibiteur sur la lipolyse
stimulée par lisoprénaline. Cet effet, qui est transitoire est maximal quand la
sphingomyeéline est ajoutée 30 minutes avant l'isoprénaline. La sphingomyéline exerce
également un effet inhibiteur sur la lipolyse stimulée par la forskoline. Néanmoins cet
effet parait moins important (20%) que celui de l'isoprénaline (45%). Aucun effet n'était
observé sur l'action de la méthylisobutylxanthine, inhibiteur de la phosphodiestérase. La
sphingomyéline exerce donc un effet en amont de I'AMPc. La concentration d'agoniste
entrainant 50% de l'effet maximal (EC50) n'était pas modifiée dans ces différentes
expériences, la sensibilité des récepteurs n'est donc pas affectée.

Pour étayer I'hypothése d'une action membranaire de la sphingomyéline, nous avons
analysé la composition membranaire aprés 30 minutes d'incubation avec la

sphingomyéline.

3.1.5. Etude de la composition membranaire des adipocytes aprés 30
minutes d’incubation avec la sphingomyéline

e Méthodes

La composition membranaire a été déterminée 30 minutes aprés avoir mis le milieu
enrichi ou non avec la SM.

¢ Résultats

La concentration en sphingomyéline dans la membrane plasmique augmente en
moyenne de 14,9 % (p=0,014). L'augmentation de la phosphatidylsérine est a la limite de
la significativité. Le cholestérol membranaire était modérément augmenté mais de fagon

significative (4,3%).
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Tableau 1 : Composition de la membrane plasmique des adipocytes 3T3-L1 aprés 30
minutes d'incubation avec la sphingomyéline d'ceuf (SM-AP). Moyennes + SEM de cinq
cultures indépendantes.

Témoin (ug/mg)  Sphingomyéline p Témoin Sphingomyéline p
(ng/mg) % des PL % des PL
totaux totaux
PE 377,7 £ 34,2 352,7 +48,3 NS 441 +£2,8 40,6 + 4,4 NS
Pi 61,1 £4,2 65,0 4,7 NS 7,107 7,5+0,7 NS
PS 99,155 112,5 £ 2,6 0,051 11,6 £ 0,6 13,0 + 0,1 0,014
PC 261,9 + 26,3 269,7 + 21,7 NS 30,5 +2,3 31,3+3,2 NS
SM 56,9 + 3,0 65,4 +2,6 0,014 6,7+0,5 76x0,5 0,050
PL totaux 856,7 + 35,2 865,4 + 24,2 NS
Cholestérol 68,1 +£0,7 71,5+ 1,1 0,019

SM :Sphingomyéline ; PE : phosphatidyl-éthanomamine; Pl:Phosphatidyl-Inositol; PS :
Phosphatidyl-Sérine; PC :Phosphatidyl-Choline; Cer: Céramides.

3.1.6. Effets de la sphingomyéline sur la fluidité membranaire

¢ Méthodes

Nous avons déterminé la fluidité de la membrane des adipocytes apres 30
minutes, 2 heures et 24 heures d'incubation avec de la sphingomyéline d'ceuf (SM-AP).

e Résultats

L'anisotropie de la sonde DPH était significativement augmentée quand les
cellules étaient traitées par la SM (Tableau 2 et Figure 4). Aprés 30 minutes, la
sphingomyéline d'ceuf (SM-AP) rigidifie la membrane des adipocytes. Aprés deux heures
de traitement par la sphingomyéline, I'anisotropie de la fluorescence émise par le DPH
augmentait de facon significative (p<0,05). La sphingomyéline garde un effet rigidifiant
apres deux heures d'incubation. En revanche, aucun effet significatif n’a été trouvé apres

24 heures.
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Tableau 2: Effet de la sphingomyéline sur I'anisotropie de la fluorescence émise par le
TMA-DPH et le DPH au début de leur incorporation dans les adipocytes traités pendant
30 minutes, 2 heures et 24 H par la sphingomyéline. Les mesures sont effectuées a

37°C. Moyennes + erreur standard. p<0,05

Temps de Temps aprés
traitement par | lincorporation Anisotropie « r » de la TMA-DPH Anisotropie « r » de la DPH
la SM de la sonde
Ethanol seul | Ethanol SM AP Ethanol seul |  Ethanol SM-AP
. 0,273 = 0,002 0,274+ 0,002 0,152 + 0,002 0,160 = 0,002*
30 min 2 minutes (+5,2%)
. 0,269 + 0,002 0,269 + 0,003 0,148 + 0,002 0,155 + 0,002*
4 minutes
(+4,7%)
2 minutes 0,252+0,002 0,251£0,002  0,143:0,003 0,1520,009
(+6,3%)
2 heures
4 minutes 0,252+0,002 0,250+0,003 0,136+0,002 0,143+0,007
(+5,1%)*
2 minutes 0,258+0,002 0,259+0,002 0,148+0,003 0.1500,007
24 heures
4 minutes 0,254+0,002 0,252+0,003 0,141x0,002 0’14?\120’007
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3.1.7. Effets de I'enrichissement membranaire en sphingomyéline sur
I'expression des récepteurs  —adrénergiques aprés 30 minutes de
traitement.

e Méthodes

Nous avons vérifié l'effet de la sphingomyéline sur I'expression des récepteurs
B-adrénergiques en dosant les ARNm aprés 30 minutes d'incubation avec la SM
entrainant l'effet le plus important sur la lipolyse (sphingomyéline d'ceuf; SM-AP).

Une méthode de PCR semi quantitative a permis d'amplifier les ARN m des trois
récepteurs f—adrénergiques. La f—actine a servi de standard interne.
e« Résultats

Aucune différence n'a été mise en évidence en rapportant les densités optiques de

chaque ARNm a celui de la B-actine.

Témoins Sphingomyéline (SM-AP)

Récepteur 2-adrénergique 329 pb

Récepteur B3-adréneraique 308 pb

B-actine : 236 pb

Récepteur B1-adrénergique 289 pb

B-actine : 236 pb

L. Effets de la déplétion en sphingomyéline de la membrane:
effets de la sphingomyélinase

3.2.1. Hypotheses

La sphingomyélinase exogene, ajoutée dans le milieu dégrade la sphingomyéline
membranaire. Cette dégradation entraine une fuite du cholestérol a lintérieur de la

cellule (477). Un travail antérieur de notre équipe a montré que la sphingomyélinase
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exogeéne entraine une diminution de la concentration membranaire en sphingomyéline de
24%, du cholestérol de 52% et une augmentation de la fluidité membranaire de 13% de
préadipocyte 3T3-L1, aprés 1 heure d'action (7) (travail de thése de N. Al-Makdissy). La
sphingomyélinase entraine une déstructuration de la membrane et une dégradation des
micro-domaines (442). Ces perturbations pourraient modifier les propriétés physiques de
la membrane et perturber 'action des catécholamines sur la lipolyse.

Nous avons testé l'effet de la sphingomyélinase sur la lipolyse et sur la fluidité
membranaire d'adipocytes de la lignée 3T3-L1. Nous avons veérifié au préalable que la

sphingomyélinase n'interférait pas avec le dosage du glycérol.

3.2.2, Effet de la sphingomyélinase sur la fluidité membranaire

o Méthodes

L’effet de la sphingomyélinase sur la fluidité membranaire a été analysé dans notre
laboratoire sur des pré-adipocytes. Cette étude a montré que la sphingomyélinase avait
un effet maximal apres 1 heure. Ce temps a donc été choisi pour étudier 'effet de cette
enzyme sur la lipolyse.

¢ Résultats

L'anisotropie de la DPH était plus basse de 12% durant les deux premiéres minutes

apres l'introduction de la sonde (figure 4).

Figure 4 : Effet de la sphingomyélinase exogene aprés 60 minutes d'action sur la fluidité
membranaire mesurée par la DPH sur des adipocytes. Moyennes + SEM de quatre
expériences. ANOVA mesures répétées p<0,05.
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3.2.3. Effets de la sphingomyélinase sur la lipolyse basale

e Méthodes

Nous avons évalué l'effet de la sphingomyélinase sur la lipolyse basale au cours d’'une
cinétique, en prélevant un fraction du milieu au temps 30 minutes, puis a 60 minutes et
150 minutes d’incubation.

¢ Résultats

Apres 30 minutes d'action de la sphingomyélinase on notait une augmentation du
glycérol basal significative de 78% (p<0,05). La concentration en glycérol dans le milieu
était, en moyenne multipliée par 2,1 aprés 60 minutes d'action et par 2,8 au bout de 2 H

30 (p<0,01), en l'absence de toute stimulation (Figure 5).

Figure 5 : Effets de la sphingomyélinase a 30 minutes (p<0,05), 60 minutes et 150
minutes sur le glycérol basal (p<0,01). Moyennes + SEM de trois manipulations
indépendantes
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3.2.4. Effets de la sphingomyélinase sur la lipolyse stimulée par
l'isoprénaline

¢ Méthodes

L’étude de la fluidité membranaire suggere que l'effet de la sphingomyélinase est
maximal au de 60 minutes, Les résultats des mesures de fluidité membranaire ont
montré un effet maximal aprés 60 minutes d'action de la sphingomyélinase. Nous avons
donc évalué la lipolyse stimulée par l'isoprénaline 60 minutes aprés l'introduction de la
sphingomyélinase dans le milieu. L'enzyme a été maintenue dans le milieu pendant toute
la durée de test de lipolyse.
¢ Résultats

La concentration en glycérol dans le milieu était augmentée de fagon significative pour
la lipolyse basale et pour la concentration d'isoprénaline 107™° (p<0,01) (figure 6). En

revanche, la concentration maximale n'était pas différente.

Figure 6 : Effets de la sphingomyélinase ajoutée 60 minutes avant l'introduction de
l'isoprénaline sur la lipolyse stimulée. Moyennes + SEM de trois manipulations
indépendantes.
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3.3. Effets de la déplétion en cholestérol : effets de la p-

cyclodextrine

e Principe - Méthodes

La cyclodextrine est un chélateur du cholestérol membranaire. La diminution de la
concentration en cholestérol membranaire entraine une augmentation de la synthese de
sphingomyéline par la cellule (266). La cyclodextrine ne modifie pas la composition
membranaire en sphingomyéline. La cyclodextrine a été utilisée a une concentration de 5
mM ajoutée 30 minutes avant l'isoprénaline. La fluidité membranaire des cellules n'a pas
pu étre étudiée, en raison d'une trop grande fragilité des cellules quand celles-ci étaient

mises en suspension.

¢ Résultats
La cyclodextrine n'a pas modifié la lipolyse de base. Par contre I'effet maximal de
I'isoprénaline était modérément augmentée (+13%) mais de fagon significative (p=0,025)

(figure 7).

Figure 7 : Effet de la p-cyclodextrine sur la lipolyse stimulée par l'isoprénaline,

Moyennes + SEM de cinq manipulations indépendantes
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3.4. Synthése des résultats obtenus avec la sphingomyéline, la
sphingomyélinase et la cyclodextrine sur la lipolyse basale et
stimulée par I'isoprénaline

Les principaux résultats obtenus par les modifications de composition membranaire
sur la lipolyse basale et stimulée sont résumés dans le tableau 3. Les effets rapportés
sur la composition membranaire, sont basés sur les résultats du laboratoire (effets de la
sphingomyéline et de la sphingomyélinase) ou rapportés dans la litérature (effets de la

cyclodextrine.

Traitement Basale Stimulée Effets sur la composition
membranaire

Sphingomyéline  Cholestérol

Sphingomyéline P 4

30 minutes — . T

Sphingomyélinase

60 minutes m - W L

Cyclodextrine

30 minutes — T _> W

3.5. Effets des céramides sur la régulation de la lipolyse

3.5.1. Hypotheses

La sphingomyéline de la membrane plasmique subit un cycle décrit sur le fibroblaste
cutané et durant environ 40 minutes (241). A chaque cycle, une partie de la
sphingomyéline est dégradée (environ 8%). Les céramides produits lors de la
dégradation de la SM peuvent activer plusieurs voies métaboliques. Les cascades des
MAP kinases (mitogen protein kinases) et SAP kinases (stress-activated protein kinases)
sont les principales voies activées par les céramides. Néanmoins de trés nombreux
effets biologiques ont été imputés aux céramides (235;383). Les céramides peuvent étre
phosphorylés par une céramide kinase ou étre dégradés par des céramidases. La
sphingosine a également de nombreux effets biologiques (352). Les produits de la
dégradation de la sphingomyéline pourraient donc intervenir dans la regulation de la
lipolyse.

Le TNFo active la sphingomyélinase, or cette cytokine a un effet sur la lipolyse

démontré in vivo et in vitro (160;391;423). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer cet
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effet. Le TNFo pourrait inhiber I'expression des périlipines (482) et de la protéine Gi
(Gi2o) (160). Or les périlipines inhibent la lipolyse activée par le TNFo (482). La
diminution de leur expression facilite la lipolyse. Une étude récente (322) a montré que
les céramides pourraient étre impliqués dans cette régulation.

Les céramides pourraient aussi étre impliqués dans la régulation de la lipolyse en
inhibant la phosphodiesterase. Des analogues des céramides a chaine courte (C2 et C3)
reproduisent en effet I'action du TNFa sur les cellules 3T3-L1. Néanmoins, cette action
n'a pas été montrée avec les céramides naturels. L'insuline exerce son effet
antilipolytique essentiellement en activant la phosphodiestérase, et pourrait donc
s'opposer a l'action des céramides.

L'objectif de ce travail était d'analyser I'effet d’'une des molécules impliquée dans le
cycle de la sphingomyéline. Néanmoins, en ajoutant des céramides dans le milieu, on ne

peut pas exclure un effet membranaire des céramides.

3.5.2. Effets des céramides sur la lipolyse basale et stimulée

e Objectifs

Notre objectif était d'analyser l'action de céramides naturels sur la libération du
glycérol a I'état basal et stimulé. L'insuline exerce un effet antilipolytique en activant la
phosphodiestérase, nous avons donc analysé l'effet conjoint des céramides et de
l'insuline.
¢ Méthodes

Les céramides de cerveau de beeuf étaient dissous dans un mélange d‘alcool absolu
et de dodécane (éthanol:dodécane= 49:1, v/v) a 37°C, a la concentration finale de 15 pM
dans un mélange d'éthanol:dodecane [1/200, (v/v)] pour permettre la pénétration des
céramides dans le cytoplasme. Le milieu était homogénéisé et incubé a 37°C pendant 10
minutes, avant d'étre mis en contact avec les cellules.

¢ Résultats
Effets sur la lipolyse basale

Les céramides (15 puM) n'ont pas eu d'effet sur la lipolyse basale au bout de 2 heures
(15,1 £ 0,8 mg/l vs 15,6 + 0,3; n=12). Par contre les études cinétiques faites sur 6 heures
ont montré une discréte augmentation du glycérol de 8% qui est néanmoins significative
(p<0,05). Les deux cinétiques sont statistiquement différentes (p=0,037) (Figure 9).

L'expérience a été réitérée sur 6 heures en présence ou non d'insuline (166 nmol/l). La
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concentration en glycérol était plus élevée quand les cellules étaient traitées par l'insuline
et/ ou par les céramides (test de Kruskall Wallis: p=0,033). A 12 heures et 24 heures
nous avons observé un détachement du tapis cellulaire. Les temps tardifs n'ont donc pas

été considérés.

Figure 9 : Effets des céramides sur la lipolyse basale, cinétique sur 6 heures. Moyennes
+ SEM de cing manipulations indépendantes. Anovapar mesures répétées (p=0,037) .
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Figure 10 : Effets des céramides sur la lipolyse basale au temps 6 heures en présence
ou non de céramides ou d'insuline Moyennes + SEM de quatre manipulations
indépendantes
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Effets sur la lipolyse stimulée

Les tests de lipolyse ont été réalisés apres un traitement de deux heures par les
céramides. Les différences observées n'étaient pas significatives au terme des 90

minutes de stimulation, quelque soit la concentration.

Figure 11 : Effets du traitement par les céramides pendant 2 heures sur la lipolyse
stimulée par l'isoprénaline.
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4. Discussion

» Effet membranaire de la sphingomyéline

Cette étude montre que des modifications de la composition membranaire en
sphingomyéline peuvent modifier la réponse lipolytique des adipocytes. L'augmentation
de la concentration en sphingomyéline entraine une diminution de la réponse lipolytique
maximale alors que la déplétion membranaire en sphingomyéline entraine au contraire
une augmentation de la lipolyse basale.

La sphingomyéline diminue la réponse maximale de la lipolyse stimulée par
I'isopreénaline, en moyenne de 45%, lorsqu’elle est incubée 30 minutes avant le test de
stimulation. La sphingomyéline entraine également une diminution, toutefois moins
importante (-20%) de la lipolyse stimulée par la forskoline. Par contre, la sphingomyéline
ne modifie pas la réponse au méthylisobutylxanthine qui augmente la concentration intra
cellulaire en AMPc. L'effet que nous observons n’est donc pas lié & une inhibition de la
lipase hormono-sensible ou a un effet sur la protéine kinase A mais est localisé au
niveau de la membrane,

La stimulation maximale est diminuée alors que la concentration correspondant a 50%
de la stimu[ati_on maximale (EC50) ne varie pas. La sensihilité des récepteurs n'est donc
pas altérée. D'autre part, nous n'avons pas observé d’effet sur 'expression des
récepteurs P-—adrénergiques au bout de 30 minutes d'action. Cela suggere que la
sphingomyéline exerce ses effets au sein méme de la membrane en perturbant la
transmission du signal. D’autre pan, l'effet de la sphingomyéline est transitoire, il
disparait aprés 24 heures d’incubation, ce qui conforte cette hypothése.

Les modifications de composition membranaire que nous avons observées dans notre
modeéle cellulaire sont proches de celles que l'on retrouve chez les sujets obéses
insulino-résistants {568;570). Par conséquent, {'enrichissement membranaire en
sphingomyéline poutrrait étre une cause de résistance a |'action des catécholamines du
tissu adipeux in vivo.

L'augmentation de la sphingomyéline membranaire a modifié la réponse lipolytique de
la forskoline. L'effet observé était cependant moins important qu'avec lisoprénaline. La
sphingomyéline pourrait donc agir directement sur l'activité de l'adénylate cyclase mais
aussi perturber les interactions entre le récepteur, la protéine G et cette enzyme.

Plusieurs études ont montré que l'environnement lipidique, notamment en
phospholipides peut influencer l'activité de l'adénylate cyclase (138). Cette enzyme
pourrait changer de conformation selon la composition de la membrane plasmique en

phospholipides. Il existe des interactions entre le groupement polaire des phospholipides
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et l'adénylate cyclase qui pourrait interférer avec le site de régulation de la protéine
(11;206). Le rapport cholestérol/phospholipide dans la membrane pourrait également
étre essentiel. Ainsi, la résistance aux catécholamines des hépatocytes de rat cirrhotique
pourrait étre expliquée par une augmentation du rapport cholestérol/sphingomyéline
membranaire (292). L'acide gras de la sphingomyéline pourrait aussi influencer cette
activitt  enzymatique. Dans notre expérience, la sphingomyéline riche en acide
lignocérique (C24) avait moins d’effet inhibiteur sur la lipolyse alors gu'elle entrainait une
rigidification plus importante de la membrane. Cet effet pourrait étre due a une différence
de diffusion de la sphingomyéline au sein de la membrane. La sphingomyéline associée
a lacide palmitique diffuse probablement plus rapidement dans la membrane et pénétre
plus rapidement dans la cellule. Or le site catalytique de I'adénylate cyclase est localisé
au niveau du feuillet interne de la membrane.

L’enrichissement de la membrane en sphingomyéline s’accompagne d’une
augmentation du cholestérol. Nous ne pouvons pas exclure que I'effet observé soit lié a
Paugmentation du cholestérol membranaire. Les résultats que nous avons obtenus avec
la cyclodextrine vont dans ce sens. En effet, la cyclodextrine chélate le cholestérol de la
membrane sans affecter la sphingomyéline. La synthese de sphingomyéline serait au
contraire stimulée par le traitement par la cyclodextrine (données de la littérature
(266;353)). Or, nous avons constaté une augmentation de la lipolyse stimulée quand
nous avons traité les cellules par la cyclodextrine. La lipolyse basale n'était pas affectée.

Un effet propre de la rigification membranaire peut également étre discuté. Certaines
études faites chez I'animal montrent que la rigidification de la membrane pourrait, a elle
seule, affecter l'affinité des récepteurs adrénergiques (318). Cependant, cette
rigidification est obtenue en enrichissant les membranes en acides gras saturés; il est
donc impossible de distinguer l'effet lié aux changements de propriétés physiques de la
membrane de l'effet propre des acides gras saturés ou insaturés (325;375;392). Cette
rigidification de la membrane pourrait perturber les interactions entre les différentes
molécules de la cascade de la lipolyse ou diminuer 'accessibilité des récepteurs . Un
effet sur la sensibilité des récepteurs adrénergiques a été montrée mais il est variable
selon le type cellulaire étudié (470). Ainsi, la rigidification membranaire pourrait soit
augmenter soit diminuer I'affinité des récepteurs pour leur agoniste. Elle pourrait aussi
diminuer leur accessibilité.

Nos résultats montrent que l'affinité des récepteurs [ n'est pas affectée par
I'enrichissement membranaire en sphingomyéline puisque la sensibilité des adipocytes a

l'isoprénaline évaluée par 'EC50 n'était pas modifiée.
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L'activité de la lipase hormono-sensible pourrait étre modulée par les phospholipides
(462) (355;356) et en particulier par la sphingomyéline (462). Mais l'effet de la
sphingomyéline que nous avons observé n'est pas li€ a un effet sur cette enzyme
puisque la réponse a la méthylisobutylxanthine n'était pas modifiée.

La sphingomyélinase contrairement a la sphingomyéline est responsable d'une
augmentation de la lipolyse. Seule la lipolyse basale est augmentée alors que l'effet
maximal de lisoprénaline (Vmax) n'était pas modifié. Cela est en faveur d'une
mécanisme de saturation de I'enzyme. L'activité de la LHS est en effet I'étape limitante
de la lipolyse. La sphingomyélinase est responsable d'une déplétion de la membrane en
sphingomyéline et en cholestérol. Elle détruit les cavéoles et désorganise la membrane
(475;476). Elle génere également des produits de dégradation de la sphingomyéline,
comme les céramides et la sphingosine.

Différents mécanismes peuvent expliquer 'augmentation de la lipolyse basale. La
sphingomyélinase pourrait entrainer une augmentation de la production dAMPc dans la
cellule. Néeanmoins cet effet a été constaté pour hépatocytes (217) mais pas pour les
fibroblastes. Une augmentation de la diffusion du glycérol a travers la membrane peut
également étre envisagée. Le glycérol passe la membrane plasmique grace a un des
canaux appelés aquaporine. C'est essentiellement l'aquaporine 1 qui est chargée du
transport du glycérol. Llinsuline inhibe I'expression du géne (232) tandis que les
activateurs de PPARYy activent son expression (233). Lors de la stimulation de la lipolyse
adipocytaire, l'aquaporine est transloquée vers la membrane. Il est possible que la
déplétion en sphingomyéline membranaire modifie I'accessibilité de ces canaux ou leur
translocation. Les modifications de la fluidité membranaire porraient donc agir a ce
niveau.

Les effets de la sphingomyélinase sur I'activité de 'adénylate cyclase ont été étudiés
sur différents types cellulaires. La sphingomyélinase diminue l'activité de l'adenylate
cyclase des fibroblastes de hamsters transfectés par le géne du récepteur 02 (217). Par
contre dans cette étude, I'activité de I'adénylate cyclase des cellules rénales n’est pas
modifiée par ces changements, alors que [lactivité de la Na'/K* ATPase est
completement abolie.

Les céramides produits lors de la dégradation de la sphingomyéline pourraient inhiber
la phosphodiestérase (322). Nous avons pu reproduire cet effet avec des céramides
naturels. Néanmoins cet effet est faible et retardé. Par conséquent il peut difficilement

expliquer l'effet de la sphingomyélinase sur la lipolyse basale.
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o Effet des céramides

Bien que significatif, l'effet des céramides sur la lipolyse basale que nous avons
observé était faible. Ces résultats sont cependant conformes a ceux obtenus avec les
céramides a chaines courtes (322) qui augmentent la lipolyse basale
proportionnellement a leur concentration dans le milieu. Dans I'étude de Mei et al. I'effet
n'était significatif qu'a partir de la 12°™ heure. Dans nofre expérience nous n'avons pas
prolongé I'exposition des cellules aux céramides en raison d'une souffrance cellulaire qui
est observée a 24 heures.

L'effet lipolytique des céramides serait lié & une action indirecte sur la
phosphodiestérase (PDE) (322). Le prétraitement des cellules pendant 24 heures par les
céramides pourraient bloquer l'effet antilipolytique de l'insuline évaluée au bout de 40
minutes. Or linsuline joue ce réle en activant la PDE3B (142). L'effet des céramides
pourrait s'exercer en inhibant l'activation de la protéine kinase B qui active la PDE (485).
Cependant, un effet des céramides sur la lipase hormono-sensible ou sur la proteine
kinase A ne peut pas étre exclu.

Paradoxalement, en l'absence de stimulation de la lipolyse, nous avons constaté une
augmentation de la concentration en glycérol en présence d’'insuline. Ceci est en accord
avec létude de Rosenstock et al. (417) qui montre que le traitement prolongé des
cellules par l'insuline facilite la libération du glycerol mais diminue celle des acides gras
qui sont réestérifiés. Cet effet de l'insuline serait progressif et immédiat. A linverse, le
TNFo aprés un temps de latence, augmente a la fois la concentration de glycérol et celle
des acides gras. Dans notre expérience, nous avons observé un effet additionnel des
céramides et de l'insuline sur la libération du glycérol. Contrairement a I'étude de Mei et
al. (142}, nous avons fait agir les céramides et l'insuline de fagon simuitanée. L'effet
inhibiteur de l'insuline pourrait étre complétement abolie en présence de céramides
(322).
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¢ Fluidité membranaire

Les valeurs d’anisotropie enregistrées avec la sonde TMA-DPH sont plus élevées que
celie observées avec le DPH. La TMA-DPH integre le feuillet exierne de la membrane et
reste dans les couches les plus superficielles. Ce feuillet est plus rigide que le feuillet
interne en raison d'une asymétrie de distribution des phospholipides. La sphingomyéline
et la phosphatidylcholine sont essentiellement situées dans ce feuillet externe et
renforcent la cohésion de la membrane (557;558). En revanche, la DPH s’insére plus
profondément dans la membrane, région dont la fluidité dépend essentiellement de la
partie hydrophobe des phospholipides.

Les valeurs d’anisotropie de la sonde DPH décroissent progressivement et rapidement
aprés avoir ajouté la sonde, alors que ['anisotropie de la sonde TMA-DPH reste
constante. Cette sonde reste dans la membrane et ne pénétre pas dans la cellule. Cela
nous a incités a étudier spécifiquement 'évolution de |'anisotropie immédiatement apres
Faddition de ce marqueur dans le milieu et pendant les premiéres minutes. La vitesse de
décroissance de {'anisotropie de la DPH varie en fonction de la fluidité membranaire et
de la vitesse de pénétration de la sonde dans la cellule. Dans toutes les expériences
réalisées sur les adipocytes cultivés ou non en présence de sphingomyéline, l'anisotropie
de la TMA-DPH varie tres peu au cours du temps. La TMA-DPH ne pénétre pas dans la
cellule (493).

Les propriétés rigidifiantes de la sphingomyéline sont essentiellement liées aux forces
d'interaction entre les molécules de sphingomyéline, capables de former des
interdigitations renforgant la cohésion de la membrane. Ces interdigitations dépendent
essentiellement de la région hydrophobe de la molécule. Il est donc logique que les

modifications soient observées uniqguement avec la sonde DPH.

En conclusion, I'enrichissement de la membrane en shingomyéline est responsable a
court terme d'une inhibition de la lipolyse. Les membranes adipocytaires des sujets
obéses les plus insulino-résitants étant plus riches en sphingomyéline, cela pourrait
expliguer, en partie, la résistance du tissu adipeux & l'action des catécholamines

observée in vivo.
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B : Effets de la sphingomyéline sur la transcription des génes

1. Introduction

L'augmentation de la concentration de sphingomyéline (SM) membranaire ou cellulaire
pourrait influencer l'expression de certains génes par deux voies essentielles, une voie
dépendant du cycle de la SM et une voie membranaire. La sphingomyéline membranaire
pourrait agir indirectement en modifiant 'homéostasie cellulaire du cholestérol (162;474-
476) en raison des interactions fortes, qui existent entre le cholestérol et ce
phospholipide.

La dégradation de la SM par la sphingomyélinase membranaire produit des
céramides, de la sphingosine et de la sphingosine 1 P qui peuvent influencer |'expression

génique. La sphingosine 1 P pourrait notamment réprimer I'expression de SREBP (552).

Nous avons étudié les genes impliqués dans la réponse aux catécholamines, mais
aussi certains génes clefs du métabolisme cellulaire comme PPARy et SREBP et
certains genes cibles de ces facteurs de transcriptions. Nous envisagerons
successivement les genes impliqués dans la régulation de la lipolyse, les effets sur

PPARY, sur SREBP;, et sur les génes cibles de SREBP..
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2. Effets de la sphingomyéline sur les ARNm des récepteurs [3-

adrénergiques et sur la lipase hormono-sensible (LHS)

a) Hypothése

Le TNF-o est un activateur de la sphingomyélinase. El Hadri et al. (186) ont montré,
que cette cytokine modifiait I'expression des récepteurs adrénergiques d'adipocytes 3T3-
L1 en culture aprés 6 heures d'incubation. Dans cette étude, les ARNm des récepteurs
3 étaient fortement abaissés, ceux du récepteur 31 I'étaient modérément, alors que les
ARNmM du récepteur 2 étaient fortement augmentés. La densité des récepteurs était
modifiée de la méme facon. Les trois types de récepteurs [3-adrénergiques peuvent donc
étre modulés de facon différentielle. De méme, l'insuline (150) et la dexaméthazone
(149) inhibent I'expression du récepteur B3 mais sont sans effet sur les récepteurs 1 et
p2.

L'effet de la sphingomyeéline a été étudié aprés 24 heures d'incubation, et avec 3 types
de sphingomyeélines, la sphingomyéline d'ceuf (riche en SM-AP), la sphingomyéline de
cerveau de boeuf (riche en SM-AS et en SM-AN), et la sphingomyéline d'érythrocyte
(riche en SM-AL). Nous n'avons pas observé de différence significative en fonction de la

longueur de l'acide gras associé, certains résultats ont donc été regroupés.

b) Résultats
Les récepteurs f—adrénergiques

Les différentes sphingomyélines n'ont pas eu d'effet significatif sur la transcription des
genes des récepteurs adrénergiques B1, B2 et B3 (n=4). L'ARNm du récepteur 31 n'a pu
étre mis en évidence qu'en augmentant la quantité d'ADN et en augmentant le nombre
de cycles de PCR a 40 mais aucune différence n’a été trouvée.

G3 PDH et p—Actine Récepteurs p2- Récepteurs 3-
adrénergiques adrénergiques

Tém SM SM SM Tém SM SM SM Tem SM SM SM
AP AS AL AP AS AL AP AS AL
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La lipase hormono-sensible

Les effets des différentes sphingomyélines sur 'ARNm de la lipase hormono-sensible
(LHS) ont été analysés grace a une PCR en temps réel (I.Dugail, INSERM465 ) (valeurs
relatives par rapport au témoin). Aucun effet n'a été observé avec les trois
sphingomyeélines, les résultats ont donc été groupés : rapport SM/ témoin moyen = 1,23 +

0,09, (n=6). Une valeur supérieure a 2 est considérée comme significative (378).

4.1. Effets de la SM sur I'expression de PPARyet sur la

différenciation adipocytaire

a) Hypotheses

PPARYy est un récepteur nucléaire particulierement impliqué dans le stockage des
triglycérides dans le tissu adipeux. C'est aussi un facteur de différenciation terminale des
adipocytes. Les antagonistes de PPARYy bloquent la différenciation adipocytaire, tandis
que les agonistes comme les thiazolidinediones l'induisent (263;507). Plusieurs facteurs
de transcription participent a la régulation de l'induction du géne PPARy. Ce sont les
C/EBPs, SREBP1, les glucocorticoides et I'AMPc (302).

PPARYy, apres avoir formé un hétérodimere avec le récepteur rétinoides (RXR) se lie a
la région régulatrice de certains génes et en controle la transcription. En l'absence de
ligand, le complexe PPARYy-RXR lie un complexe protéique répresseur, qui posséde une
activité histone désacétylase. Les histones désacétylés inhibent la transcription. Parmi
les génes cibles, il y a les genes impliqués dans le stockage et la synthese de
triglycérides: la « Fatty acid synthase » (FAS), I'acétylCoA synthétase et peut-étre aussi

la résistine (190).

b) Protocole

Une PCR semi-quantitative a été réalisée. Nous avons étudié l'expression de PPARy
d'adipocytes en culture exposés ou non a un traitement par la sphingomyéline pendant
24 heures. Nous avons également étudié l'effet d'un traitement quotidien par la
sphingomyéline ajoutée dans le milieu soit au moment de la différenciation cellulaire

(J+2), soit au moment de la confluence (J-1).
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c) Résultats

Aprés 24 heures de traitement, la sphingomyéline entrainait une diminution
significative de I'expression de PPARY, sur des adipocytes différenciés a J11 (figure 12).
Nous n'avons pas observé de différences significatives entre les différentes
sphingomyélines.

Nous avons noté une augmentation significative de PPARy des cellules témoins
(éthanol seul) entre le 6eme jour et le 11eéme jour (figure 13), contrairement aux cellules
traitées quotidiennement par la sphingomyéline depuis la confluence ou a partir du 2éme
jour aprées le début de la différenciation.

Nous n'avons pas observé d'effet sur la différenciation adipocytaire mesurée par la
densité optique de I'huile rouge (a 540 nm) apres lavage du tapis cellulaire, trypsinisation
et remise en suspension. La concentration du glycérol dans le surnageant, qui augmente
normalement avec la différenciation du tapis cellulaire, n’était pas différente dans le

milieu des cellules traitées ou non traitées.

Figure 12 : Effets de la sphingomyéline sur la transcription de PPARy (Test de Kruskal
Wallis : p=0,015 ) Moyennes + SEM de 5 expériences indépendantes
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Figure 13 : Effets de la sphingomyéline (SM-ASN) ajoutée au moment de la confluence
ou 2 jours apres la confluence et pendant toute la phase de différenciation sur 'ARNm de
PPARy des cellules 3T3-L1, au 6°™ et 11°™ jour de différenciation. Moyennes + SEM de
3 expériences
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4.2. Effets de la SM sur I'expression de SREBP2

Il a été démontré que les modifications du contenu membranaire en sphingomyéline
pouvaient modifier I'homéostasie intracellulaire du cholestérol. L’enrichissement ou la
déplétion membranaire en sphingomyéline pourrait provoquer des mouvements de
cholestérol dans la cellule permettant de rétablir 'équilibre entre SM et cholestérol dans
la membrane (474;475).

Nous avons observé (Tableau 6) une augmentation significative de 'ARNm de

SREBP2 avec le traitement par la sphingomyéline.
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Tableau 6 : Effet de la sphingomyéline apres 24 heures de traitement sur la transcription
des génes. Moyennes de 6 cultures indépendantes traitées ou non par les
sphingomyélines des trois origines (SM-AP, SM-AS, SM-AL). Chaque mesure a été
répétée 3 fois.

(A) Génes modifiés par le traitement par la sphingomyéline

Rapport sphingomyéline/témoin

Génes Une valeur > 2 est considérée
comme significative (260)
Rapport SM/ Témoin

SREBP 2 2,10 + 0,07
Lipoprotéine Lipase 5,77 + 1,84
Synthase des acides gras 2,3 +0,31

SCDA 2,5+0,53
Cavéoline 2 15,9 + 3,78

ABCA1 5,056 +1,00

SR-B1 2,3+0,35
Récepteur des LDL 2,57 0,48
Récepteur de l'insuline 4,77 £1,11
Résistine 2,13+0,64

(B) Geénes non modifiés par le traitement par la sphingomyéline

Genes Rapport SM/ témoin Ecart standard
Lipase hormono sensible 1,23 1,23
Glut 4 0,93 0,93
leptine 1,37 1,37

4.3.Effets de la sphingomyéline sur 'ARNm de la lipoprotéine lipase

a) HYPOTHESE

La lipoprotéine lipase (LPL) est une enzyme clé du métabolisme énergétique et du
métabolisme des lipoprotéines. Par conséquent, la régulation de son expression pourrait
avoir des répercussions sur ce métabolisme. PPARyest considéré comme un des
elements régulateurs de la transcription de la LPL. Ii existe en effet un élément de
réponse de PPARy au niveau de la zone promotrice et il existe chez I'homme, une
association entre un polymorphisme de PPARY (Pro12Ala) et une baisse de l'activité de
la LPL (453). L'activation de PPARYy par les thiazolidinedione entraine une augmentation
de l'activité de la LPL de l'adipocyte (28). Néanmoins, le géne de la LPL serait aussi
contrélé par SREBP (231;454;467;556).
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b) Résultats (Tableau 6)
Nous avons observé une augmentation conjointe des ARNm de SREBP2 d’un facteur

de 2,1 + 0,07 en moyenne et de la lipoprotéine lipase d'un facteur de 5,8 + 1,8 en
moyenne. ce qui est en faveur d'un role possible de SREBP sur l'expression de la LPL

des adipocytes 3T3-L1.

4.4. Effets de la SM sur les génes cibles de SREBP : les génes
impliqués dans la lipogenése de novo

SREBP régule les enzymes clés de la lipogenése, l'acétyl-CoA carboxylase et la
synthase des acides gras dont les géenes sont activés (131), il s’agit néanmoins de
SREBP1 (ou ADD1) et non de SREBP2 (508).

Dans notre étude la transcription de deux enzymes est activée par la sphingomyéline,
la synthase des acides gras d’'un facteur de 2,3 = 0,3 en moyenne et la SCD1 d'un

facteur de 2,3 £ 0,3 en moyenne.

4.5. Effets de la SM sur les génes cibles de SREBP : les génes
impliqués dans I'homéostasie du cholestérol

a) Hypothese
La caveoline

Le géne de la cavéoline des fibroblastes pourrait étre inhibé par SREBP1 (48;115).
Cependant l'augmentation du cholestérol libre dans les cellules HelLa (152), faisant suite
a l'influx de cholestérol sous forme de LDL, entraine une diminution de l'expression de
SREBP et une absence de modification de I'expression de la cavéoline. La régulation
pourrait donc étre différente suivant le type cellulaire. Par ailleurs on ignore le réle de

SREBP2 sur la régulation du gene de la cavéoline.

L’ATP binding cassette ou ABC1
L'ATP binding cassette ou ABC1 est une protéine participant a l'efflux du cholestérol

(361;362). La mutation de cette protéine est responsable de la maladie de Tangier

caractérisée par une réduction importante des lipoprotéines de haute densité (HDL).

Le récepteur des LDL
La régulation de la synthése des récepteurs des LDL semble dépendre
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essentiellement de SREBP2 (39).

SR-B1 (Scavenger receptor class B type I )
SRB1 est une protéine exprimée essentiellement par I'hépatocyte. Qualifiée de

récepteur aux HDL ou de récepteur scavenger des macrophages, cette protéine pourrait

faciliter I'efflux de cholestérol (530).

b) Résultats

Le traitement des cellules par la sphingomyéline entraine une activation des genes
cibles de SREBP intervenant dans I'homéostasie du cholestérol (Tableau 6). Ce sont les
génes impliqués dans la captation du cholestérol (SRB1, récepteurs des LDL), dans

I'efflux ou dans la translocation du cholestérol vers la membrane (ABC1, cavéoline2).

4.6. Le récepteur de l'insuline
a) Hypothese

L'implication du cycle de la sphingomyéline dans la régulation de l'expression du géne
du récepteur de linsuline n'a pas été étudiée antérieurement. La vitamine D (1,25-
dihydroxyvitamin D3) augmente l'expression du gene de linsuline (261). Or cette
vitamine active le cycle de la sphingomyéline. Il est donc possible que les métabolites de
la sphingomyéline, sphingosine ou céramide, soit impliqués dans la régulation de
I'expression de ce géne. En favorisant la phosphorylation de la sérine du récepteur, la
sphingosine-1-P inhibe ['activité tyrosine kinase du récepteur. Cette inactivation pourrait
favoriser I'augmentation de l'expression du géne du récepteur.

b) Résultats

Nous montrons que la sphingomyéline est responsable d'une augmentation de

I'expression du géne du récepteur de linsuline d’'un facteur de 4,8 = 1,1 en moyenne.

4.7. La résistine

a) Hypotheése
La régulation de l'expression du gene de la résistine pourrait essentiellement
dépendre du facteur transcriptionnel C/EBPo, qui peut induire I'expression de la résistine

quand le géne est exprimé dans d'autres cellules que I'adipocyte (190).
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b) Résultats
Dans notre étude nous avons observé une augmentation de 'ARNm de la résistine

avec le traitement par la sphingomyéline d’un facteur de 2,1 + 0,6 en moyenne.

5. Discussion

o Effets de la sphingomyéline sur les ARNm des récepteurs B-adrénergiques et

sur la lipase hormono-sensible (LHS)

Apres 24 heures de traitement, la sphingomyéline n'a pas eu d'effet sur I'expression
des récepteurs 2 et f3-adrénergiques et sur la LHS. Cela est en accord avec les tests
de lipolyse effectués apres 24 heures d'incubation. Néanmoins, ces résultats sont en
contradiction avec ceux obtenus dans la littérature avec le TNFo. (186). Cette cytokine
agit sur l'expression des récepteurs P-adrénergiques, en diminuant l'expression du
récepteur B1, en augmentant celle du B2 et en diminuant celle du récepteur 3. Les
céramides étant probablement les seconds messagers du TNFo, on pouvait s'attendre a
obtenir des effets identiques. Toutefois, la sphingomyéline exogéne est faiblement
dégradée dans la cellule quand elle est intégrée par endocytose (242). La concentration
en céramides générés est donc probablement trop faible pour reproduire I'effet du TNFo.
Il est également possible que l'activité de la sphingomyéline synthase et celle de la
céramidase soit augmentée dans la lignée 3T3-L1, comme cela a été décrit dans
d'autres lignées de cellules immortalisées (283). D'autre part, I'effet décrit avec le TNFo a
été obtenu sur des cellules de type 3T3-F442A a 8 jours de différenciation alors que nos
résultats concernent des cellules 3T3-L1 a 12 jours de différenciation. Or c'est
essentiellement le récepteur 3 qui est exprimé a ce stade de différenciation (134). En
outre, 'ARNm du récepteur B1 n'a pu étre mis en évidence qu'en augmentant la quantité
d'ADN et en augmentant le nombre de cycles de PCR. Ce récepteur est donc
probablement peu exprimé a ce stade de différenciation.

Les analogues des céramides pourraient également augmenter I'expression de la LHS

(322), ce que nous n'avons pas observeé avec la sphingomyéline.
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o Effets de la SM sur l'expression de PPARyet sur la différenciation
adipocytaire

Il n'existe pas de lien connu entre I'expression de PPARyet la sensibilité aux
catécholamines. Toutefois l'expression de PPARy est un marqueur de sensibilité a
l'insuline. Nous avons fait 'hypothése que linsulino-résistance et la résistance aux
catécholamines pourraient étre associée. Les résulats obtenus sur I'expression de
PPARysont en faveur d'un lien entre le contenu membranaire en sphingomyéline et
I'expression de PPARYy. Des études faites dans notre laboratoire ont montré que cette
relation existe chez 'lhomme (568;569). Ces résultats sont également en accord avec les
effets du TNFo qui diminue l'expression de PPARYy. 1l est donc probable que I'effet de la
sphingomyéline s'exerce par lintermédiaire de ses métabolites: phosphocholine,
sphingosine, sphingosine 1P, céramides ou acides gras (483;553;572). Curieusement
Mei et al. (322) n'ont pas trouvé d'effets des céramides naturels sur l'expression de

PPARY.

o Effets de la SM sur I'expression de SREBP2

Nous avons observé une augmentation de 'ARNm de SREBP2 avec le traitement par
la sphingomyéline. Il a été démontré que les modifications du contenu membranaire en
sphingomyéline pouvaient modifier ['homéostasie intracellulaire du cholestérol.
L’enrichissement ou la déplétion membranaire en sphingomyéline entraine des
mouvements de cholestérol dans la celiule qui vont permettre de rétablir I'équilibre entre
SM et cholestérol dans la membrane (474;475). L'augmentation des ARNm de SREBP2
avec la sphingomyéline est donc en faveur d'une activation de la voie du cholestérol
secondaire a une déplétion relative du stock de cholestérol intra-cellulaire. Cette
déplétion est liée a une translocation du cholestérol intra-cellulaire vers la membrane
plasmique. Gatt et Bierman (162) ont également suggéré que lincorporation de la
sphingomyeéline dans des fibroblastes pourrait influencer la synthese de cholestérol et la
synthése des récepteurs des LDL. Nos résultats sont en accord avec ceux de Lelay et
al. (260) montrant que la déplétion de la membrane plasmique en cholestérol est
responsable comme [I'enrichissement membranaire en SM, d'une augmentation de
I'expression de SREBP2.
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e La lipoprotéine lipase (LPL)

La LPL est une enzyme clé du métabolisme énergétique et du métabolisme des
lipoprotéines. Par conséquent, la régulation de son expression pourrait avoir des
répercussions sur ce métabolisme. PPARyest considéré comme un des éléments
régulateurs de la transcription de la LPL. Il existe en effet un élément de réponse de
PPARy au niveau de la zone promotrice et il existe chez I'homme, une association entre
un polymorphisme de PPARy (Pro12Ala) et une baisse de l'activité de la LPL (453).
L'activation de PPARy par les thiazolidinedione entraine une augmentation de l'activité
de la LPL de I'adipocyte (28).

Néanmoins, le géne de la LPL serait aussi contrdlé par SREBP (231;454;467;556).
Nous avons observé une augmentation conjointe des ARNm de SREBP2 et de la
lipoprotéine lipase, qui est en faveur d'un réle possible de SREBP sur 'expression de la
LPL des adipocytes 3T3-L1. Ces résultats sont conformes a ceux de Schoonjans et al.
(454) montrant que la déplétion membranaire en cholestérol entraine une augmentation
de la transcription de la LPL. Cet effet est reproduit par la transfection conjointe de
SREBP-1a, -1c (ADD-1) et de SREBP-2. Cependant Lelay et al. (260) n'ont pas trouvé

d'effet de la déplétion membranaire en cholestérol sur la LPL.

o Effets de la SM sur les génes cibles de SREBP : les génes impliqués dans la

lipogéneése de novo

SREBP régule les enzymes clés de la lipogenese, l'acetyl-CoA carboxylase et la fatty
acid synthase (FAS) dont les genes sont activés (131). SREBP1 (ou ADD1) agit sur un
motif de type E-box (CANNTG) de la région promotrice de FAS (508). Cette région
promotrice possede également deux motifs SRE (297;298). La concentration en ARNm
de I'ATP citrate lyase, l'enzyme permettant la synthése d'acetyl-CoA est également
activee par SREBP. SREBP stimule également la transcription des enzymes permettant
la synthése de NADPH (469), indispensable a la lipogeneése. Il a également été démontré
que SREBP 1a et 2 régulaient I'expression de la steroyl-CoA desaturase 1 (SCDt) de
I'adipocyte et de I'hépatocyte (38;350;469;497). Cette enzyme permet la désaturation en
position delta 9 des acides gras saturés et joue un rble essentiel dans le maintien des
propriétés physiques de la membrane de l'adipocyte. Par conséquent, l'activation de

SREBP entraine une augmentation de la concentration en acides gras monoinsaturés
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dans I'hépatocyte (469). Dans notre étude la transcription de deux de ces enzymes est

activée par la sphingomyéline, la synthase des acides gras et la SCD1.

o Effets de la SM sur les génes cibles de SREBP : les génes impliqués dans

I'homéostasie du cholestérol

Les récepteurs B-adrénergiques des myocytes sont localisés au sein des cavéoles
(461). Cette protéine pourrait donc jouer un réle dans la régulation adrénergique. Le
géne de la cavéoline des fibroblastes pourrait étre inhibé par SREBP1 (48;115).
Cependant 'augmentation du cholestérol libre dans les cellules HelLa (152), faisant suite
a l'influx de cholestérol sous forme de LDL, entraine une diminution de l'expression de
SREBP et une absence de modification de I'expression de la cavéoline. La régulation
pourrait donc étre différente suivant le type cellulaire. Par ailleurs on ignore le réle de
SREBP2 sur la régulation du géne de la cavéoline.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Lelay et al. (260) montrant que la déplétion
de la membrane plasmique en cholestérol est responsable d'une augmentation de
I'expression de SREBP2 et de la cavéoline, ce qui suggere un rble activateur direct ou
indirect de SREBP2 sur I'expression de cette protéine.

Comme ABCH, la cavéoline est également impliquée dans le trafic intracellulaire de
cholestérol (209), permettant ainsi de maintenir ['équilibre entre cholestérol et
sphingomyéline au sein de la membrane plasmique.

Comme ABC1, la cavéoline est également impliquée dans le trafic intracellulaire de
cholestérol (209), permettant ainsi de maintenir I'équilibre entre cholestérol et
sphingomyéline au sein de la membrane plasmique. L'augmentation de I'expression
d'ABC1 est responsable d'une augmentation de I'efflux de cholestérol (257). Cependant
la protéine ABC-1 seule ne peut pas induire I'efflux de cholestérol et de phospholipides,
I'Apo A-l est indispensable (361;362). La surexpression d'ABC1 permet néanmoins
d'augmenter l'efflux du cholestérol (257). SREBP pourrait étre impliqué dans la régulation
de son expression (336). ABC1 participe au transport intracellulaire du cholestérol, de
I'appareil de Golgi vers la membrane plasmique (363). L'oxystérol, dont la synthése
augmente avec la concentration de cholestérol libre intracellulaire, active la transcription
de ABC1 (285;376;532;533). Néanmoins nous ne savons pas comment évolue la
concentration en oxystérol cellulaire quand le pool de sphingomyéline est augmenté.
Assez curieusement, un oxystérol, le 25-OH-cholestérol, active la synthése de

sphingomyeéline a partir des céramides (411).
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Dans la cellule, 'noméostasie du cholestérol dépend de la synthese, de l'influx du
cholestérol des lipoprotéines de faible densité (les LDL), de l'estérification du cholestérol
et du flux de cholestérol libre sortant de la cellule. Le défaut de cette protéine entraine
une diminution de la sortie du cholestérol de la cellule, le cholestérol s'accumule dans la
cellule sous forme estérifiée (maladie de Tangier). L'augmentation de l'expression
d'ABC1 avec la sphingomyéline pourrait permettre de favoriser la translocation du
cholestérol vers la membrane plasmique et donc de favoriser l'efflux en présence
d’accepteurs dans le milieu.

La régulation de la synthése des récepteurs des LDL semble dépendre
essentiellement de SREBP2 (39). Les inhibiteurs de 'HMG-coA réductase active a la fois
SREBP2 et la synthese des récepteurs a LDL (441). Certains ligands de SCAP active le
clivage de SREBP2 et augmente également la synthése des récepteurs des LDL (171). Il
est donc logique de trouver une augmentation des ARN des récepteurs des LDL.

SRB1 est une protéine exprimée essentiellement par I'hépatocyte. Qualifiée de
récepteur aux HDL ou de récepteur scavenger des macrophages, cette protéine pourrait
faciliter I'efflux de cholestérol Notre étude montre que SR-B1 est également fortement
exprimée dans l'adipocyte 3T3-L1. L'enrichissement de la membrane en sphingomyéline
augmente l'expression du géne de cette protéine. Ce qui pourrait favoriser I'efflux de

cholestérol (530).
o Le récepteur de l'insuline

Nous montrons que la sphingomyéline est responsable d'une augmentation de
l'expression du gene du récepteur de l'insuline. L'interprétation de cette augmentation
doit étre prudente car nous ne savons pas s'il s'agit de l'isoforme A du récepteur qui est
moins active (forme défective en l'exon 11). D'autre par, la traduction et l'activité du

récepteur n'ont pas été étudiés.
¢ Lareésistine

La régulation de l'expression du géne de la résistine pourrait essentiellement
dépendre du facteur transcriptionnel C/EBPa, qui peut induire I'expression de la résistine
quand le gene est exprimé dans d'autres cellules que l'adipocyte (190). La fixation de
C/EBPa. s'accompagne d'un recrutement de coactivateurs p300 et CBP et d'une

importante augmentation de l'acétylation des histones au voisinage de la région
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promotrice du gene, ce qui favorise la transcription.

Bien que les thiazolidine-diones (TZD) inhibent cette expression, la régulation par
PPARY semble indirecte car il n'existe pas d'éléments de réponse a proximité de la
région promotrice. Les TZD pourraient agir directement en inhibant I'acétylation des
histones.

Les acides gras libres pourraient également inhiber son expression (224), ce qui
pourrait expliquer les résultats contradictoires observés concernant le lien entre cette
protéine et linsulino-résistance (216). Dans notre étude nous avons observé une

augmentation de 'ARNm de la résistine avec le traitement par la sphingomyéline.

En conclusion, notre étude montre que le traitement prolongé des adipocytes en culture
par la SM entraine des modifications transcriptionnelle de genes impliqués dans la
différenciation adipocytaire, la lipogenése et I'hnoméostasie intra-cellulaire du cholestérol.
Ces résultats devront étre complétés par I'analyse des protéines. Ces résultats montrent
néanmoins que l'enrichissement des adipocytes en sphingomyéline entraine une
dérégulation d'un ensemble de genes, qui pourrait conduire a une modification du

« phénotype » de l'adipocyte.
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6. Conclusions - Perspectives

Ce travail a permis de montrer que lI'enrichissement de la membrane en
sphingomyéline (SM), dans une proportion proche de celle rencontrée chez le sujet
obése, pouvait fortement altérer la réponse lipolytique maximale des adipocytes a un
agoniste B-adrénergique non sélectif, l'isoprénaline. La réponse a la forskoline était
egalement altérée. Cet effet n'est pas lié a une modification de l'expression des
récepteurs . La SM membranaire pourrait donc modifier les interactions entre le
récepteur et son environnement phospholipidique, mais aussi modifier l'activité de
l'adénylate cyclase. Nous avons également montré que la déplétion membranaire en SM
et en cholestérol entrainait au contraire une augmentation de la lipolyse basale. Cet effet
pourrait étre lié a I'effet des céramides dont I'action lipolytique a été reproduit avec des
céramides naturels. Il semble donc acquis que des modifications membranaires en
sphingomyéline et en cholestérol puissent modifier la lipolyse adipocytaire.
L'augmentation de la concentration en SM membranaire pourrait donc étre l'un des
mécanismes de la résistance aux catécholamines chez les sujets obeéses.

L’étape suivante sera d’envisager de nouvelles investigations cliniques pour
explorer les anomalies de la lipolyse en fonction du contenu membranaire de I'adipocyte
en SM et en cholestérol. Cela implique de mettre en place des méthodes adaptées telles
que la microdialyse du tissu adipeux. La réponse a 'amaigrissement serait également
particulierement intéressante a considérer.

Le traitement des adipocytes en culture par la SM influence I'expression de génes
impliqués dans le stockage des acides gras, la lipogenése, et la différenciation
adipocytaire. En freinant l'expression de PPARY, la SM pourrait moduler la différenciation
adipocytaire. Il faudra confirmer cette hypothése en analysant les facteurs
transcriptionnels intervenant au cours de cette différenciation et mesurer certains
marqueurs de processus. En activant les genes impliqués dans le stockage des
triglycérides, la SM est susceptible de favoriser I'hypertrophie du tissu adipeux. Son
action génique va également dans le sens d'un effet freinateur de I'hyperplasie. Cette
hypothese mériterait d'étre étudiée in vivo car elle représente I'image en miroir de I'action
des thiazolidinediones. C’est un argument de plus pour penser que la SM joue un rble
majeur dans le syndrome plurimétabolique du sujet obese.

Cependant bien des inconnues persistent. L’étude de I'expression des génes par les
dosages des ARNm est une approche qu'’il faudra compléter par le dosage des protéines

impliquées dans cette régulation.
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Notre groupe a établi qu’il existe in vivo une association entre l'insulino-résistance et le
contenu membranaire en SM des adipocytes. Mais la comparaison n'a pas été faite pour
cette cellule entre des sujets obeses et des sujets non obéses. Les sujets de poids
normal les plus hyperinsulinémiques ont toutefois aussi un exces de SM dans la
membrane de globule rouge. Ensuite, les études actuelles, effectuées chez 'homme, ne
permettent pas d'établir un lien de causalité entre les faits observés. Enfin nous ignorons
les causes de l'augmentation membranaire en SM des sujet obéses insulino-résistants.
La SM de la membrane plasmique est essentiellement d'origine intracellulaire, mais la
contribution de la SM provenant des lipoprotéines, hotamment celle des LDL, n'est pas
connue. Or les sujets obéses insulino-résistants peuvent avoir des lipoprotéines de
composition anormale, notamment enrichie en SM (29). Les échanges plasma-
membrane pourraient donc étre impliqués dans l'enrichissement membranaire en SM.

La détermination des causes de cette augmentation parait primordiale. Le modéle que
nous avons utilisé dans nos travaux in vitro est, en effet, assez éloigné de la physiologie.
La SM des lipoprotéines subit un métabolisme différent de la sphingomyéline apportée
dans le milieu sous forme hydrosoluble. Il faudrait donc évaluer les effets de la SM qui
subit la voie de dégradation lysosomiale. La détermination des activités enzymatiques de
la sphingomyéline synthase et de la sphingomyélinase, parallelement & |'étude de la
composition membranaire du tissu adipeux viscéral et sous cutané, serait intéressante
chez des sujets ayant des degrés divers d'insulino-résistance ou de résistance aux
catécholamines. Les mécanismes physiologiques régulant ces activités enzymatiques
sont mal connus. Les glucocorticoides qui activent la sphingomyéline synthase (343;344)

pourraient étre en cause.
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Conclusion générale

L'étude de la variabilité de la fréquence cardiaque et de la pression artérielle
permet d'obtenir des indices de fonctionnement du systéme nerveux autonome. Les
études cliniques que nous avons menées montrent qu'il existe une dysfonction
sympathique chez les sujets obéses normotendus en relation avec l'insulino-résistance et
I'hyperleptinémie. Mais elles ne permettent pas d’affirmer qu'il existe une diminution
d'activité ou une diminution de la réponse des tissus aux catécholamines. Ce travail reste

a faire in vivo.

Le phénotype clinique d'obésité que nous avons décrit dans ce travail est associé
a une augmentation de la sphingomyéline membranaire, mesurée au niveau du globule
rouge. Ceci nous a conduit a étudier le réle de ce phospholipide sur l'action des
catécholamines in vitro. Ces travaux menés sur des adipocytes en culture ont permis de
montrer que la modulation de la concentration en sphingomyéline membranaire peut
modifier la réponse des adipocytes auxcatécholamines. Les concentrations obtenues
sont comparables a celles observées dans les membranes adipocytaires des sujets
obéses les plus insulino-résistants, comme cela été publié dans un autre travail de notre
groupe. Cette augmentation de la SM pourrait donc étre en partie responsable de la
résistance aux catécholamines observée in vivo. Cette hypothése demande a étre
confirmée par d’autres études in vivo mais aussi in vitro. L’effet de linsulino-résistance
sur le contenu en SM des membranes du tissu musculaire lisse des vaisseaux ou des
cardiomyocytes n’a jamais été étudie. Un travail sur le cardiomyocyte permettrait
d’accréditer la thése d'un effet de la sphingomyéline sur la résistance aux

catécholamines du systéme cardio-vasculaire.
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RESUME: Résistance a l'action des catécholamines, de la leptine et de
l'insuline au cours de l'obésité. Etude de la réactivité du systéme nerveux
sympathique in vivo et de la lipolyse adipocytaire in vitro.

Une diminution de la réponse du systéme nerveux sympathique (SNS) pourraient
étre impliquée dans la physiopathologie de l'obésité. Nous avons étudi¢ la variabilité
de la fréquence cardiaque et de la tension artérielle chez des sujets obéses
normotendus. La réactivité du SNS en orthostatisme et la sensibilité du baroréflexe
étaient altérées et corrélées de facon indépendante au degré d'insulinorésistance.
Les variations de la réponse du SNS lors d'une charge en glucose, rapportée aux
variations d'insulinémie, étaient plus faibles au cours de I'obésité. Une concentration
élevée en leptine était paradoxalement associée a une diminution des indices du
SNS. Cette relation persiste aprés amaigrissement. Ces études ont donc permis de
decrire un phénotype d'obésité associant une diminution globale de la réactivité du
systeme sympathique, une augmentation du rapport leptine sur masse grasse, une
insulino-résistance et une absence d'hypertension artérielle. Ce phénotype est
associé a une augmentation de la sphingomyéline membranaire de 'erythrocyte.

Un modéle de résistance aux catécholamines de la lipolyse adipocytaire a été validé
in vitro en enrichissant en sphingomyéline les membranes d'adipocytes 3T3L1 en
culture. La diminution de lipolyse était en rapport avec une aliération de l'étape
membranaire de la transmission du signal. La transcription de nombreux génes
impliqués dans la régulation du métabolisme du cholestérol et de la lipogenese a été
activé, sans modification de I'expression des récepteurs béta-adrénergiques.

Mots --clés : Obésité — Systéeme nerveux autonome — Résistance a l'insuline —
Leptine — Vieillissement — Tissu adipeux - Membrane — Sphingomyéline - Lipclyse
SUMMARY: Resistance to catecholamines, leptin and insulin in obesity. Study
of the reactivity of the sympathetic nervous system in vivo and of the
adipocyte lipolysis in vitro.

A decreased sympathetic nervous system (SNS) reactivity could be involved in the
physiopathology of obesity. We used spectral analysis to measure the variability of
heart rate and blood pressure in normotensive obese subjects. In standing position,
baroreflexe sensitivity and SNS reactivity were altered and negatively correlated to
insulin resistance indexes. After a glucose load, an impaired change in indices cf
sympathetic modulation was observed. Increased leptin to fat mass ratio was
paradoxically associated with a decreased sympathetic cardiac modulation. This
relationship persisted after weight loss. These abnormalities including impaired SNS
reactivity, insulin resistance and an increased leptin concentration for a given fat
mass, without hypertension could be described as a particular phenotype of obesity.
Catecholamine resistance of adipocyte lipolysis could be related to cell membrane
abnormalities. This hypothesis was tested in vitro by increasing the membrane
sphingomyelin content of 3T3L1 adipocytes. At short term, a decrease in stimulated
lipolysis was observed, that could be related to abnormal membrane signal
transduction. The transcription of genes implicated in the regulation of cholesterol
metabolism and lipogenesis was activated, but without change in the transcription of
beta-adrenergic receptors.

Key-words : Obesity - Autonomic nervous system - Insulin resistance — Leptin —
Ageing - Adipose tissue — Membrane — Sphingomyelin — Lypolysis

Discipline : Biologie, Santé et Environnement — Physiologie

Intitulé du laboratoire : Laboratoire de nutrition et de maladies métaboliques (EA 34
36 : proliférateurs de peroxysome) et Centre d'investigation Clinique / INSERM du
CHU de Nancy
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