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Introduction générale

L'insuline est une hormone produite par le pancréas dont le role est d'accroitre la captation et
l'utilisation du glucose par les muscles et le tissu adipeux. Lorsque ces tissus deviennent
moins sensibles a des concentrations physiologiques d'insuline, s’installe le phénoméne
d'insulino-résistance qui peut étre défini comme une baisse de ’efficacité de I’insuline au
niveau des cellules cibles, et donc une baisse de son action biologique. Chez un sujet atteint
d'insulino-résistance, le glucose pénétrant plus difficilement dans les cellules, une quantité
accrue d'insuline va étre produite en réponse a cette anomalie, afin de forcer les muscles et le
tissu adipeux a consommer le glucose. Les patients insulino-résistants présentent donc une
hyperinsulinémie due a la surproduction d'insuline par le pancréas. Aussi longtemps que le
pancréas est capable de synthétiser suffisamment d'insuline, les taux sanguins de glucose sont
controlés de fagon adéquate et l'insulino-résistance est compensée. La glycémie est alors

maintenue dans les limites de la normale,

L’obésité est la pathologie métabolique la plus commune actuellement dans les pays
industrialisés, souvent associée a I’insulino-résistance. Elle représente un probléme de santé
publique car sa prévalence a considérablement augmenté au cours de ces derni¢res années,
notamment chez l'enfant. Ce probléme est d’autant plus aigu que des études épidémiologiques
américaines ont révélé que la mortalité liée aux maladies cardio-vasculaires, au cancer et a
d’autres pathologies augmentait chez les hommes et femmes présentant un surpoids modéré
ou sévere quel que soit I’dge. Dans la tranche d’4ge 30-39 ans, la mortalit¢ dans une
population d’obeéses est nettement plus élevée que dans la population de poids normal: +160%

chez les hommes et +100% chez les femmes. 1'obésité serait la seconde cause de mortalité

¢évitable apres le tabac.

L’insulino-résistance souvent associ€e a 1’obésité, a ’hypertriglycéridémie, 1’intolérance au
glucose ou a I’hypertension artérielle est un des facteurs de risques pour le diabéte de type 2 et
les maladies cardio-vasculaires. Le terme de Syndrome X (ou syndrome métabolique) a été
proposé pour décrire 1’association de ces anomalies. La prévalence du syndrome métabolique
augmente parallélement a celle de I’obésité. Par conséquent, le syndrome métabolique est
devenu un syndrome fréquent dans les pays industrialisés et il est indispensable d’approcher

les mécanismes de ses différentes composantes, en particulier 1’insulino-résistance.

Plusieurs mécanismes ont été proposés comme causes possibles du développement de

I’insulino-résistance. Ils incluent : (1) des anomalies génétiques ou acquises de I’insuline ou
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d’une ou plusieurs protéines de la cascade de I’action de I’insuline (2) la malnutrition feetale
(3) une origine tissulaire spécifique en particulier I’ augmentation de I’adiposité viscérale (4)

des modifications des lipides membranaires qui ont conduit a I’hypothése membranaire de

I’insulino-résistance.

Cette hypothése a fait 1’objet de récents travaux au sein de notre laboratoire. Il a été¢ montré
des anomalies de la composition en phospholipides des membranes cellulaires chez des
femmes obeses présentant des degrés variables d’insulino-résistance estimés par deux
marqueurs : ’insulinémie 4 jeun et le HOMA. Les femmes les plus insulino-résistantes
avaient un contenu élevé en sphingomyéline (SM) et une fluidité de la membrane
érythrocytaire diminuée. Cette observation a été confirmée ultérieurement dans une cellule
insulino-sensible : I’adipocyte. Enfin, il a été montré également que chez ces femmes obéeses
insulino-résistantes, le contenu membranaire élevé en SM de I’adipocyte était associé a une

diminution de P’expression du facteur de transcription PPAR y (récepteur activé par les

proliférateurs de peroxysomes gamma).
Cependant, suite a ces précédents travaux, des questions restent a résoudre :

e Quelle est la part de I’obésité et de I’insulino-résistance dans les anomalies des
membranes cellulaires ? Dans une population non obése, I’insulino-sensibilité est variable.
Les anomalies de composition en phospholipides peuvent elles étre détectées chez les plus
insulino-résistants ?

e Ces anomalies existent-elles chez I’enfant obése ?

e Les anomalies en phospholipides sont elles accompagnées d’anomalies de la composition
en acides gras des membranes?

e [es anomalies de composition en phospholipides évoluent elles aprés une perte de poids
provoquee par un régime ou par une intervention pharmacologique ?

e Des altérations des lipoprotéines et/ou des interactions entre lipoprotéines et cellules
peuvent-elles étre la cause ou la conséquence des modifications de la composition en

phospholipides des membranes cellulaires ?

C’est I’objet de la présente these que de tenter de fournir des réponses a ces questions.
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Dans ce manuscrit nous avons tout d’abord, rappelé et rassemblé les données essentielles

(chapitre 1) sur :

- le signal de I’insuline vu sous 1’angle physiologique et les tissus sensibles a I’insuline : foie,
muscle, tissu adipeux

- I’obésité

- les différents mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de 1’insulino-résistance
ainsi que les hypothése majeures sur les origines de I’insulino-résistance

- le métabolisme des lipoprotéines.

Puis nous avons résumé les caractéristiques des sujets étudiés et I’ensemble des matériels et

méthodes (chapitre 2).

La démarche de notre travail de these a été la suivante. Il avait été montré précédemment au
laboratoire que les anomalies des phospholipides de I’hématie étaient sensiblement le reflet de
celles de 1’adipocyte. Notre projet portant sur un nombre de sujets relativement important, des
biopsies de tissus adipeux étaient difficilement réalisables. Par conséquent, nous avons étudié
les membranes d’hématies dans la plupart des travaux présentés ici..

La composition en phospholipides de la membrane d’hématies a été déterminée dans trois
groupes : des sujets témoins non obeses, des adultes obéses, et des enfants obéses (chapitre
3).

Dans le cadre d’une étude longitudinale, nous avons étudié les anomalies membranaires en
phospholipides et en acides gras d’un groupe d’obéses avant et aprés une perte de poids
induite par un régime hypocalorique de trois mois qui améliore généralement I’insulino-
sensibilité (chapitre 4).

Une étude similaire a été entreprise avec un groupe d’obéses dont la perte de poids a été
induite par une intervention pharmacologique associée & un régime modérément
hypocalorique (chapitre S).

Enfin, dans le but d’approcher les interaction lipoprotéines-cellules, la derniére partie de ce
travail a été consacrée a I’étude des modifications de la composition des lipoprotéines a jeun
et au cours de la lipémie post prandiale, & leurs relations avec la composition membranaire de
I’hématie et de I’adipocyte et ’expression de génes impliqués dans le métabolisme lipidique.

Nous présentons, ici, les résultats préliminaires obtenus dans un petit groupe d’obéses

(chapitre 6).
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I - LE SIGNAL DE L’INSULINE: SITUATION
PHYSIOLOGIQUE

A - LES MOLECULES INITIATRICES DU SIGNAL DE
L’INSULINE

A.1 - L’INSULINE

L’insuline est une protéine ayant une masse moléculaire voisine de 6.000 Daltons. Elle est
composée de deux chaines A et B. Les chaines A et B sont reliées par deux ponts disulfures et
un pont disulfure supplémentaire se trouve a I'intérieur de la chaine A. Dans la plupart des
especes, la chaine A comprend 21 acides aminés et la chaine B 30 acides aminés. Bien que la
séquence d’acides aminés varie selon les espéces, certains segments de la molécule sont trés
conservés : les positions des 3 ponts disulfures, les deux extrémités de la chaine A et les
résidus C-terminaux de la chaine B. Ces similitudes conduisent a une conformation
tridimensionnelle de I’insuline qui est trés similaire d’une espéce a I’autre (Figure 1).

Les molécules d’insuline forment des dimeéres en solution dus a des liaisons hydrogéne entre
les parties C-terminales des chaines B. En présence d’ions zinc, les diméres s’associent en
hexaméfes. Ces interactions ont d’importantes conséquences cliniques. Les monomeéres et

dimeres diffusent facilement dans le sang alors que la diffusion des hexaméres est plus faible.

L’insuline est synthétisée dans les cellules B du pancréas sous forme d’un précurseur : la
proinsuline. La proinsuline est composée de trois domaines : une chaine A amino-terminale,
une chaine B carboxy-terminale et un peptide de liaison appelé peptide C. A D’intérieur du
réticulum endoplamique des cellules B, la proinsuline est exposée a plusieurs endopeptidases
spécifiques qui excisent le peptide C, générant la forme mature de I’insuline. L’insuline et le
peptide C libre sont conditionnés dans le Golgi sous forme de vésicules sécrétoires qui

s’accumulent dans le cytoplasme.
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Figure 1: Conformation tridimensionnelle du monomére d’insuline.

Les ponts (2 intra-chaines et 1 inter-chaine) sont en jaune.
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Lorsque la cellule B est stimulée, I’insuline est sécrétée par exocytose et diffuse dans les
capillaires sanguins. L’insuline est sécrétée a la suite d’une élévation des concentrations
sanguines de glucose, le giucose étant transporté dans la cellule B par diffusion facilitée a
travers un transporteur de glucose. Les concentrations élevées de glucose dans la cellule
entrainent une dépolarisation de la membrane et un influx de calcium extra-cellulaire qui
semble étre le signal primaire pour I’exocytose des vésicules sécrétoires. Cependant, il semble

qu’il existe également une voie indépendante du calcium conduisant 4 la sécrétion d’insuline.

A.2 - LE RECEPTEUR DE L'INSULINE : UN RECEPTEUR
A TYROSINE-KINASE (FIGURE 2)

Le récepteur a insuline, codé par un seul géne (localisé sur le chromosome 19) (Yang-Feng et
al., 1985), est une glycoprotéine de 350 kDa insérée dans la membrane plasmique.r C'est un
hétérodimére B—a—oa—f formé de 2 sous unités o et de 2 sous unités P reliées par des ponts
disulfures.
La sous unité o, constituée de 723 acides aminés et de masse moléculaire 130 kDa, est
extracellulaire et posséde un domaine riche en cystéines impliqué dans la liaison avec
l'insuline (Lee et al., 1994).
La sous unité B, constituée de 620 acides aminés ét de masse moléculaire 95 kDa, posseéde 3
régions (Ebina et al., 1985):

* une région ecxtracellulaire reliée aux sous unités o par des ponts
disulfures.

* une région transmembranaire constituant le point d'ancrage du
récepteur 4 la membrane.

* une région cytosolique délimitée en 3 domaines a tyrosine:

- une région juxtamembranaire contenant une tyrosine 972. Cette
région serait impliquée dans la reconnaissance de substrats intracellulaires (White et al.,
1988). En effet, le résidu tyrosine 972 est impliqué dans I’interaction entre la sous unité B du
récepteur a insuline et IRS-1 (insulin receptor substrate 1) ou Shc (Src homology collagen

protein).
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- un domaine tyrosine-kinase contenant 3 tyrosines : tyr 1158, tyr
1162, et tyr 1163. Ce domaine posséde une séquence de liaison de I’ATP ou la lysine 1030
posseéde un réle important. Si cet acide aminé est muté, il n'y a plus d'activité de la tyrosine
kinase (MacLain et al., 1987; Chou et al., 1987). La forme active est la forme tri-phosphorylée
(les formes bi et mono-phosphorylées étant moins actives), entrainant un changement de
conformation permettant 1'accés facile au site de liaison de I'ATP et des substrats (White et al.,
1988).

- un domaine C-terminal contenant 2 tyrosines, tyr 1328, et tyr
1334. Le role de ces tyrosines dans la transduction du signal n'est pas connu. Ce domaine
pourrait intéragir avec la protéine Grb-10 (growth facteur receptor-bound protein 10) et avoir

un effet modulateur sur les effets mitogénes de l'insuline (O’Neill et al., 1996).

[nsuline
Domaine N-Terninal a
a
Récépteur
£ Domaine N-Terninal B
= Membrane plasmiqw‘\‘
PS5 567
P-5 968 = R | Région juxtamembranaire
transphosphorylatio —  1sBY-P
o ek Domaine kinase
N
B B 1163 ¥Y-P
P-51305 |
P-§ 1306— 5 5
— Hasye Région C-terminal
P-T 1348 — — 133Y-P

Domaine C-Terminal B

Pont disulfure

Figure 2: Les sites de phosphorylation du récepteur a insuline.
Y-P, tyrosine phosphorylée; P-S, sérine phosphorylée;
P-T, thréonine phosphorylée.
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En l'absence d'insuline, 'activité tyrosine kinase de la sous unité 3 est trés faible. L’interaction
de I'insuline avec la sous unité o provoque un changement de conformation modifiant les
interactions entre les hétérodiméres o-f (Baron et al., 1995), et une transphosphorylation se
produit entre les 2 sous unités 3 au niveau des résidus tyrosines permettant I'activation de la
tyrosine kinase. Il faut noter que la sous unité B est une kinase constitutivement active. En
effet, la digestion protéolytique de la sous unité o résulte dans ’activation de la sous unité p.

Par conséquent, la fonction de la sous unité o dans le récepteur intact serait d’inhiber la sous

unité  (Shoelson et al., 1988).

A3 - LES SUBSTRATS INTRACELLULAIRES DU
RECEPTEUR A INSULINE

A.3.1 - La famille IRS (insulin receptor substrates 1, 2, 3 and 4)

A.3.1.1 - Structure des IRSs

Ce sont des protéines hydrophiles trés conservées (90 % homologie) (Keller et Lienhard,

1994). IRS-1 contient:
* un domaine PH (Pleckstrin homology domain) en

position N-terminale, site d'interaction avec les phospholipides (Yenush et White, 1997;

White et al., 1997).

* un domaine PTB (phosphotyrosine-binding) (Waters et
Pessin, 1996), site d'interaction spécifique du résidu N terminal avec la phosphotyrosine en un
motif NPXY (motif Asparagine-Proline-X-Tyrosine ou X est un acide aminé quelconque),
permettant l'interaction de IRS-1 avec le récepteur de linsuline et par conséquent sa

phosphorylation.

IRS-1 contient au moins 20 sites de phosphorylation de tyrosine incluant 6 en un motif
YMXM (motif Tyrosine-Méthionone-X-Méthionine), et 3 en YXXM (motif Tyrosine-X-X-
Meéthionine), (Keller et Lienhard, 1994). Au moins 8 résidus tyrosines subissent une
phosphorylation lors de 'activation du récepteur a insuline. IRS-1 contient également plus de

30 résidus sérines/thréonines impliqués dans des sites de liaison de phosphorylation avec les
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sérines/thréonines des kinases. En I’absence d’insuline, IRS-1 est phosphorylée au niveau des

résidus sérines et, aprés stimulation par l'insuline, les résidus sérines et thréonines sont

phosphorylés (Sun et al., 1995).

Les protéines IRS-2, 3, et 4 possédent des similitudes avec IRS-1 incluant notamment un
domaine PH, un domaine PTB et de multiple sites de phosphorylation de tyrosine (Lavan et

al., 1997; Smith et al., 1997).

A.3.1.2 - Fonction des IRSs
* Transmission et amplification du signal de l'insuline:

L'IRS-1 a tyrosines phosphorylées est une protéine capable d'interagir avec d'autres protéines
contenant des domaines SH2 (Src homology 2) qui sont formés d’environ 100 acides aminés
(Chardin, 1994).

Les tyrosines phosphorylées de I’IRS-1 servent de sites d’ancrage pour des protéines a
domaines SH2 qui sont ainsi activées: la sous-unité p85 de la PI3K (phosphatidylinositol 3-
kinase), la PL.Cy (sous unité y de la phospholipase C), le facteur Grb2 (growth factor receptor-
bound protein 2), et la tyrosine phophatase SHP2 (Myers et al., 1994), permettant la
transmission du signal de l'insuline. L'amplification du signal du récepteur a insuline par les
protéines IRS se traduit par une autophosphorylation des sites protéiques contenant des
domaines SH2.

De plus, des protéines IRS peuvent &étre engagées dans d'autres voies de signalisation (Ras-
P p gag g

MAP Kinase cascade).

* Modulation de la réponse a insuline:

II a été rapporté que la phosphorylation des résidus sérine-thréonine de IRS-1 représentait un
élément clé de la transduction du signal de l'insuline. En effet, le traitement d’adipocytes par
I’acide okadaique (un inhibiteur des phosphatases sérines/ thréonines), diminue la
phosphorylation des tyrosines de I’IRS-1 et P’activité de la PI3-kinase (Tanti et al., 1994).

Par ailleurs, la phosphorylation d’IRS-1 sur les résidus sérines provoque une inhibition de la
tyrosine kinase du récepteur a l’insuline. En effet, in vitro, deux protéines, la GSK-3
(glycogen synthase kinase-3) et le TNF-a (tumor mecrosis factor-c), sont capables de
phosphoryler IRS-1 au niveau des résidus sérines et induire une diminution de D’activité

tyrosine kinase du récepteur a I’insuline (Eldar et Krebs, 1997).
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Lorsqu’on active la PKC (protéine kinase C), il y a une inhibition de la phosphorylation des
tyrosines d’IRS-1. Et cette phosphorylation a lieu au niveau de la sérine 612 (De Fea et Roth,
1997a), et la MAP Kinase (mitogen-actevated-protein kinase) interviendrait dans cette

inhibition (De Fea et Roth, 1997b).
A.3.2 - Les protéines Shc (Src homology collagen protein)

She est une autre protéine de signalisation intra-cellulaire capable de s’associer au récepteur a

I’insuline tout comme IRS.

Il existe 3 isoformes de Shc (46, 52 et 66 kDa) chacun contenant un domaine SH2 a
I’extrémité C-terminale et un domaine PTB a I’extrémité N-terminale.
En réponse a I’insuline, Shc est activée par phosphorylation au niveau des tyrosines. Cette

forme active interagit avec Grb2.

Shc est impliquée dans les voies de signalisation mitotique.

B - DESCRIPTION DES 2 VOIES MAJEURES DE
SIGNALISATION ASSOCIEES AU SIGNAL DE L'INSULINE.

B.1 - LA VOIE P42/P44 MAPK KINASE (MITOGEN-ACTIVATED-
PROTEIN KINASE)

B.1.1 - Activation de p21 Ras

Apreés stimulation par I’insuline, IRS-1 ou She sont aussit6t phosphorylés au niveau du résidu
tyrosine par les tyrosines kinases du récepteur a I’insuline. Les résidus de tyrosine
phosphorylés de IRS-1 et/ou Shc vont se lier spécifiquement avec Grb2, une protéine
dépourvue d’activité enzymatique possédant des domaines SH2. Grb2 est formée de 2
domaines SH3 séparés par un domaine SH2. Ces domaines SH3 vont interagir avec des

régions riches en proline de la protéine Sos (son of sevenless). Les complexe IRS-Grb2-Sos ou
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Shc-Grb2-Sos emmene la protéine Sos & proximité du lieu d’interaction de p21 Ras avec la
membrane (Waters et al., 1996).

La protéine p21 Ras est une « petite protéine G » monomérique qui est activée lorsqu’elle se
lie au GTP. Sous Peffet de la protéine Sos, le complexe p21 Ras-GDP est convertit en p21
Ras-GTP. La p21 Ras—GTP active alors la protéine Raf-1 qui provoque une cascade de
phosphorylation (MAP kinase kinase puis MAP kinase). La désactivation de la p21 Ras—GTP
par hydrolyse du GTP en GDP n’est pas spontanée. Elle nécessite 1’intervention d’une

protéine stimulatrice de I’activité GTPasique dénommée GAP (GTPase activating protein).

B.1.2 - De p21 Ras 8 MAPK

B.1.2.1- Activation de Raf-1 (figure 3)

Raf-1 est une protéine kinase & résidus sérine/ thréonine de 70-75 kDa présentant 2 domaines
fonctionnels: un domaine a activité régulatrice a ’extrémité N terminale et un domaine a
activité sérine/ thréonine kinase a ’extrémité C-terminale (Marshall, 1996). Ce domaine

C-terminal interagit avec MEK (également appelé MAP kinase kinase) et I’active. Le
mécanisme d’activation de Raf-1 est un mécanisme complexe a plusieurs étapes impliquant le
recrutement de Raf-1 vers la membrane par association avec p21 Ras, phosphorylation sur les
résidus sérines et tyrosines, interaction avec les protéines 14-3-3 (ayant un rble de

reconnaissance pour certains résidus phosphosérines) et probablement oligomérisation de

Raf-1.

B.1.2.2 - De MEK a MAP kinase (figure 3)
Les protéines MEK, sont des protéines kinases activées par phosphorylation au niveau des
résidus sérines/ thréonines par MEKKs (MAPK/ ERK kinase kinases), tout comme Raf-1
(Marshall, 1996). Une fois activée, la protéine MEK phosphoryle la MAPK sur le résidu
tyrosine 185 et thréonine 183 (Nakielny et al., 1992). Cette double phosphorylation par MEK
est nécessaire pour une activation maximale de MAPK (Payne et al., 1991). Une fois activée,
la p42/p44 MAP kinase (forme active) peut phosphoryler un grand nombre de protéines au

niveau des résidus sérines et/ou thréonines : la MAPKAKIT et des facteurs de transcription.
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B.1.3 - Les effets biologiques de la voie p42/p44 MAP kinase

Les effets biologiques associés a cette voie sont la prolifération et différentiation cellulaire.

3

Noyau

FPhosphorylation des facteurs de transcription

Croissance, prolifération et
différentiation cellulaire
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MAPKK
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Figure 3: Mécanisme d’activation de la voie de signalisation de p42/p44 MAP kinase.

B.2 - LA VOIE PI3 KINASE/PKB

B.2.1 - Activation de la PI 3 kinase

Les protéines IRS ont, méme en ’absence d’insuline, une forte affinité pour 1’enzyme PI3K

(constituée d'une sous unité catalytique p110 et d'une sous-unité régulatrice p85 possédant 2

régions SH2, un motif inter SH2 et une région SH3).
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En réponse a l'insuline, il y a une augmentation du nombre d'associations de la PI3K, avec
~ PIRS-1 a tyrosine phosphorylées, et cette liaison stimule I'activité catalytique de la sous unité
p110 (Lamphere et al., 1994). Celle-ci est maximale lorsque les domaines SH2 forment un
motif YMXM phosphorylé (Rordorf-Nikolic et al., 1995).

L'activité de la PI3 kinase est également stimulée par la phosphorylation de IRS-2 et 3. En
effet, dans les adipocytes, aprés stimulation par l'insuline, p85 s'associe beaucoup plus
rapidement avec IRS-3 qu’avec IRS-1 ou IRS-2 suggérant qu’IRS-3 est le principal régulateur
de PI3 kinase dans le tissu adipeux (Smith et al., 1997).

L'une des principales fonctions de la PI3K dans cette activation est la production de Pdtlns
(3,4,5)P3 ou PdtIns P2 (Ellis et al., 1987; Baron et al., 1995) qui sont capables d'interagir avec

les protéines kinases de PKB en les fixant sur la membrane plasmique.
B.2.2 - La cible de PI 3 kinase (PI3K): la protéine kinase B (PKB)

La PI3K interagit avec les domaines PH des PKB (protéine kinase B). PKB devient alors un
substrat pour 2 protéines kinases, PDK1 et PDK2 (phosphatidyl-dependent protein kinases 1
et 2) capables de phosphoryler PKB sur sa thréonine 308 puis sur sa sérine 473,
respectivement. Ce n'est qu'a la suite de la phosphorylation des 2 résidus de la PKB, que celle-

ci est activée et se détache de la membrane pour phosphoryler ses cibles cellulaires.
B.2.3 — Protéine kinase C (PKC)

La PI3K, par phosphorylation des phosphoinositides, peut également stimuler certains
membres des PKC atypiques (PKCA et £), (Kotani et al., 1998; Standaert et al., 1997).
Le mécanisme d’activation de la PKC peut résulter
- soit de la phosphorylation par PDK-1 (Schmitz-Peiffer, 2000),
- soit de son recrutement & partir des membranes intra-cellulaires; en effet, la PKC
est présente dans les vésicules intra-cellulaires contenant les GLUT4 (Braiman et

al., 2002).
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B.2.3 - Les effets biologiques associés a 1'activation de la PI3 kinase et de la

PKB (figure 5)

B.2.3.1 - Le transport du glucese

L’entrée du glucose dans les cellules s’effectue par un phénomeéne de diffusion facilitée par
I’intermédiaire de transporteurs de glucose. Au moins 11 isoformes de GLUT ont été
identifiés (Joost et Thorens, 2001). L’isoforme GLUT4 est exclusivement exprimée dans les
tissus insulino-sensibles (muscle squelettique et cardiaque, tissu adipeux brun et blanc). Dans
ces tissus, le transporteur de glucose possede la particularité d’étre stimulable par I’insuline.

Les protéines GLUT4 sont séquestrées dans des compartiments vésiculaires en l'absence
d'insuline. La fixation de l'insuline sur son récepteur stimule la translocation des transporteurs

GLUT4 vers la membrane plasmique et favorise le transport du glucose vers la cellule.

La PI3K et la PKB jouent un réle important dans ce transport. L'utilisation d'un inhibiteur
spécifique de la PI3K, la wortmannine, bloque totalement le transport stimulé du glucose et la
translocation de GLUT4 vers la membrane (Okada et al., 1994). L’expression constitutive de
la sous unité catalytique pl10 augmente le transport du glucose par activation de la
translocation de GLUT4, suggérant que PI3K peut seule amorcer le transport du glucose
(Tanti et al., 1996). De méme, ’expression d’une forme constitutivement active de PKB
conduit a la translocation des GLUT4 vers la membrane en 1’absence d’insuline (Tanti et al.,
1997). La PKB catalyserait la phosphorylation d'une protéine (non encore identifiée) qui

provoquerait le transport stimulé du glucose vers la cellule.

B.2.3.2 — La glycolyse

La glycolyse est une voie métabolique universelle pour le catabolisme du glucose en pyruvate
accompagnée par la formation d'ATP. Ce processus est catalysé par dix enzymes cytosoliques,
et tous les intermédiaires sont des composés phosphorylés. Dans la phase préparatoire de la
glycolyse, de I'ATP est utilisé pour transformer le glucose en un intermédiaire phosphorylé, le
fructose-1,6-bisphosphate, puis la liaison carbone-carbone entre le C-3 et le C-4 est rompue

pour fournir deux molécules de trioses phosphate.
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Il existe un deuxieme niveau de régulation qui fait intervenir le fructose-2,6 diphosphate issu
d’une transphosphorylation du fructose-6 phosphate par la 6-phosphofructo 2-kinase (PFK 2)

selon le schéma suivant:

PFK 2
F6oP+ATP  «——— F2,6diP + ADP.

La PFK 2 est une enzyme limitante de la glycolyse et une étude récente a montré que la

phosphorylation de PKB active la PFK 2 dans le tissu cardiaque, stimulant ainsi la glycolyse

(Deprez et al., 1997).

B.2.3.3 - La synthése du glycogene
L'insuline permet la mise en réserve du sucre sous forme de glycogéne dans le foie et les
muscles a la suite d'un repas. La glycogeéne synthétase convertit le glucose en glycogene,

processus favorisant le stockage d'énergie au sein de l'organisme.

La stimulation de la synthése du glycogéne par l'insuline est le résultat d’une
déphosphorylation et de I’activation de I'enzyme glycogéne synthétase (enzyme limitante de la
voie). Les enzymes responsables de la phosphorylation et de la déphosphorylation de la
glycogéne synthétase sont respectivement la glycogéne-synthétase kinase 3 (GSK-3), et la
protéine phosphatase 1 (PP1).

L’utilisation de la wortmannine et de 1.Y294002, deux inhibiteurs de la PI3K, a permis de
montrer I’importance de I’implication de la PI3K dans la synthése du glycogéne stimulée par
I’insuline (Welsh et al., 1994). La wortmannine est un inhibiteur irréversible modifiant de
fagon covalente un résidu lysine (Lys 802) présent dans le domaine catalytique (Wymann et
al., 1996).

Des travaux ont montré que I’activation de PKB induisait une déphosphorylation GSK-3, son
inactivation et par conséquent, I’activation de la glycogéne synthétase (Cohen et al., 1997;
Cross et al., 1995; Moule et al., 1995).

L’insuline peut également augmenter la synthése du glycogéne en augmentant sa

déphosphorylation par PP1 (Schmitz-Peiffer, 2000).
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B.2.3.4 - Synthése des protéines (figure 5)
Deux voies principales de synthése de protéines peuvent étre induites par la voie de
signalisation de I’insuline: (1) activation du facteur d’initiation 2B (elF2B) de la traduction,
chez les eucaryotes, (2) inhibition de la protéine GSK-3 et activation de ’initiation de la
traduction par dissociation de la protéine 4EBP1 de la protéine elF4E (Combettes-Souverain

et Issad, 1998).
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Figure 5: Deux mécanismes d’activation de la synthése des protéines par Pinsuline.

B.2.3.5 - Inhibition de I'apoptose
La forme déphosphorylée de la protéine BAD interagit avec Bcly,, protéine appartenant a la
famille Bel pour induire ’apoptose. L’effet anti-apoptotique de ’insuline se traduit par une
phosphorylation d’un résidu sérine de la protéine BAD via Pactivation de PKB et il se produit

une dissociation de la protéine BAD de Bcly pour former un complexe inactif avec la protéine

14.3.3 (Zha et al., 1996).
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C-LES CELLULES SENSIBLES A L’INSULINE

A jeun, la glycémie d'un sujet normal résulte de 1'équilibre qui s'établit entre la production de
glucose par le foie et son utilisation par différents tissus. Certains captent et utilisent le
glucose sans intervention de l'insuline. Ils sont non insulino-dépendants comme le cerveau en

particulier. D'autres requiérent la présence d'insuline: ils sont insulino-dépendants, en

particulier le muscle et le tissu adipeux.

C.1-LE FOIE

Les fonctions métaboliques du foie sont de premiére importance (Tableau 1)
C.1.1- Métabolisme des carbohydrates

Les transporteurs de glucose a la surface des cellules hépatiques sont les GLUT?2. 1lls ne sont
pas stimulés par I’insuline. IIs existent en grand nombre a la surface des cellules hépatiques.
Ces transporteurs sont si nombreux que la concentration de glucose dans le foie est
approximativement la méme que dans le sang. Le glucose entre rapidement dans le foie par la
veine portale. Le glucose est phosphorylé par une glucokinase. A partir du glucose-6-
phosphate, trois voies sont possible : glycolyse, glycogenése ou voie des pentose phosphates.
En ce qui concerne la glycogenéses, le foie a une intéressante méthode d’activation de la

glycogéne synthétase. Elle est stimulée par [’augmentation de glucose et non par I’insuline.

Le foie joue un réle central dans le contr6le de la production de glucose. Seul le foie et dans
une certaine mesure, les reins possédent la glucose-6-phosphatase qui permet au glucose
d’étre produit dans les tissus et ensuite reldché dans la circulation. Le glucose reldché est
dérivé de la glycogénolyse et de la gluconéogenése. La gluconéogenése, biosynthése endogéne
du glucose a partir de précurseurs non glucidiques est possible dans le foie a partir du lactate
produit par exemple en exces aprés un exercice musculaire. Le pyruvate, des acides aminés
glucogéniques (essenticllement 1’alanine) et le glycérol sont également des précurseurs pour la

gluconéogenese.
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Tableau 1: Actions métaboliques du foie.

Substrats ' Métabolisme

Carbohydrates Stockage du glucose sous forme de glycogéne
Glycogénolyse
Gluconéogenese

Clairance du glucose

Clairance du lactate

Meétabolisme d’hexoses autres que le glucose

Lipides Production de triglycérides (& partir du glucose)
Production de VLDL

Synthése de cholestérol

Synthése d’acides gras et dégradation

Kétogenese

Protéines Dégradation des acides aminés

Urégenése

Synthése de protéines plasmatiques.

Hormones

Action sur le foie, Insuline, Glucagon, Hormone de croissance,
Glucocorticoides, Catécholamines, Thyroxine

Catabolisées par le foie Insuline, Glucagon, Hormone de croissance,

Glucocorticoides, Thyroxine

Le foie est aussi impliqué dans la sécrétion d’insuline et la sensibilité a ’insuline a travers des

voies neurologiques.
C.1.2 - Métabolisme des lipides

Une fraction du glucose intra-hépatique peut étre converti en lipides par un processus de
lipogenése de-novo. Dans le processus de transformation du glucose, le foie produit déja du
glycogene puis la synthése d’acides gras est activée (ceci exige une séerétion d’insuline). La

présence de glycérol-3 phosphate est nécessaire pour la production de triglycérides qui sont
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ensuite incorporés dans les lipoprotéines et exportés vers d’autres tissus. Les VLDL et les

HDL naissantes sont produites dans le foie.

C.1.3 - Effets de I’insuline sur les fonctions métaboliques du foie.

L’insuline stimule la synthése de glycogéne, inhibe la dégradation du glycogeéne
(glycogénolyse). L’insuline stimule également I’expression de génes impliqués dans

’utilisation du glucose (glucokinase, L-type pyruvate kinase et les enzymes lipogéniques).

L’insuline inhibe la sécrétion hépatique des VLDL indirectement & travers une action anti-
lipolitique sur le tissu adipeux. Cependant, en cas de concentration d’insuline élevée,

I’hormone exerce un effet stimulateur sur la séerétion des VLDL (Zammit et al., 2001).

Par contre, elle inhibe des génes impliqués dans la néoglucogenése. Le plus important est le
geéne codant pour la phosphoénolpyruvate carboxylase (PEPCK), (Sutherland et al., 1996; Hall
et al., 2000), ont identifi¢ une séquence heptanucléotide (TGTTTTG) dans la région
promotrice de ce géne correspondant & un élément de réponse a I’insuline. Ainsi, en ’absence
d’insuline, cette séquence sera le site de fixation d’un facteur de transcription positif, activé
par les glucocorticoides, pour initier la transcription de ’ARNm de PEPCK. En présence
d’insuline, la séquence n’est plus disponible pour le facteur de transcription, et la transcription
est réprimée. Les mécanismes par lesquels ’insuline contréle I’expression de ces génes ne
sont pas totalement €lucidés. Le facteur de transcription SREBP-1c a été proposé comme un

médiateur important des effets transcriptionnels de 1’insuline (Ferre et al., 2001).

C.2 - LE MUSCLE SQUELETTIQUE

Nous limiterons cette revue bibliographique au muscle squelettique qui représente environ

40% de la masse corporelle. Il est le tissu essentiel impliqué dans la stimulation du transport

du glucose induit par ’insuline.
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C.2.1 - Métabolisme des carbohydrates

Les transporteurs GLUT1 et GLUT4 existant dans la cellule musculaire, le transport de
glucose a I’état basal dépend essentiellement des transporteurs de glucose ubiquitaires
GLUTI1. Chez le rat adulte, les GLUT4 sont largement majoritaires, les GLUTI ne
représentant que 5-10% du total des transporteurs. Les GLUT4 séquestrés dans des
compartiments vésiculaires en l'absence d'insuline migrent vers le sarcolemme et les tubules T
aprés la fixation de I’insuline sur son récepteur. Aprés la phosphorylation du glucose, le
glucose 6 phosphate est engagé essenticllement dans la voie de la glycogenése mais également
dans la voie de la glycolyse (DeFronzo, 1988). Dans des conditions ou il y a un déficit en
oxygene, du lactate est formé qui peut étre relaché par des transporteurs de monocarboxylates.
Ces transporteurs sont également responsables de ’entrée dans la cellule musculaire des corps
cétoniques (B-hydroxybutyrate, acétoacétate) qui sont également des substrats du métabolisme

musculaire (Zorzano et al., 2000).

C.2.1.1. - Effets de Pinsuline
L’entrée du glucose et le stockage ultérieur sous forme de glycogéne est stimulé trés fortement
par I’insuline, la protéine kinase B et la glycogéne synthétase kinase 3 semblant avoir un réle
trés important dans la stimulation de la synthése du glycogéne. L’insuline augmente

également la glycolyse.

C.2.1.2 - Autres voies de stimulation de I’entrée du
glucose et de la glycogenése dans le muscle
L’entrée du glucose et la synthése du glycogéne sont stimulées a la suite d’un exercice
soutenu. En effet, I’exercice ou des contractions musculaires conduisent a ’altération dans
I’expression et ’activité de protéines impliquées dans la translocation du signal de I’insuline
et induisent également la translocation des GLUTA4. Il existe un effet additif de I’insuline et de
I’exercice qui pourrait étre interprété comme une preuve de I’existence de voies séparées pour
la stimulation du transport du glucose par I’insuline ou [’exercice/contraction musculaire.
L’inhibition de I’activité PI3K entrainant une diminution du transport du glucose stimulé par
I’insuline mais pas le transport stimulé par la contraction, les changements induits par
’exercice pourraient étre reliés a4 une augmentation de la transduction du signal a travers la

voie des MAP kinases (Richter et al., 2001; Ryder et al., 2001).

30



Chapitre 1: Etude bibliographique

Par ailleurs, la sensibilité a I’insuline et & I’exercice pourrait concerner des pools distincts de
GLUT4. Ces pools pourraient étre répartis dans des endosomes et dans des vésicules de
stockage, ces derniéres migrant vers la membrane en réponse a I’insuline.

Enfin, la synthése du glycogéne serait stimulée par une voie sensible a la rapamycine,

impliquant les acides aminés (Yeaman et al., 2001).
C.2.2 - Métabolisme des lipides

Les muscles squelettiques utilisent les acides gras comme sources d’énergie pour couvrir plus
de 90 % de leurs besoins au repos. Ce sont aussi des substrats énergétiques pour les exercices

physiques de faible intensité, en situation aérobie.
Au niveau musculaire, le métabolisme des acides gras présente certaines spécificités :

1) Le muscle n’est pas un tissu lipogénique, bien qu’il existe une activité acétyl-CoA
carboxylase et une production de malonyl-CoA. Les mécanismes de ’entrée des acides gras
dans la cellule musculaire sont controversés. Il pourrait s’agir d’une simple diffusion ou d’un
transport par des protéines : « Fatty acid binding protein plasma membrane » (FABPpm),
« Fatty acid translocase » (FAT), « Fatty acid transporter » (FAT/CD36), (Bonen et al.,
1998). L’existence d’un systéme de transport des acides gras a longues chaines dans le muscle
peut étre essentiel pour 1) faciliter un transport rapide et controler des acides gras afin de
satisfaire aux besoins métaboliques des muscles en activité 2) faire face a une augmentation
des acides gras circulants. Il a ét¢ montré récemment que I’insuline stimulait la translocation
de la protéine FAT/CD36 d’une localisation intracellulaire vers la membrane plasmique ainsi
que I’entrée des acides gras (Luiken et al., 2002). Les acides gras sont ensuite stockés sous

forme de diglycérides, triglycérides, incorporés dans les phospholipides ou oxydés.

2) L’utilisation des acides gras comme source d’énergie nécessite par conséquent
I’hydrolyse des triglycérides. La lipoprotéine lipase (LPL) assure I’hydrolyse des triglycérides
des lipoprotéines (VLDL) et préférenticllement les triglycérides des chylomicrons. L activité
de la LPL qui est tissu spécifique est régulée par I’insuline, le statut nutritionnel et I’exercice.
L’insuline inhibe P’activité de la LPL du muscle squelettique (Farese et al., 1991; Laville et

al., 1996 ). Elle est augmentée durant le jeune et inhibée au cours de I’alimentation (Fielding
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et Frayn, 1998). [.’exercice augmente également I’activité de la LPL (Greiwe et al ., 2000). A
jeun ou durant un exercice, |’augmentation de la LPL est inversement reliée au rapport

Insuline/Glucagon (Lithell et al., 1978, Taskinen et Nikkila, 1980).

3) Les acides gras incorporés dans les cellules musculaires ou reldchés lors de
I’hydrolyse des triglycérides sont transportés dans les mitochondries des cellules musculaires

pour étre oxydés. L’insuline inhibe I’oxydation des acides gras (Dyck et al., 2001).

C.3 - LE TISSU ADIPEUX

Chez I’homme, il existe deux variétés de tissu adipeux: le tissu adipeux blanc et le tissu
adipeux brun. Le tissu adipeux blanc est impliqué dans la régulation du métabolisme du
glucose et des lipides, dans le systéme inflammatoire, dans la régulation de la pression

sanguine, dans la fibrinolyse et dans I’appétit. Le tissu adipeux brun représente une source de

chaleur.

Les adipocytes, éléments cellulaires constitutifs des deux tissus adipeux,
proviennent d'une cellule souche d'origine mésodermique. Les cellules souches
mésenchymateuses multipotentes sont a l'origine des chondroblastes (futures cellules
cartilagineuses), des myoblastes (futures cellules musculaires) et des adipoblastes (futures
cellules adipeuses). Les adipoblastes (impossibles a distinguer morphologiquement des
fibroblastes), se différencient en préadipocytes blancs ou bruns qui se différencieront en
adipocytes blancs et bruns. L'innervation sympathique est responsable du recrutement des
préadipocytes bruns et facilite leur différenciation en adipocytes bruns, alors qu'a l'inverse
cette méme innervation sympathique freine le recrutement des préadipocytes blancs et leur
différenciation en adipocyte blanc. Le doute existe quant a la possibilité de conversions entre

préadipocytes blancs et bruns, et, plus encore, entre adipocytes blancs et bruns.
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C. 3.1 — Le tissu adipeux brun.

Surtout abondant chez les mammiféres hibernants, le tissu adipeux brun est néanmoins
présent dans l'espece humaine, principalement au début de la vie. Chez le feetus et le nouveau-
né, il se répartit dans la région interscapulaire, autour des gros vaisseaux (aisselles, cou), des

reins et du cceur et représente 4% du poids corporel.

C.3.1.1 - L’adipocyte brun

Les adipocytes bruns ont un noyau central et un cytoplasme rempli de nombreuses petites
vacuoles lipidiques et de mitochondries. L'oxydation des acides gras est abondante dans ces
mitochondries, la consommation d'O, est élevée et les cytochromes oxydases y sont
abondantes (ce qui donne la couleur brune a ces adipocytes). Le tissu adipeux brun est
impliqué dans la thermogenése sans frisson et celle induite par I'alimentation. Sa localisation
habituelle au contact immédiat des principaux vaisseaux sanguins facilite la diffusion de la
chaleur produite dans tout I'organisme. La vascularisation et l'innervation sympathique sont
richement développées. Chaque adipocyte, porteur de récepteurs Bs-adrénergiques, est au

contact d'une terminaison sympathique noradrénergique.

C.3.1.2 - Fonctions des adipocytes bruns

Dans les adipocytes bruns, I'énergie libérée par I'oxydation mitochondriale des acides gras, a
la capacité de se convertir en chaleur, au lieu d'étre couplée a la phosphorylation oxydative. La
protéine mitochondriale responsable de ce découplage est la thermogénine ou UCP1
(UnCoupling Protein I). Il existe une étroite corrélation entre le contenu en thermogénine,
dont l'expression est contrélée au niveau transcriptionnel par les catécholamines, et le
potentiel thermogénique du tissu. L'adipocyte brun contient de la T4-5' déiodase, enzyme
capable de convertir la T4 circulante en triiodothyronine, et indispensable pour que la
transcription du géne de 1' Ucp 1, et donc la réponse au froid des adipocytes bruns, soit
maximale. L'invalidation du géne Ucp I entraine chez les animaux Ucp-/- une trés grande
sensibilité au froid. Ils ne peuvent maintenir leur température & un niveau élevé et leurs
adipocytes bruns accumulent une quantité anormalement élevée de triglycérides, ce qui

confirme le role essentiel de I'UCP 1 dans la thermogénése normalement induite par le froid.
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C.3.2 - Le tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc représente d’une part une réserve €nergétique pour I’organisme et
d’autre part assure une fonction de protection mécanique des organes. Il contient les
préadipocytes, précurseurs des adipocytes a différents stades de différenciation et les
adipocytes. Les éléments cellulaires sont séparés par des fibres de réticuline et de trés
nombreux capillaires sanguins ainsi que par des fibres nerveuses amyé€liniques représentant

des fibres sympathiques noradrénergiques. Les adipocytes sont groupés en petits lobules,

visibles a I’ceil nu, séparés par de fines cloisons conjonctives contenant des fibroblastes, des

macrophages, des mastocytes et des fibrilles de collagéne.

Sa répartition se fait dans 3 types de localisation:

1) le panicule adipeux sous-cutané, diffus et régulier chez le feetus et le nouveau-né,

prédominant sur la nuque et les épaules chez I'homme, sur la poitrine, les hanches, les

cuisses et les fesses chez la femme;
2) les régions profondes, comme le mésentére, les épiploons, les régions rétro péritonéales;

3) les orbites, les paume et face palmaire des doigts, la plante des pieds et la face plantaire des

orteils.

Les deux premieres localisations correspondent a des réserves énergétiques qui fondent lors
du jeline, alors que la troisi¢éme joue un r6le de soutien et de protection mécanique et est peu

sensible au jeline.

C.3.2.1 - L’adipocyte blanc

Les adipocytes sont des cellules volumineuses, sphériques ou ovalaires dont la taille varie
énormément (20-200pum en diametre). Ils renferment une volumineuse vacuole contenant des
triglycérides et des acides gras libres. La vacuole prend toute la place et refoule les autres
¢léments du cytoplasme (appareil de Golgi, réticulum endoplasmique granulaire, réticulum
endoplasmique lisse et mitochondries) a la périphérie. Le noyau excentré est aplati et situé

contre la membrane plasmique.
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C.3.2.2 - Différenciation des préadipocytes en adipocytes

Des investigations morphologiques ont montré que les adipocytes se développaient & partir
des préadipocytes définies comme des cellules mésenchymateuses sans lipides. Les
préadipocytes proliférent activement et aprés cessation de la prolifération, les cellules
accumulent des triglycérides et expriment des marqueurs spécifiques des adipocytes. La
différenciation des préadipocytes en adipocytes est caractérisée par une séquence
d’événements dont les différentes étapes ont pu étre étudiées a la suite de 1’établissement de
lignées cellulaires de préadipocytes ou de lignées cellulaires provenant d’animaux adultes
(Grimaldi et al., 2001). Dans des conditions bien définies, les préadipocytes se différentient en
adipocytes. L’initiation de la différenciation survient & confluence et est caractérisée par
I’émergence de marqueurs précoces: enzymes du métabolisme des lipides comme la
lipoprotéine lipase, ou des facteurs de transcription : CAAT/enhancer binding proteins
(C/EBP) B et & et le récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) 8. Le
facteur de détermination et différenciation adipocytaire (ADD-1) dont ’homologue humain
est le sterol regulatory element binding protein (SREBP) est également exprimé. La seconde
étape est une ¢étape de prolifération qui correspond a I’expansion clonale des cellules
impliquées dans la différenciation. La différenciation terminale des préadipocytes en
adipocytes s’accompagne de 1’émergence de marqueurs tardifs et de P’accumulation des
triglycérides. Cette derniére étape correspond a [’activation de plusieurs génes incluant ceux
impliqués dans le métabolisme des triglycérides (GPDH), I’adipocyte lipid binding protein

(ALBP), la fatty acid translocase (FAT), ou la lipase hormono-sensible, et des facteurs de

transcriptions tels que C/EBPa et PPARY.

En fait, la situation est beaucoup plus complexe et les connaissances actuelles dans

I’adipocyte permettent de regrouper les facteurs de transcription en trois familles.

1) La famille des C/EBP ave C/EBP B et & qui interviennent précocement dans la mise
en place de la différenciation. Elles sont down-régulées lors de la phase de différenciation
terminale. Ces deux isoformes joueraient un rdle crucial dans la phase précoce de la
différenciation en régulant les mitoses de I’expansion clonale et dans le contrdle de la
différenciation terminale en induisant I’activité transcriptionnelle de C/EBP o. La troisiéme
isoforme C/EBP a joue un role dans les stades plus tardifs en maintenant l'expression de

PPARy a un haut niveau et le phénotype différencié de l'adipocyte (Fajas et al., 1998).
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2) La famille des sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs). Les protéines
SREBP-1a et 1¢ sont issues du méme geéne par épissage alternatif et régulent la transcription
de génes codant pour des enzymes et des protéines impliqués dans le métabolisme des acides
gras. En revanche, SREBP-2 régule la transcription de génes impliqués dans le métabolisme
du cholestérol. Les SREBPs sont synthétisées comme des précurseurs liés a la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) et leur activité est régulée par une « SREBP cleavage-
activating protéin» (SCAP) qui s’associe avec la partiec C-terminale de SREBP sur la
membrane du RE. Dans un milieu déplété en stérol, SCAP transporte les SREBPs du RE au
Golgi ou elles sont clivées et la partic NH2 terminale active pénétre dans le noyau ou elle
active la transcription des geénes. L’expression de SREBP-1 augmente précocement lors de la
différenciation de préadipocytes en adipocytes (Shimomura et al., 1997). Des études
antérieures ont montré que SREBP-1 augmente ’expression de PPARY a travers une liaison
avec un motif PPARy-consensus-E box (Fajas et al., 1999) ou en produisant un ligand
endogéne (Kim et al., 1998). Il a été rapporté¢ récemment que les formes nucléaires de

SREBP-1 et SREBP-2 augmentent lors de la différenciation adipocytaire (Inoue et al., 2001).

3) Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARs) font partie de la
famille des récepteurs nucléaires et sont des facteurs de transcription activés par des ligands.
Trois isoformes ont été décrites. PPARa qui est activé par les acides gras a longue chaine
(AGLC) insaturés, le leucotriene B4 et les fibrates est peu trés peu exprimé dans le tissu
adipeux, suggérant un role limité de cet isoforme dans la différenciation adipocytaire. Le
PPARS, marqueur précoce de la différenciation adipocytaire est détectable dans les
préadipocytes en prolifération et est fortement exprimé durant la phase de prolifération post-
confluence. Le PPARS est activé par les AGLC saturés et insaturés et le PGI2 (Amri et al.,
1995). Le PPARy, marqueur tardif de la différenciation adipocytaire, comporte deux
isoformes qui sont issues du méme géne par épissage alternatif: y1 et y2 qui différent par les
trente derniers acides aminés de la partie NH2 terminale. PPARy1 est toujours la forme
prédominante dans les tissus humains olt PPARYy est exprimé, PPARY2 représentant seulement
15% des PPARy dans le tissu adipeux sous-cutané. Les PPARy sont activés spécifiquement
par les composés antidiabétiques de la classe des thiazolidinediones (TZD) et par 15d-PGJ2
(15-deoxy-Deltal 2, 14-prostaglandin J2). Une fois activés, les PPARs s'hétérodimérisent avec
les récepteurs de I'acide rétinoique (RXR) pour activer I'expression de génes impliqués dans la

différenciation de l'adipocyte en induisant en particulier la LPL et la PEPCK. Outre son effet
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adipogénique, il a été rapporté que PPARy exercerait un effet pro-apoptotique sur les
adipocytes qui serait fonction de la taille cellulaire. PPARY activerait la différenciation des

petits adipocytes et 1'apoptose dans les grands adipocytes (Ukuno et al., 1998).

Des relations entre 1'activation de ces facteurs de transcription et les hormones ont été mises
en évidence. L'insuline régulerait la transcription des génes médiée par SREBP-lc en
stimulant ’activité du domaine NH2-terminal par une phosphorylation impliquant la voie des
MAP kinases (Kotzka et al., 1998). De méme, elle stimule I'expression de PPARyl et 2
(Ricusset et al., 1999). Les hormones glucocorticoides sont importantes dans la différenciation
des préadipocytes en adipocytes (Halvorsen et al.,, 2001) et dans le métabolisme de
I’adipocyte. Le cortisol induit 1’activité de la LPL dans les adipocytes permettant le stockage
des triglycérides (TG). Cette action passe par un récepteur glucocorticoide. Leur densité serait

plus importante dans 1’adipocyte viscéral que sous cutané.

De méme, les acides gras et leurs métabolites sont des activateurs transcriptionnels de
plusieurs génes impliqués dans le métabolisme lipidique des adipocytes. Ces acides gras
alterent DPactivité des facteurs de transcription nucléaire: PPARy et protéines SREBP-1
(Grimaldi, 1999; Grimaldi, 2001). Certains acides gras mono et polyinsaturés peuvent
interagir directement avec les PPARs qui seraient des capteurs sensoriels des concentrations

lipidiques et seraient la clé de voite de la régulation de I’homéostasie lipidique et glucidique.

C.3.2.3 - Fonctions métaboliques des adipocytes
L'activité métabolique de 'adipocyte comporte 3 étapes:
- synthese de lipides (lipogenese),
- stockage Le tissu adipeux blanc renferme environ 95% des triglycérides stockés dans
l'organisme; il représente, de ce fait, une des plus importantes réserves énergétiques de
l'organisme. Le stockage des triglycérides est effectif lorsque la balance énergétique est

positive.

- libération de ces lipides (lipolyse). Lorsque la balance énergétique est négative, on
constate une augmentation de la lipolyse du tissu adipeux, l'organisme faisant appel a la
réserve énergétique lorsque les glucides sont €puisées (jetine, efforts physiques, lutte

contre le froid, etc.), ou inutilisables (diabéte grave).

37



Chapitre 1: Etude bibliographique

* Lipogenese

La lipogenése adipocytaire s'effectue a partir des acides gras et
du glucose. Les acides gras proviennent des chylomicrons et des VLDL hydrolysés par la
lipoprotéine lipase (LPL). Les acides gras sont activés et les dérivés Coenzyme A (CoA) sont
transférés au glycérol. Le glycérol-3-phosphate, un intermédiaire important dans cette
biosynthése, provient de la réduction du phospho-dihydroxy-acétone phosphate qui est formé
a partir du glucose par la voie de la glycolyse. Comme dans le muscle, la pénétration du
glucose dans l'adipocyte est facilitée par les transporteurs GLUT1 (transport basal) et GLUT4
apres stimulation par I’insuline et translocation des GLUT4 de vésicules intracytoplasmiques
vers la membrane plasmique. L’insuline stimule la lipogenése en favorisant la synthése du

glycérol-3-phosphate.

* Lipolyse

La lipolyse correspond & une hydrolyse des triglycérides en acides
gras et glycérol. Dans le tissu adipeux, les triglycérides sont hydrolysés et resynthétisés en
permanence. La relache du premier acide gras, est catalysée par la lipase hormono-sensible
(LHS). Le glycérol dérivé de I’hydrolyse est exporté vers le foic. Les acides gras formés
peuvent étre réestérifiés si le glycérol-3-phosphate est abondant. Sinon, ils sont relichés dans
la circulation. Les acides gras non estérifiés que les adipocytes libérent ainsi dans le sang sont

utilisables par les autres cellules de I'organisme a des fins énergétiques.

Chez I’homme, I’insuline et les catécholamines (adrénaline, noradrénaline secrétées par les
surrénales) sont les régulateurs hormonaux majeurs de la lipolyse. I’insuline inhibe et les
catécholamines stimulent la lipolyse. Des récepteurs adrénergiques sont impliqués dans la
régulation de la lipolyse. Les récepteurs B-adrénergiques stimulateurs de la lipolyse
comportent trois isoformes. Les récepteurs B1 et B2 sont exprimés dans la plupart des tissus de
Porganisme alors que le récepteur 3 est trouvé essentiellement dans les adipocytes (Collins et
Surwit, 2001). Le récepteur o2-adrénergique est inhibiteur de la lipolyse. Les adipocytes
humaines expriment essentiellement les récepteurs a2 et peu de B3 alors que ¢’est I’inverse

dans le cas des adipocytes de rongeurs (Valet et Saulnier-Blache, 1999; Kobayashi et al.,
2000).
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Le glucagon, hormone pancréatique secrétée par les cellules o du pancréas quand la glycémie
diminue a été considéré comme un autre syst¢tme hormonal de contrdle de la lipolyse.
L’interaction in vifro de glucagon avec des adipocytes de rat entraine une augmentation du
glycérol relaché (Slavin et al., 1994). Toutefois, les résultats in vivo chez I’homme ne

traduisent pas un effet du glucagon sur la lipolyse dans le tissu adipeux sous-cutané (Gravholt

et al.,, 2001 ; Bertin et al., 2001).

Bien que la lipolyse adipocytaire soit considérée souvent comme une voie métabolique simple
et bien connue, il n’en reste pas moins que les mécanismes moléculaires qui la controlent ne
sont pas complétement élucidés. La translocation de la LHS vers la gouttelette lipidique, étape
limitante de la lipolyse, semble étre une étape essentielle de I’activation lipolytique. Le rdle
des périlipines, protéines présentes a la surfaces des gouttelettes lipidiques, n’est pas
complétement élucidé. Par ailleurs, des souris présentant une déficience de la LHS ont un
certain niveau de lipolyse adipocytaire, suggérant ’existence d’une autre lipase de
triglycérides. Enfin, un nouveau systéme lipolytique a été identifié dans les adipocytes

humains. Les peptides natriurétiques stimulent la lipolyse a travers une voie dépendant des

GMPc (Langin et al., 2000).

C.3.2.4 - L'adipocyte, cellule sécrétrice endocrine, autocrine et

paracrine

Le tissu adipeux a ét¢ longtemps considéré comme un organe passif permettant le stockage
des réserves énergétiques sous forme de triglycérides et la mobilisation de ces réserves lorsque
la balance énergétique de [’organisme est négative. Depuis une dizaine d'années, de
nombreuses observations ont apporté la preuve de la synthese et la sécrétion de molécules
endocrines, paracrines et autocrines impliquées dans la régulation de la balance énergétique

mais également dans d’autres fonctions (Kahn et Fliers, 2000; Fruhbeck et al., 2001 ).

L’adipocyte blanc exprime de nombreuses protéines et hormones et quelques unes sont

rassemblées sur le tableau 2.
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Tableau 2: Les protéines et hormones secrétées par ’adipocyte.

Molécule Fonctions/Effets Références

Leptine Régulation de ’appétit Ramsay, 2001

TNF-a Interfére avec le signal de I’insuline Hube et Hauner, 1999

IL-6 Impliquée dans la défense immunitaire et le Path et al., 2001
métabolisme lipidique et glucidique

LPL Hydrolyse des lipoprotéines Roh et al., 2001

ApoE Ligand des récepteurs des lipoprotéines Zechner et al., 1991

CETP Echanges de CE, TG et PL entre lipoprotéines | Benoist et al., 1997;
Incorporation du HDL-CE dans adipocytes Radeau et al ., 1998

PLTP Echanges de PL, remodelage des HDL Lagrost et al ., 1998

Adipsine-ASP (acylation | Régulation de la synthése des TG dans le tissu | Murray et al., 1999

stimulating protein) adipeux

Adiponectine/AdipoQ/apM1/ | Limite 1’élévation postprandiale des Ag Berg et al., 2001

Acrp 30 plasmatiques, inhibe la néoglucogenése du foie

Résistine Inhiberait I’action de P’insuline ? Steppan et al., 2001

Adiponutrine Transport de protéines ? Baulande et al., 2001

AP2 Impliquée dans le traffic intracellulaire et le Wootan et al., 1993
ciblage des acides gras

Adipophiline Marqueur spécifique de I’accumulation Brown, 2001
lipidique

PAI-1 Inhibiteur de la fibrinolyse Birgel et al., 2000

Facteur tissulaire

Initiateur de la cascade de la coagulation

Fried et Russel, 1998

Angiotensinogéne

Régulation de la pression sanguine

Jones et al., 1997

PGI2 et PGF2a

Régule I’inflammation et la coagulation
sanguine

Mohamed-Ali et al., 1998

TGF-

Régule la prolifération, la différenciation
I’apoptose

Samad et al., 1997

IGF-1

Stimule la prolifération cellulaire, médiateur
des effets de ’hormone de croissance

Schmidt et al., 1990

MIF

Impliqué dans des processus proinflammatoire
et I’'immunorégulation

Sakaue et al., 1999

RBP (retinol binding protein)

Protéine de liaison des rétinoides

Okuno et al., 1995
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Parmi les protéines les plus impliquées dans les activités métaboliques de [’adipocyte mais

également dans les activités du muscle et du foie, on trouve :

- La leptine (Ceddia et al., 2002). L'adipocyte sécréte une hormone, la leptine, produit du
géne ob, qui agit comme un lipostat au niveau de I'hypothalamus. Ce géne, exprimé dans le
tissu adipeux, code pour une protéine synthétisée par les adipocytes et exportée dans le sang
pour agir au niveau de récepteurs (codés par le géne db) situés dans certains neurones de
I'hypothalamus. Dans l'espéce humaine, le géne homologue du géne ob de la souris a été
identifi¢ et cloné. La leptine se comporte comme une hormone de la satiété, agissant en
régulant l'appétit en fonction de la masse de tissu adipeux, par un rétro-contrdle
hypothalamique. Au niveau de cette boucle régulatrice de la prise alimentaire, la leptine active
la voie anorexigéne (qui coupe la faim) passant par la pro-opio-mélanocortine, 'a-MSH (-
melanocyte-stimulating hormone) et son récepteur hypothalamique MC4-R (melanocortin-5
receptor), et exerce un effet inhibiteur sur les circuits orexigénes (qui ouvrent l'appétit),
principalement représentés par le neuropeptide Y. La leptine inhibe également la sécrétion
d'insuline en exercant son action sur les récepteurs de la leptine situés dans la membrane
plasmique des cellules B3 des ilots de Langerhans du pancréas. La leptine augmente la lipolyse
adipocytaire (Martinez et al., 2000). Elle stimule I’oxydation des acides gras et ’hydrolyse des
triglycérides dans le muscle (Lau et al., 2001 ; Steinberg et al., 2002), en activant
probablement la phosphorylation de la lipase hormono-sensible. Elle diminue également

I’expression des protéines de transport des acides gras FAT et FAT/CD36 (Steinberg et al.,
2002).

- Le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a). L’expression du TNF-o est effective dans les
cellules précurseurs des adipocytes et la quantité d’ARNm augmente seulement modérément
avec la différenciation. Les composés qui sont utilisés pour I’induction de la différenciation
tel que Dl’inhibiteur de la phosphodiestérase (IBMX) et les thiazolidinediones sont des
inhibiteurs de I’expression du TNF-a (Hube et al., 1999). Les triglycérides et les acides gras
libres jouent un rdle important comme inducteurs physiologiques du TNF-a. Le TNF-a est
une cytokine multifonctionnelle exprimé par les cellules immunes (macrophages) mais aussi
par D’adipocyte (Dusserre et al., 2000; Hube et Hauner, 2000) et le muscle squelettique
(Saghizadeh et al., 1996). Ses effets biologiques sont multiples (Aggarwal et Natarajan, 1996).

En plus de son action immunologique, de nombreux travaux ont rapporté le rdle important de
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dans la croissance et le métabolisme des adipocytes (Petruschke et Hauner, 1993; Kawakami
et al.,, 1987, Fried et Zechner, 1989). Le TNF-a inhibe I’expression des deux régulateurs
majeurs de la différentiation adipocytaire, C/EBPa et PPARY2. (Stephens et Pekala, 1992;
Xing et al.,1997). Cette supression peut résulter dans la régulation négative de la LPL, I’aP2,
la fatty acid synthétase, la glycérol-3-phosphate déshydrogénase (GPDH) et le GLUT4. 1
induit également la dédifférentiation des adipocytes (Petruschke et Hauner, 1993). Enfin il

provoque I’apoptose des adipocytes (Prins et al., 1997).

- L’IL-6 (Interleukine-6), une cytokine multifonctionnelle produite par de nombreux types
cellulaires. Elle est secrétée par les macrophages et les lymphocytes activés et intervient dans
le systéme inflammatoire. Cependant, le tissu adipeux produit également de 1’IL-6 in vivo
(Mohamed-Ali et al., 1997). La quantité d’IL-6 produite par le tissu adipeux peut étre
identique ou plus importante que celle rapportée pour d’autres cellules et il faut noter que 1’on
peut observer des différences en fonction de I’origine du tissu adipeux (sous-cutané, viscéral)
en termes de contribution quantitative au pool d’IL-6 sérique et/ou de participation qualitative
dans le métabolisme lipidique. L’expression de I'IL-6 est modulée par le TNF-a, les
glucocorticoides, les catécholamines (Fruhbeck et al., 2001). L’IL-6 diminue I’activité LPL du
tissu adipeux mais il est vraisemblable qu’elle exerce d’autres actions encore non élucidées

tant ses effets sur le tissu adipeux sont importants (Fruhbeck et al., 2001).

- L Acrp 30 (adipocyte complement-related protein) ou encore adiponectine, adipoQ,
« adipose most abundant gene transcript 1 (ApM1) », est une protéine de 30 kD qui montre
des similitudes avec le facteur du complément Clq. Elle est exclusivement exprimée dans les
adipocytes différentiés. Une fois sécrétée par I’adipocyte, ’adiponectine pourrait augmenter le
transport des acides gras et I’oxydation dans le muscle, réduisant ainsi les niveaux de lipides
intramyocellulaires. Elle agirait en tant que prohormone et le fragment actif (Acrp 30) obtenu
apres clivage protéolytique stimulerait 1'oxydation des acides gras par les muscles (Fruebis et
al., 2001). L adiponectine peut également augmenter la sensibilité & I’insuline de I’hépatocyte,
soit a travers une action directe, ou indirectement en abaissant les lipides circulants en raison
de son action sur le muscle (Saltiel, 2001). Elle inhibe I’expression des enzymes de la

gluconéogenese dans le foie (Combs et al., 2001).
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- L’adipsine est une sérine protéase secrétée par les adipocytes. Elle est identique au
complément D et les adipocytes synthétisent et sécrétent également les facteurs B et C3 du
complément. Ainsi, I’adipocyte sécréte les trois protéines nécessaires pour la formation d’une
protéine effectrice : I’ASP (acylation-stimulating protein). C’est une protéine de 14-kDa qui
est générée par I’interaction de ’adipsine et du facteur B avec le facteur C3. Bien qu’elle est
exprimée dans les fibroblastes et les préadipocytes, elle est surtout exprimée dans les
adipocytes différentié¢s (Maslovska et al., 1997). Elle stimule la production de triglycérides et
la translocation des GLUT a la surface cellulaire (Germinario et al., 1993). La voie adipsine-
ASP agit comme un signal paracrine pour augmenter la synthése des triglycérides dans les
adipocytes, une action qui résulte d’une clairance post prandiale plus rapide (Havel, 2002).

Aucune action directe sur le foie et le muscle ne semble avoir été mise en évidence pour

I’instant,

D’autres protéines ont été mises en évidence mais leur role n’est pas bien défini.

- La résistine, également appelée Fizz3, une protéine riche en cystéine sécrétée par les
adipocytes, qui a ét¢ mise en évidence récemment (Steppan et al, 2001). Chez les rongeurs,
elle inhiberait ’action de P’insuline (Steppan et al., 2001). Toutefois, son action n’a pas été
confirmée totalement chez I’homme (Savage et al., 2001; Nagaev et Smith, 2001). Par
conséquent, des études complémentaires sur cette protéine sont nécessaires pour clarifier son

role sur le métabolisme humain.

- L’adiponutrine, une protéine identifiée dans les lignées cellulaires et le tissu adipeux de
rongeurs. Son expression qui est spécifique du tissu adipeux est augmentée au cours de la
différenciation et sous étroite régulation nutritionnelle (Baulande et al., 2001). Le niveau
d’ARNm est trés faible au cours du jefine et augmente de fagon trés importante lorsque les

animaux ont un régime riche en carbohydrates.
Des autres protéines sont synthétisées par ’adipocyte et non sécrétées.

- L’aP2 (Adipose Fatty-Acid Binding Protein) est exprimée durant la différenciation
adipocytaire et représente prés de 6% des protéines cytosoliques de I’adipocyte mature. Elle
est supposée transférer les acides gras du cytosol vers les membranes des organelles
intracellulaires impliquées dans la synthése des triglycérides et I’oxydation des acides gras et

jouerait un role dans la lipolyse (Hotamisligil et al., 1996).
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- L’adipophiline (ou ADRP : adipocyte différenciation-related protein) est un protéine qui
se trouve sur les gouttelettes lipidiques des adipocytes mais également dans de nombreux

types cellulaires.

C.4 - RELATIONS ENTRE LES CELLULES SENSIBLES A
L’INSULINE

Les relations entre les tissus sensibles a I’insuline sont extrémement complexes. Elles sont
lides essentiellement aux flux d’acides gras, au role de I’insuline et a I’influence de certaines
protéines sécrétées par les adipocytes ce qui fait du tissu adipeux un organisme central dans

les interactions entre les différents tissus sensibles a ’insuline.

Les interactions majeures entre le tissu adipeux, le muscle et le foie sont rassemblées sur la

Figure 6.

Les acides gras transportés dans le plasma sont essentiellement sous forme de triglycérides
(TG) dans les lipoprotéines (chylomicrons produits par I’entérocyte en période post prandiale)

et les VLDL synthétisés par le foic. L.a LPL hydrolyse les TG et permet 1’utilisation des AG

par les différents tissus.

Le tissu adipeux est le principal lieu de stockage des AG qui sont estérifiés en TG. Les acide
gras libérés par le tissu adipeux par la lipolyse adipocytaire sont dirigés ver le muscle pour

étre oxydés ou vers le foie pour étre transformés en VLDL.

L’insuline a de multiples actions qui modifient les flux d’acides gras entre les différents

organes sensibles a I’insuline.

Elle favorise le stockage des TG dans le tissu adipeux en augmentant la synthése de la

lipoprotéine lipase et en ayant un effet anti-lipolytique en inhibant la lipase hormono-

sensible .

Dans le foie, elle favorise la lipogenese de novo a partir des glucides et freine la synthése
hépatique de VLDL et la gluconéogenese. Un certain nombre de travaux sont en faveur d’un

role indirect de I’insuline sur le foie et sur la gluconéogenese en particulier, la régulation étant
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assurée par la reldche des acides gras du tissu adipeux, confirmant ainsi le réle important de ce

tissu (Bergman, 2000).

Suralimentation
Régime hyperlipidique

Muscle

/ utilisation Glucose

W Oxydation des AG

CM

Pancréas

Néo
Glucose

Lipotoxicité
DL
K Sécrétion : VLTG
Insuline ? yper

Obésité

Figure 6 : Effet de Pobésité sur les flux d’acides gras impliqués dans la physiopathologie
de Pinsulino-résistance (Ziegler et al., 2001a).
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D — INSULINE ET EXPRESSION DES GENES

I’insuline régule I’expression de plus de 150 génes, suggérant que c’est la fonction majeure
de I’hormone. Au moins 8 éléments concensus de réponse a I’insuline (IRSs) ont été définis a
travers lesquels I’insuline peut réguler la transcription des génes. Ces éléments incluent :
I’élément de réponse du sérum, le motif protéine 1 activatrice (AP-1), le motif Ets, le motif E-
box et le motif facteur de transcription thyroidien (TF-2). L’ensemble de ces IRSs (Insulin
response sequence) entraine un effet stimulatoire de 1’insuline sur la transcription des génes.
Parmi les génes qui sont stimulés par I’insuline, on peut citer I’isoforme SREBP-1c
(Shimomura et al., 2000 ; Deng et al., 2002), la leptine (Pratley et al., 2000), le TNF-a (Iida et
al ., 2001), le PAI-1 (Samad et al., 2000), I’apoA-I (Murao et al., 1998). En revanche, un
élément avec la séquence consensus T(G/A)TTT(T/G)(G/T), défini comme étant le motif
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) provoque un effet inhibiteur de I’insuline sur la
transcription de géne codant pour la PEPCK, 1’ « insulin-like-growth-factor-binding protein »
IIGFBP-1), la tyrosine aminotransférase, et la sous unité catalytique de la glucose-6-
phosphatase (G6Pase) (O’Brien et al., 2001). L’insuline réprime également I’expression de

IRS-2 (Zhang et al., 2001).

46



Chapitre 1: Etude bibliographique

II-L'OBESITE

A - INTRODUCTION

L'obésité qui correspond a un excés de tissu adipeux est une maladie complexe, d'origine

génétique parfois, mais ou l'environnement, la culture et les habitudes familiales jouent un

role déterminant.

Chez l'adulte, la définition habituelle de 1'obésité s'appuie sur ce que I'on appelle l'indice de

masse corporelle ou indice de Quételet qui correspond au poids (en kg) divisé par la taille (en
m®). Selon la classification OMS acceptée au niveau international en 1998, le surpoids est
défini par un IMC > 25,0 kg/m” et l'obésité par un IMC > 30,0 kg/m2 avec une graduation en 3

classes.

On parle d'obésité chez l'enfant, lorsque la masse grasse dépasse de 20% le poids idéal pour
un garcon et 25% pour une fille. Son poids idéal correspond au poids divisé par sa taille au

carré, par rapport a I'dge et en fonction de la moyenne de la population

Tableau 3: Classification des adultes selon l'indice de masse corporelle (OMS, 1998).

Classification IMC (kg/m®)
Limites normales 18,5-24,9
Surpoids >25,0
Pré-obésité 25,0-29,9
Obésité classe 1 30,0-34,9
Obésité classe 2 35,0-39.9
Obésité classe 3 >40,0

On parle d'obésité morbide pour un indice supérieur a 40.
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Mais a lui seul, le poids n'est pas un facteur pronostic suffisant. Des études (Matsuzawa et al.,
1994; Kelly, 2000), mettent en évidence un lien direct entre l'excés de graisse viscérale
abdominale et le diabete, I'hypertension artérielle et les triglycérides trop élevés dans le sang.
La notion de tour de taille est donc déterminante pour évaluer le risque cardiovasculaire lié au

poids. Ce risque est fortement accru lorsque le tour de taille est supérieur a 100 cm pour les

hommes et 95 cm pour les femmes.

B - ORIGINES DE L'OBESITE

Chez l'homme, l'obésité résulte de la combinaison de plusieurs facteurs: génétiques,
environnementaux et sociaux (psychologiques, culturels), ces derniers facteurs pouvant

renforcer, diluer, voire supprimer la "donne" génétique.
B.1 - LES FACTEURS GENETIQUES

De nombreux travaux sont en faveur d'un rdle important des facteurs génétiques (Bouchard et
Perusse, 1993; Bouchard et Perusse, 1996). Les travaux de Bouchard ont montré que
I'héritabilité génétique intervenait pour 5 & 40 % dans le développement de la masse grasse.
On admet actuellement que la prédisposition d'un individu a étre obése est la résultante de
l'action de quelques génes "majeurs”, chacun de ces génes pouvant a lui seul entrainer

l'apparition d'une obésité, ainsi que de nombreux génes "faibles" agissant de maniére

cumulative.

Dans le cadre de I’obésité monogénique, la description des mutations les plus fréquentes d’un

gene lié a I’obésité humaine représente environ 4% des obésités massives.

Le produit du géne ob, la leptine, régule la prise alimentaire et la balance énergétique (Zhang
et al., 1994 ; Friedman, 1998 ; Rayner et al., 2001). Les souris possédant une mutation du
géne ob, caractérisées par une déficience en leptine (Giese et al., 1996) ou du géne du
récepteur de la leptine (db) présentent une hyperphagie et une obésité sévére (Forbes et al.,

2001). Chez I’homme, les mutations au niveau du géne OB, analogue de 0b, sont trés rares,
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certains geénes voisins du géne OB pouvant également contribuer a 1’obésité (Carlsson et al.,
1997: Reed et al.,1996).

En revanche, I’obésité chez I’homme est associée généralement & des niveaux élevés de
leptine circulante. Les mécanismes de ce phénomeéne de résistance a la leptine ne sont pas

¢lucidés pour I’instant (Friedman et al., 1998).

Le géne Agouti code pour un facteur paracrine de 131 acides aminés qui est exprimé
normalement dans les follicules des poils et régule la pigmentation en inhibant la liaison de
I’hormone stimulant le mélanocyte-a au récepteur de type 1 pour la mélanocortine (Kim et
Moussa, 2000). Des mutations dominantes de ce géne se traduisent par une expression
ubiquitaire de la protéine dans tous les tissus, et chez les mutants Ay et Avy, un syndrome
d’obésité associé a une pigmentation jaune (Moussa et Claycombe, 1999).

Une protéine en relation avec la protéine agouti, (AGRP) est constituée de 132 acides aminés
et est normalement exprimée dans 1’hypothalamus (Ollemann et al ., 1997). Agouti et AGRP
agissent comme des antagonistes du récepteur hypothalamique MC4-R, impliqué dans la
régulation de la prise alimentaire. L.’expression ubiquitaire de AGRP entraine 1’obésité, mais
sans altérer la pigmentation (Ollemann et al., 1997).

L’homologue humain du produit du géne agouti est la protéine de signalisation agouti (ASIP).
A P’inverse de la souris agouti, I’agouti humaine est exprimée dans le tissu adipeux (Kwon et
al., 1994), suggérant un rble possible de la protéine dans la régulation du métabolisme de
I’adipocyte. Par ailleurs, un polymorphisme (-38C—T) a été identifié dans le promoteur du
gene AGPR humain et le génotype C/C entrainerait une activit¢é du promoteur
significativement plus élevée et une affinité également plus élevée pour les facteurs de
transcription. Ce polymorphisme d’AGPR et le génotype C/C découverts chez des Africains
était significativement associé a ’apparition de ’obésité (Mayfield et al., 2001). Enfin, quatre
mutations au niveau du géne du récepteur MC4-R (Val50Met, Ser58Cys, Ile102Ser et
Ile170Val) ont été identifiés chez des enfants et sont associées a une obésité sévére. Par

contre, des mutations au niveau des génes AGRP et MSH-o ne semblent pas en cause

(Dubern et al., 2001).

Le géne du récepteur B-3 adrénergique joue un role dans le contrdle de la balance
énergétique chez l'homme (Emorine et al, 1994). Une mutation située dans le premier

domaine intracellulaire (Trp64Arg) du récepteur a été identifiée. Elle pourrait étre impliquée
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dans le développement précoce du diabéte non insulino-dépendant chez les finlandais et les
indiens PIMA (Widen et al, 1995; Walston et al, 1995). En revanche, dans la population
japonaise, le génotype Arg/Arg est associé a I’obésité et non a la mutation Trp64Arg (Oizumi
et al., 2001). L’étude des polymorphismes des génes des récepteurs o-2A, B-2 et B-3
adrénergiques a montré que seul le génotype du récepteur -2 adrénergique (GIn27Gln) est

associé¢ a un gain de poids plus important que les sujets ayant le génotype Glu27Glu/GIn27Glu
(Ukkola et al., 2001; Oppert et al., 1995).

Il existe également des polymorphismes au niveau du gene du PPARYy : un polymorphisme
Prol2Ala dans I’exon B et un polymorphisme silencieux CAC478CAT dans I’exon 6. Il a été

montré chez les femmes obése que Dexistence simultanée des alléles Alal2Ala et

CAT478CAT dans le géne du PPARYy était associé a une obésité sévére (Valve et al., 1999 ).

D'autres polymorphismes génétiques sont probablement associés au développement de la

masse grasse ou a sa répartition: lipoprotéine lipase (Jemaa et al., 1995), la Na+K+-ATPase

(Deriaz et al., 1994).

Selon I’hypothése polygénique de 1’obésité, les interactions génes-génes jouent un role
important dans la susceptibilité a la maladie. Le but de I’étude GénOLor étant de déterminer
les interactions entre des polymorphismes génétiques fréquents et les déterminants
environmentaux de 1’obésité commune en Lorraine, les polymorphismes de plusieurs génes
ont ¢té déterminés: récepteurs P-2 et -3 adrénergiques, récepteur dopaminergique D2,
protéines de choc thermique HSP70-2 et HSP 70-Hom, TNF-a,, lipoprotéine lipase (LPL-H et
LPL-P). Chaque variant génétique isolément a peu d’influence sur PIMC ou la masse grasse.
La présence de deux variants génétiques est associée a une augmentation (TNF-o/HSP70-
Hom) ou a une diminution ($2-AR/DRD2 et DRD2/HSP70-2) de la masse grasse. Les sujets
qui ont la combinaison défavorable sans avoir la protectrice ont une masse grasse plus
importante que les sujets qui ont la combinaison inverse, suggérant que ces combinaisons de 4
variants génétiques fréquents sont de bons marqueurs de risque pour I’obésité commune

(Ziegler et al., 2001b).
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B.2 - LES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Associée au manque d'activité physique (réduction de la dépense énergétique), la
consommation excessive de lipides (excés de la prise énergétique) serait responsable de
I'épidémie mondiale d'obésité chez l'adulte. De plus, dans les pays occidentaux, la

destructuration des comportements alimentaires pourrait aggraver ces effets.

Réduction de la dépense énergétique: Les causes de l'augmentation de l'obésité résideraient
dans la sédentarisation croissante des modes de vie des sociétés occidentales, a savoir le
triptyque automatisation, motorisation et télévision. Une étude anglaise estime que la dépense
énergétique a en moyenne diminué de 800 kcal/jour sur les vingt derniéres années, tandis que

la prise énergétique n'a que trés peu baissée (James, 1995).

Excés de la prise énergétique: L'excés de graisses résulte d'un déséquilibre entre la prise de
calories alimentaires et leur utilisation. Si la prise d'aliments excéde la dépense énergétique,
un surplus d'énergie sera conservé sous forme de graisses corporelles. Il est incontestable que
de nombreuses obésités sont favorisées par une prise alimentaire excessive. La plupart des
¢tudes épidémiologiques portant sur des "photograhies" de population a un moment donné ont
trouvé une corrélation entre la part lipidique dans l'apport énergétique et 1’obésité (Lissner et
Heitmann, 1995; Chapelot et al., 1998). En effet, la part lipidique de la ration alimentaire a été
profondément modifiée. A un apport énergétique essentiellement composé de céréales et de

Iégumineuses, s'est substitué un apport majoritairement a base de graisse animale dotée d'une

forte densité énergétique.

Destructuration des comportements alimentaires : Des travaux récents laissent entendre que
la répartition des prises alimentaires au cours de la journée aurait son importance, et qu'un
décalage dans le temps pourrait donner lieu a une obésité (Morel, 1996). Les études de
comportement alimentaire sur les obéses montrent qu'ils ont tendance a manger davantage le
soir qu'en premiére partie de journée. Or les nutriments sont stockés sous forme de graisses
dans les adipocytes en fonction de I'activité physique et de I'état physiologique et c'est
l'insuline, hormone de régulation et de stockage sécrétée apres les repas, qui permet la mise en
réserve dans les cellules du tissu adipeux. Le soir, l'activité est moindre et les hormones de

"contre-régulation" (cortisol, adrénaline, etc.) sont basses. Or, ce sont elles qui favorisent la
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dégradation des nutriments et la lipolyse adipocytaire pour répondre aux besoins en énergie de
'organisme (activité physique, régime). En étudiant les personnes suivant le jeun du ramadhan
- et qui ne s'alimentent donc que la nuit - mais prennent cependant du poids, (El Ati et al.,
1995) ont suggéré qu'il ne s'agissait pas d'un probléme alimentaire mais plutét d'une

diminution du briilage des graisses.

B.3 - FACTEURS SOCIAUX

D'autres facteurs sont accusés d'accroitre de manieére "invisible" la prise alimentaire.

Clest par exemple le cas de l'augmentation de la taille du conditionnement commercial des

aliments, trés présent au Etats-Unis.

Phénomene préoccupant, l'obésité infantile monte en fléche. Selon une enquéte SOFRES/
INSERM/ Roche, la prévalence de l'obésité chez l'enfant aurait augmenté de 50 % en France
entre 1980 et 1990. Une étude sur des enfants de 10 mois & 8 ans a montré que 10% d'entre
eux étaient obeses au lieu des 3% prévisibles. Le nombre des "petits”" gros a augmenté de 17%
alors que I'obésité enfantine a augmenté au Japon de 53%, en Grande Bretagne de 65% pour
certaines tranches d'dge, aux Etats-Unis de 60 %. Une étude réalisée en Italie sur des enfants
de 6 a 9 ans, a montré une augmentation du nombre d'obése; la prévalence de 1'obésité
infantile passe de 6,1 & 13,6% sur la période 1991-1998 (Boldori et al., 2000). En plus des
effets invoqués: sédentarité et déstructuration des comportements alimentaires, il y a une
préférence naturelle des enfants pour les aliments riches en énergie qui contribuent ainsi 4 une

prise de poids excessive (Birch, 1998).

C- EVOLUTION DU TISSU ADIPEUX ET OBESITE

Chez I’homme, 1’obésité modérée est la conséquence d’une augmentation de la taille des
adipocytes due 4 une augmentation de I’accumulation des triglycérides (hypertrophie).

[’obésité sévere est caractérisée par une augmentation supplémentaire du nombre des
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adipocytes matures (hyperplasie) ainsi que d’une variation de la distribution du tissu adipeux

dans I’organisme.

C.1 - OBESITE, HYPERTROPHIE ET HYPERPLASIE
DES ADIPOCYTES.

La régulation de la taille et du nombre des adipocytes est mal connue in vivo. L’événement a
’origine de ’expansion du tissu adipeux est habituellement une augmentation de la taille des
adipocytes suivie d’une augmentation du nombre des adipocytes (Vasselli et al., 1992). Des
¢tudes chez le rat Zucker obése laissent a penser que les adipocytes de grande taille
secréteraient des facteurs de croissance qui permettraient ensuite le recrutement de
préadipocytes, induiraient la différenciation et augmenteraient par conséquent le nombre des
adipocytes (Marques et al., 1998). En revanche, des souris transgéniques surexprimant le
transporteur de glucose GLUT4 représentent un modele animal ou I’augmentation de la masse

grasse est due a la seule hyperplasie du tissu adipeux (Shepherd et al., 1993).
C.1.1- Origine de Phypertrophie adipocytaire

L'hypertrophie de I’adipocyte est la conséquence d'un déséquilibre du bilan énergétique mais il

existe également une régulation génique.

Des souris hétérozygotes pour le PPARy (+/-) ont des adipocytes de taille réduite et leur prise
de poids est moindre sous un régime hyperlipidémique que les souris PPARy (+/+) (Kubota et
al., 1999). Chez I’homme, la mutation Prol2Ala du PPARy qui est associée a une baisse de
son activité semble étre un facteur qui protége de I’obésité (Kadowaki, 2000). Il existe
également une régulation de la taille des adipocytes qui est liée au sexe. Les femmes ont des

adipocytes de taille plus importante que les hommes (Couillard et al., 2000).

C.1.2 - Origine de ’hyperplasie adipocytaire

Des études in vivo ont prouvé les effets d’un régime riche en graisses sur le développement de
I’obésité par ’apparition de nouveaux adipocytes due a la prolifération et a la différentiation

de préadipocytes « dormants ». Les acides gras saturés et insaturés a longue chaines (AGLC)
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exercent une action adipogénique en augmentant a la fois I’expansion clonale des mitoses et
Pexpression de génes spécifiques des adipocytes (Amri et al., 1994). Cette action des AGLC
semble étre restreinte 4 une fenétre temporelle étroite correspondant a un état de préadipocyte,
car le traitement de cellules en différenciation terminale est sans effet. Les PPAR seraient les
médiateurs nucléaires de D’action des acides gras. PPARS exercerait une action pro-

proliférative sur les préadiocytes alors que PPARy a une action antimitotique (Grimaldi et al.,

2001).

L’hypertrophie adipocytaire précédant en général I’hyperplasie, il a été suggéré que les
adipocytes de grande taille sécréteraient des facteurs de croissance permettant le recrutement
des préadipocytes. La présence de facteurs de croissance dans des milieux conditionnés a
partir de certains dépots (inguinal et rétropéritonéal) a été effectivement rapportée dans le cas
du rat Zucker obése. Une corrélation positive a ét¢ montrée entre le pourcentage de gros

adipocytes et ’activité proliférative de milieux de culture conditionnés sur des préadipocytes

(Marques et al., 1998).

En revanche, les résultats d’un certain nombre d’études expérimentales et cliniques suggerent
que le TNF-a peut agir comme un important régulateur auto/paracrine qui sert a limiter
I’expansion du tissu adipeux (Hube et Hauner, 1999). Le nombre d’ adipocytes serait régulé
en partie, par une voie de signalisation de I’apoptose qui impliquerait le TNF-a, 1’insuline et
la caspase 3 (Qian et al., 2001). De plus, P’effet apoptotique du TNF-o a également été

démontré dans le cas des préadipocytes (Prins et al., 1997 ; Prins et al., 1998).

C.2 - OBESITE ET REPARTITION DU TISSU ADIPEUX

C.2.1 - Répartition du tissu adipeux

La répartition du tissu adipeux est soumise & l'influence des hormones stéroides mais les
mécanismes mis en jeu semblent trés complexes et ne sont pas encore complétement élucidés.
Plusieurs études ont montré que le tissu adipeux viscéral représentait environ 20 % de la

masse totale du tissu adipeux chez I'homme alors qu'il ne représente que 6 % chez la femme
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(Ross et al., 1994) ce qui suggére une influence importante hormonale sur la répartition du
tissu adipeux. Le role des stéroides sexuels dépend fortement de I'environnement hormonal de
l'individu. Ainsi, l'administration de testostérone chez 'homme hypogonadique induit une

réduction de la graisse viscérale tandis qu'elle favorise son accumulation chez la femme

(Montague et O’Rahilly, 2000).

Il est trés vraisemblable que des déterminants génétiques sont impliqués dans la régulation de
la répartition du tissu adipeux. Ainsi une étude de ségrégation familiale québécoise, portant
sur les individus de 100 familles chez qui la graisse viscérale a été mesurée par
tomodensitométrie, suggére que 51 % de la variance de la quantité de tissu adipeux viscéral
serait liée 4 un geéne majeur et que des effets polygéniques contribueraient pour 21 % de la
variance (Bouchard et Perusse, 1996). Ces résultats sont confirmés par une étude réalisée sur
des paires de jumeaux qui suggére que 75 % de la variance de l'augmentation de tissu adipeux
viscéral sous régime hypercalorique serait liée a une origine génétique tandis que 25 % de la
variance serait liée a l'environnement (Bouchard et Perusse, 1993). L'hérédité semble donc
Jouer un role majeur dans la détermination de la répartition du tissu adipeux chez I'homme,
plus important que dans la détermination de la masse adipeuse totale qui est en partie aussi

génétiquement déterminée.

C.2.2 - Obésité, tissu adipeux sous cutané et viscéral.

Des facteurs physiologiques sont associées a I’augmentation de la masse adipeuse viscérale: le
sexe, I’4ge et la ménopause (Tchernof et al., 2000). Cette augmentation peut résulter d’un
dysfonctionnement des glucocorticoides. L’homme présentant une accumulation préférentielle
de graisse au niveau du tronc et de la région abdominale et la femme une plus grande quantité
de tissu adipeux au niveau des membres inférieurs et de la région glutéo-fémorale,
I’augmentation de la masse grasse lors de la prise de poids est associée a une plus grande
accumulation de tissu adipeux viscéral chez I’homme que chez la femme (Lemieux et al .,
1993; Despres et al., 2001). Aussi, une classification de ’obésité a été admise depuis
longtemps (Vague, 1947). On parle d’obésité androide en présence d’une accumulation du
tissu au niveau de I’abdomen et d’obésité gynoide lorsque le profil de répartition de la graisse

corporelle est voisin de celui observé chez la femme.
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C.2.3 - Spécificités fonctionnelles des tissus adipeux sous-cutané et viscéral.

Tant en ce qui concerne la différenciation, la sensibilité hormonale en particulier a I'insuline,

les réponses métaboliques, la sécrétion de nombreuses molécules ou I’apoptose, les adipocytes

de différentes localisations ont des spécificités bien marquées (Montague et O’Rahilly, 2000).

De nombreuses études ont mis en évidence des différences métaboliques entre adipocytes de
différentes localisations. Certaines localisations sont considérées comme des tissus de soutien
avec des adipocytes trés peu actifs au niveau métabolique (graisse fémorale). D'autres
localisations ont un métabolisme intermédiaire (tissu adipeux sous-cutané abdominal) et enfin
les adipocytes viscéraux sont considérés comme métaboliquement trés actifs.
Anatomiquement, le réseau veineux du tissu adipeux viscéral est drainé par le systéme porte
qui ameéne directement au foie les produits de sécrétion du tissu adipeux et en particulier les

acides gras et le glycérol.

Ces particularités sont étayées par des différences selon la localisation anatomique du tissu
adipeux dans l'expression des facteurs de transcription, des protéines impliquées dans les

fonctions adipocytaires, de la lipogénése et la lipolyse.

En ce qui concerne le PPARy impliqué dans la lipogénése, son expression est trouvée
diminuée dans les adipocytes viscéraux dans une étude (Lefebvre et al., 1998) ou sa fonction
est altérée. Par contre, I’expression du PPARY est identique dans les adipocytes viscéraux et
sous cutanés dans une autre étude (Adams et al., 1997), suggérant que les adipocytes

viscéraux soient moins sensibles a ce facteur que les adipocytes sous-cutanés.

Les différences au niveau de la lipolyse résultent en partie de la sensibilité hormonale,
variable selon les sites, généralement en rapport avec un nombre de récepteurs différent.
Ainsi, en ce qui concerne la sensibilité a l'insuline, les adipocytes viscéraux sont plus
résistants & I'hormone ce qui favorise la lipolyse et expriment moins de transporteurs de
glucose GLUT4 ou de glycogéne synthétase. Le tissu adipeux viscéral est également plus
sensible que le tissu adipeux sous-cutané a la lipolyse induite par les catécholamines car il
posséde plus de récepteurs -1 et -2 adrénergiques et il est moins sensible aux effets

antilipolytiques des récepteurs o-2 adrénergiques et de l'insuline (Montague et O’Rahilly,

2000).
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Plusieurs études chez I'homme ont comparé le tissu adipeux abdominal sous-cutané et viscéral
en ce qui concerne l'expression de genes codant pour des facteurs ou cytokines secrétés par
l'adipocyte. Les résultats obtenus sont dans I'ensemble difficiles a intégrer dans un schéma
physiologique simple. Des différences d'expression de facteurs impliqués dans l'apoptose ont
¢té montrées entre les deux types d'adipocytes. La leptine, proapoptotique, est exprimée
préférentiellement dans le tissu adipeux sous-cutané et la molécule inhibitrice de I'apoptose
(cIAP2) dans le tissu adipeux viscéral (Montague et al., 1998). A l'inverse, les adipocytes
viscéraux sont plus sensibles a I'apoptose induite par le TNF-a ou la déprivation en sérum que
les adipocytes sous-cutanés (Niesler et al., 1998). L'expression de I'ILL6 serait plus importante
dans le tissu adipeux viscéral que sous-cutané (Fried et al., 1998). En revanche, en ce qui

concerne le PAI-1, les résultats sont contradictoires (Alessi et al., 1997, Eriksson et al., 2000).

En ce qui concerne les corticoides, I'étude de 1'expression de leurs récepteurs et des enzymes
du métabolisme de ces hormones en fonction de la topographie du tissu adipeux apporte des
éléments de réponse moléculaires et cellulaires expliquant des effets divergents. L'expression
du gene de la LPL en réponse aux glucocorticoides est augmentée (Fried et al, 1993) et
favorise le stockage des triglycérides. Or, le tissu adipeux viscéral exprime un plus grand
nombre de récepteurs aux glucocorticoides que le tissu adipeux sous-cutané. D'autres
différences existent entre ces deux tissus notamment en ce qui concerne les propriétés
oxydatrices ou réductrices de la 11 B-hydroxystéroide déshydrogénase-1 qui intervient dans la
conversion intracellulaire cortisone-cortisol. Ainsi il a été montré que l'activité réductrice de
cette enzyme favorisant la synthése de I'hormone glucocorticoide active (cortisol) était trés
élevée dans le tissu adipeux viscéral alors qu'elle était & peine détectable dans le tissu adipeux
sous-cutané (Bujalska et al, 1997). L'ensemble de ces résultats suggere que le tissu adipeux
viscéral serait plus sensible a l'action des glucocorticoides, cet effet étant exacerbé par la

possibilité d'une transformation locale de cortisone en cortisol.
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IIT - L’ INSULINO-RESISTANCE

L’insulino-résistance peut étre définie comme I’incapacité d’une quantité normale d’insuline a
augmenter I’incorporation du glucose et son utilisation dans les mémes proportions que ce qui
pourrait étre observé dans une population présentant une insulino-sensibilité normale.
L’action de I’insuline est la conséquence de la liaison de I’insuline & son récepteur dans la
membrane plasmique et la transmission du signal a l’intérieur de la cellule a la suite

d’interactions protéines-protéines.

Plusieurs mécanismes ont été proposés comme possible causes du développement de

I’insulino-résistance.

IIs incluent : (A) des anomalies génétiques ou acquises de I’insuline ou d’une ou plusieurs
protéines de la cascade de I’action de I’insuline (B) la malnutrition feetale (C) une origine
tissulaire spécifique en particulier I’augmentation de [Dadiposité viscérale (D) des

modifications des lipides membranaires qui ont conduit a4 I’hypothése membranaire de

I’insulino-résistance.

A - ANOMALIES GENETIQUES OU ACQUISES DE
L’INSULINE, D’'UNE OU PLUSIEURS PROTEINES DE LA
CASCADE DE L’ACTION DE L’INSULINE

Des études de ségrégation familiale ont montré que la sensibilité a I’insuline est en partie
génétiquement déterminée. Chez des descendants de parents diabétiques de type 2, une
résistance a l’action de I’insuline a pu étre mise en évidence avant I’apparition de
perturbations de I’environnement métabolique (DeFronzo et al., 1997). En fait, de nombreuses
études suggerent que des facteurs génétiques influencent ’insulino-résistance. Cependant la
majorité d’entre elles sont basées sur des ressemblances familiales, qui peuvent résulter

d’influences environmentales partagées plutdt que de effet des génes par eux mémes (Stern,

2000)
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Un géne candidat est habituellement défini comme un géne dont la protéine, basée sur son
activité biologique, peut vraisemblablement influencer le paramétre considéré. Il est certain
que dans le cas de I’insulino-résistance de telles protéines sont légions et des anomalies
nombreuses ont pu étre identifiées au niveau pré-récepteur, récepteur ou post-récepteur. Mais

pour beaucoup d’entre elles, le caractére génétique ou acquis de 1’anomalic ne peut étre

tranché.

A.1 - NIVEAU PRE-RECEPTEUR

Une sécrétion accrue de proinsuline inactive agissant comme inhibiteur compétitif pourrait
expliquer un état d’insulino-résistance. Toutefois, une sensibilité faible a I’insuline n’est pas
associée avec un rapport proinsuline/insuline élevé (Mykkanen et al., 1999).

Un déficit de P’action de l’insuline peut &étre di a ’existence d’anticorps anti-insuline
(Kondrat’eva et Meniavtsera, 1990) ou une dégradation augmentée de I’insuline mise en
évidence dans le sérum de patients insulino-résistants et diabétiques de type 2 (Misbin et al.,
1981; Standl et Kolb, 1984).

Enfin, avant d’atteindre son récepteur membranaire, I’insuline doit d’abord diffuser du
compartiment plasmatique vers le milieu interstitiel. Il a été proposé qu’un ralentissement du
passage de I’insuline a travers I’endothélium capillaire pouvait représenter une premiére étape
limitante contribuant a 1’état d’insulino-résistance (Bergman et al., 1992). Chez les sujets
obeses, il existe une hypertrophie des fibres musculaires et une diminution de la densité des
capillaires. Ces deux anomalies ralentiraient la diffusion de I’insuline vers les cellules—cibles
et contribueraient ainsi & ’insulino-résistance. Par ailleurs, il existe une dysfonction
endothéliale chez le sujet insulino-résistant ainsi qu’un défaut de vasodilatation normalement
induite par I’insuline dans les territoires musculaires squelettiques (par exemple en réponse a
un repas). Ces anomalies pourraient réduire la captation du glucose et aggraver une insulino-

résistance (Wiernsperger, 1994, Steinberg et al., 1996 ).
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A.2 - NIVEAU RECEPTEUR

La présence d’anticorps anti-récepteur de l’insuline est associée a des concentrations
plasmatiques élevées d’insuline et & une insulino-résistance marquée (Di Paolo et al., 1990).
En absence d’anticorps anti-récepteur de I’insuline, il peut exister des altérations de la liaison
de I’insuline a son récepteur due a une mutation au niveau du récepteur, a la diminution du
nombre de récepteurs (down régulation des récepteurs du a ’hyperinsulinisme) ou de leur
affinité. (Seely et Olefsky, 1993, Rau et al., 2000 ; Osawa et al., 2001).

Sur des biopsies musculaires, un défaut d’autophosphorylation du récepteur de I’insuline a été
constaté (Maegawa, 1991). Enfin, on peut observer des altérations de la transduction du signal
a la suite de la diminution de ’activité kinasique du récepteur. Toutefois, les altérations de
[’activité tyrosine kinase du récepteur de I’insuline ne semblent pas constituer une altération

primaire mais résulter d’un certain nombre d’autres altérations métaboliques (Garvey et

Birnbaum, 1993; Shao et al., 2000.)

A.3 - NIVEAU POST-RECEPTEUR

La liaison de l'insuline & son récepteur est normale mais le métabolisme intracellulaire sur
lequel agit l'insuline, ainsi que la séquence des événements biochimiques intracellulaires sont

altérés. Au niveau post-récepteur, il est également difficile de détecter si on est en présence

d’altérations primaires ou secondaires.

a) Des altérations soit génétiques, soit acquises de la protéine G, ou de certaines
enzymes intervenant au cours de l'action de 'insuline comme la PLC, les enzymes synthétisant
le PA et le PI, les enzymes du métabolisme du DAG, peuvent également conduire a des

altérations dans la transmission du signal par les deux médiateurs que sont les tétes polaires et

le systéme DAG-PKC.

b) Une altération directe de la PKC peut également survenir. En effet, il a été rapporté

que le rat obese fa/fa présentait une activation et une translocation de la PKC diminuées (Van

De Werve et al., 1987).
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¢) Une autre hypothése impliquerait les systémes de signal des phospholipides. Une
augmentation de la production du DAG peut provoquer secondairement une diminution de la
translocation de la PKC. L'action du DAG est en effet biphasique, et intervient négativement
a haute concentration (Turinski et al., 1990). Des études sur le rat Zucker génétiquement
obése insulinorésistant, ont démontré que le taux de DAG augmentait de plus de 82% dans le
foie et de 136% dans les tissus musculaires (Turinski et al., 1990). Le mécanisme par lequel
l'augmentation du DAG diminue la réponse a l'insuline doit impliquer a la fois une
diminution de la liaison de l'insuline & son récepteur et une diminution de la phosphorylation
de ce dernier. En effet, Bollag et al., 1986, ont observé que la phosphorylation du récepteur
de l'insuline au niveau des résidus sérines par la PKC pouvait inhiber jusqu'a 65% de
I'activité tyrosine kinase intrinséque du récepteur et ceci a la fois en présence et en absence
d'insuline. La stimulation excessive de ce systéme induirait donc la phosphorylation du
récepteur au niveau du résidu sérine compromettant ainsi la phosphorylation du site tyrosine

et donc la transmission du signal.

d) L’activation par I’insuline de I’enzyme PI3 kinase est reconnue actuellement
comme ¢étant essentielle pour la réponse métabolique de I’hormone. En effet, in vitro,
I'inhibition de la PI3 kinase bloque complétement I’entrée du glucose dans la cellule en
réponse A I’insuline. I.’activation de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) est fortement
diminuée chez les rongeurs insulino-résistants et ce déficit est associé a une diminution
marquée de la phosphorylation de la tyrosine de I'IRS-1 (Shulman, 1999). Par ailleurs, chez la
souris ob/ob, une hyperinsulinémie chronique entraine une diminution de ’expression de IRS-
2, qui est phosphorylée en réponse a une stimulation par I’insuline et active la PI3K (White,
1998; Shimomura et al., 2000). Or, les rongeurs présentant une déficience génétique dans
PIRS-2 présentent une activation de vla gluconéogenese hépatique et une diminution de
Paction de I’insuline & supprimer les efflux de glucose (Withers et al., 1998; Previs et al.,
2000).

La PI3K, par phosphorylation des phosphoinositides, stimule plusieurs protéines
intracellulaires dont la sérine/thréonine kinase Akt ou PKB (Wang Q et al., 1999, Tanti et al.,
1997; Le Marchand-Brustel et al., 1999) ainsi que certains membres des protéines kinase C
atypiques (PKC A et &) (Kotani et al., 1998; Standaert et al., 1997) qui sont impliquées dans la
voie de signalisation métabolique de ’hormone. Sur des biopsies musculaires au cours d’un

clamp euglycémique hyperinsulinémique, un défaut d’activation de la PI3K associée a IRS-1
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ont été mis en évidence (Bjornholm et al., 1997). D’autre part, il a ét€ montré que les acides
gras libres, qui sont souvent élevés chez le patient diabétique et qui induisent une résistance a
I’insuline, agissent essentiellement en diminuant la phosphorylation de la tyrosine de IRS-1 et

par conséquent I’activation de PI3K en réponse a I’insuline (Shulman, 2000).

e) Il a ¢té suggéré également que la sérine/thréonine kinase protéine kinase B
(PKB/Akt) joue un role dans la régulation par P’insuline du transport du glucose Une
activation altérée de la PKB a été mise en évidence dans des situations d’insulino-résistance.
Toutefois, des résultats contradictoires ont également été présentés et le réle de la PKB dans le

contrdle du transport du glucose reste controversé (Summers et al., 2000; Hadjuch et al.,

2001).

f) Récemment, il a été montré que les patients diabétiques ont significativement moins
de translocation de GLUT4 vers la membrane plasmique comparé a des sujets sains, alors que
le nombre total de transporteurs n’est pas diminué¢ (Garvey et al., 1998). Ces données
suggerent que des défauts de la signalisation intracellulaire de I’insuline menant a la

translocation du GLUT4 jouent un rdle important dans la physiopathologie de la résistance a

P’insuline.

B - MALNUTRITION FOETALE

Il'y a de nombreuses données qui suggeérent qu’une croissance intra-utérine retardée et un petit
poids a la naissance augmente le risque d’insulino-résistance et de ses complications
métaboliques a I’adolescence et I' 4ge adulte (Léger et al., 2000 ; Kuh et al., 2002) . Un poids
faible a la naissance est associé¢ a un retard dans la stimulation de la glycolyse/glycogénolyse
dans le muscle squelettique en activité (Thompson et al., 1997). En fait, la malnutrition in

utero pourrait entrainer une sélection de génes favorables a la survie face a une carence

nutritionnelle (Hales et Barker., 1992).
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C - ORIGINE TISSULAIRE DE L’INSULINO-
RESISTANCE

Le site tissulaire du déficit primaire conduisant a ’insulino-résistance est trés controverse.
Parmi les tissus périphériques sensibles a I’insuline : foie, muscle et tissu adipeux, un rdle

central est attribué selon les auteurs au tissu adipeux ou au muscle.

C.1 - LE TISSU ADIPEUX

Le role central de I’adipocyte est associé aux modifications des acides gras non estérifiés et
des protéines sécrétées par les adipocytes. Toutefois, les relations entre le tissu adipeux et
I’insulino-résistance sont extrémement complexes. Une augmentation de la masse grasse ne
saurait €tre la seule cause de I’insulino-résistance. En effet, il existe des sujets obeses qui sont
métaboliquement sains (Sims et al., 2001). En revanche, une modification de la répartition du

tissu adipeux avec une augmentation du tissu adipeux viscéral aurait un rdle déterminant dans

le développement de I’insulino-résistance.

C.1.1 - Role des acides gras non estérifiés.

Les acides gras libérés par le tissu adipeux au cours de la lipolyse jouent un grand rdle dans la
physiopathologie de I’insulino-résistance. Chez les obéses, [’augmentation de la masse grasse
est associée a un accroissement de la lipolyse qui entraine une augmentation des
concentrations circulantes d’acides gras libres. La production adipocytaire accrue des acides
gras libres (AGL) stimule la gluconéogenése car 1’oxydation des AG fournit des co-facteurs
indispensables a cette gluconéogenese (acétyl-CoA, adénosine tri-phosphate, NADH) (Girard
et al., 2000). Elle augmente la sortie du glucose hépatique induite par I’insuline. Dans le
muscle squelettique, la libération accrue d’acides gras entraine une résistance a I’insuline, du
fait de leur utilisation préférentielle par rapport au glucose (Arner et al., 1995). Une oxydation

accrue des acides gras entraine une diminution de I’incorporation du glucose, de la glycolyse
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et de la synthése de glycogéne. (Girard et al., 1995; Boden et al., 1997; Hawkins et al., 1997,
Jucker et al., 1997 ; Boden et al., 1999). Si le muscle squelettique n’arrive pas a résorber cette
hausse d’AGL plasmatiques, ceux-ci seront capturés et réestérifiés en triglycérides (TG) par
les adipocytes. Ces TG vont étre des stimulateurs et des substrats pour la production des
VLDL hépatique et la gluconéogenese. Au niveau de ’insuline, I’augmentation d’acides gras
libres diminuerait Dextraction hépatique de [I’hormone et contribuerait ainsi a
I’hyperinsulinémie systémique (Bjorntorp, 1991). Enfin, la présence d’un excés d’AGL
diminue Ia liaison de P’insuline & son récepteur. Par conséquent, la clairance hépatique de
Iinsuline diminue. L hyperinsulinémie qui en résulte est responsable d’un phénomeéne de
régulation négative du nombre des récepteurs de I’insuline dans les autres tissus et donc d’une
augmentation de I’insulino-résistance. [.’exces de tissu adipeux viscéral pourrait étre ainsi

responsable de I’'insulino-résistance hépatique et musculaire.

C.1.2- Réle des adipocytokines

D’autres preuves du role central de 1’adipocyte sont apportées par le role des protéines

sécrétées par I’adipocyte dans I’insulino-résistance.

Les sujets obeses surexpriment le géne du TNF-o dans le tissu adipeux et le muscle
squelettique. Cette cytokine augmenterait 1’afflux d’acides gras dans le muscle (Hotamisligil
et Spiegelman, 1994). Le TNF-a, qui potenticllement joue un réle dans la résistance a
P’insuline liée & I'obésité, agit en altérant la signalisation intracellulaire de I’insuline. Les
femmes obéses ont des taux élevés de TNF-o et une corrélation positive entre le rapport
taille’hanche et le taux de TNF-o plasmatiques a été démontrée (Tsigos et al., 1999). De
nombreux résultats sont en faveur d’une implication du TNF-a dans I’insulino-résistance bien
que ces conséquences métaboliques soient moins importantes chez I’homme que chez les
animaux. Le TNF-a inhibe la différenciation de I’adipocyte en altérant la régulation de
I’expression des facteurs de transcription tels le PPARy et C/EBPa (CCAAT/enhancer-binding
protein alpha), (Meng et al., 2001). Le TNF-a agit directement au niveau de la cascade de
signalisation de I’insuline en induisant la phosphorylation d’un résidu sérine de I'IRS-1. 1l
altere également le métabolisme glucidique en bloquant la synthése des GLUT4 et leur

translocation (Hauner et al., 1995), et le métabolisme lipidique en augmentant la lipolyse et
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par conséquent la production d’AGL (Kawakami et al., 1987). Il a un effet supresseur sur des
genes spécifiques de ’adipocytes (LPL, glycérol-3 phosphate deshydrogénase, GLUT4 et aP2)
(Petruschke et Hauner, 1993, Kawakami et Kuroki, 1993). Le TNF-a a donc un effet

autocrine et paracrine sur le glucose local de ’adipocyte, sur le métabolisme des AG et sur la

différenciation de I’adipocyte.

In vitro, ’expression de P’IL-6 au niveau de ’adipocyte viscéral serait plus importante que
celle des adipocytes subcutanés et cette expression augmenterait avec I’indice de masse
corporel (IMC) (Vgontzas et al.,, 2000). L’obésité serait considérée comme un <dtat
inflammatoire faible. I.’IL-6 a de multiples actions. L’IL-6 qui a un effet direct sur ’axe
HPAA (hypothalamic-pituitary-adrenal-axis), active la secrétion du CRH (corticotropin-
releasing hormone) et la production de I’ACTH (adrenocorticotropic hormone) et du cortisol,
et la sécrétion des TG hépatiques chez le rat conduisant & un état de hypertriglycéridémie.

Tout comme le TNF-o, I'IL-6 induit I’insulino-résistance indirectement en stimulant la

lipolyse.

Le géne codant pour ’adiponectine est spécifique du tissu adipeux (Matsuzawa et al., 1999).
Une expression diminuée de |’adiponectine est corrélée a I’insulino-résistance. Le degré
d’adiponectinémie est plus fortement corrélé au degré d’insulino-résistance et a I’hyper
insulinémie qu’avec I’obésité (Weyer et al., 2001). Les thiazolidinediones, ligands des
PPARy, augmenteraient la production d’adiponectine par un effet direct sur son promoteur en

supprimant 1’effet inhibiteur du TNF-o sur ce méme promoteur (Maeda et al., 2001).

La résistine, protéine riche en cystéine, a ét€ proposée comme lien entre 1’obésité et le
diabéte. Dans des modeles animaux, les niveaux plasmatiques de résistine sont augmentés
dans les formes génétiques et acquises de 1’obésité et diminués aprés administration de
rosiglitazone, molécule anti-diabétique (Steppan et al., 2001). Toutefois, des résultats
contradictoires ont ét¢ obtenus chez les rongeurs (Way et al., 2001; Moore et al., 2001) et chez

I’homme (Nagaev et Smith, 2001, Savage et al., 2001).
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En ce qui concerne la leptine, son role éventuel dans I’insulino-résistance associée a 1’obésité
est encore mal élucidé (Fruhbeck et Salvador, 2000).

Le taux circulant de leptine est corrélé positivement avec I’IMC et [’obésité. La taille de la
cellule adipeuse est associée positivement au taux de synthése de la leptine (Couillard et al.,
2000).

Des facteurs de transcriptions semblent impliqués dans la régulation de ’expression de la
leptine et de la taille des adipocytes (Spiegelman et Flier, 1996). En effet, le promoteur du

geéne ob est positivement régulé par CEBPa alors que les agonistes du PPARy inhibent son

expression (Baile et al., 2000).

C.1.3- Role de I’obésité et du tissu adipeux viscéral.

L’obésité est généralement associée a I’insulino-résistance. Toutefois, la relation est
extrémement complexe et il apparait nécessaire de faire la distinction entre indice de masse
corporelle, pourcentage de masse grasse, distribution du tissu adipeux, et insulino-résistance,
en particulier si I’on considére les complications de 1’insulino-résistance : diabéte de type 2 et
pathologies cardio-vasculaires. En premier lieu, la répartition des insulinémies a jeun pris
classiquement comme critére d’insulino-résistance, est extrémement large. Dans une

population d’obeéses, une fraction est saine sur le plan métabolique (Sims, 2001).

Par ailleurs, des hommes de poids normal mais ayant un pourcentage de masse grasse élevé
(21,1-35,2) ont une prévalence plus élevée de facteurs de risque pour des pathologies cardio-
vasculaires que des hommes ayant un pourcentage de masse grasse plus faible (6-10,4)
(Tanaka et al., 2002). Ces observations ne sont pas retrouvées dans un groupe de femmes et
bien que la distribution de la masse grasse n’ait pas été déterminée dans cette étude, elles

confirment indirectement I’importance du tissu adipeux viscéral qui est caractéristique du

sexe male.

L'obésité centrale (viscérale et abdominale), plutdt que l'obésité périphérique, est une des
composantes essentielles du syndrome métabolique. Elle est fortement associée aux

complications métaboliques et cardiovasculaires (Carey, 1998; Kobayashi, 2001; Lemieux,
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2001 ; Hernandez-Ono et al, 2002). Ces complications et 1'augmentation de l'incidence de
mortalité sont associés a une augmentation du rapport taille/hanche (marqueur de I'obésité

centrale) et non a ’IMC (Larsson et al., 1984; Lapidus et al., 1984).

L’activité lipolytique au niveau du tissu adipeux viscéral est importante car celui-ci est plus
sensible aux catécholamines. L’afflux d’acides gras libres via la veine portale induit une

insulino-résistance dans le foie (Bergman et al., 2001).

Enfin, les glucocorticoides qui sont importants dans la différenciation adipocytaire et le
métabolisme de 1’adipocyte pourraient jouer un réle dans ’obésité viscérale. La densité des
récepteurs aux glucocorticoides est plus importante dans le tissu adipeux viscéral que dans le
tissu adipeux sous-cutané. Par conséquent, une surexpression ou une variation génétique des
récepteurs aux glucocorticoides peuvent contribuer a I’apparition d’une obésité centrale
(Stears et Byrne, 2001). Un polymorphisme dans la longueur du fragment de restriction Bell a
été détecté dans le geéne du récepteur aux glucocorticoide. Le polymorphisme le moins
fréquent est associé a la prédominance de graisse abdominale viscérale (Buemann et al.,
1997). Par ailleurs, des perturbations de ’axe HPAA (hypothalamic-pituitary-adrenal axis )
conduisant & une sensibilité augmentée de I’organisme au stress pourrait potentiellemnt é&tre
une cause de 1’adiposité viscérale. Enfin, les cellules stromales adipeuses peuvent produire du
cortisol a partir de la cortisone a travers I’expression de la 11 béta-hydroxystéroides
déshydrogénase de type 1 (11 B HSD1). Or, ’activité de la 11 3 HSD1 est plus importante
dans les cellules stromales viscérales que dans les cellules provenant du tissu adipeux stromal
sous-cutané (Marin et al., 1992) et pourrait constituer un troisiéme mécanisme conduisant 3
I’obésité viscérale et au syndrome métabolique. Il convient de noter qu’une obésité viscérale
est rencontrée dans certaines pathologies telles le syndrome polycystique ovarien, la
déficience en hormone de croissance, certaines formes de lipodystrophie, et le syndrome de

Cushing, situations ou il existe une insulino-résistance importante.
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C.2 - LA CELLULE MUSCULAIRE

Selon Stears et Byrne (2001), le site primaire de I’insulino-résistance ne se situerait pas dans
le tissu adipeux mais dans le muscle squelettique avec des changements dans le métabolisme
de I’adipocyte survenant comme une conséquence du développement de I’insulino-résistance
dans le muscle. Un déficit de I’entrée du glucose dans le muscle entralnerait une augmentation
de I’entrée du glucose et des acides gras dans le tissu adipeux pour prévenir 1’hyperglycémie.
Le stockage accru de triglycérides entrainerait une augmentation de la masse grasse avec
comme conséquence une production accrue de cytokines (TNF-a, IL-6, PAI-1,
angiotensinogéne). L’augmentation de la lipolyse (par exemple par le TNF-a) induisant une
augmentation de la concentration des acides gras plasmatiques peut contribuer & amplifier une
insulino-résistance préexistante dans le muscle en interférant avec I’oxydation du glucose
(cycle de Randle). Des modéles animaux de souris transgéniques déficientes dans le récepteur
de I’insuline au niveau du muscle squelettique présentent un tableau proche du syndrome
métabolique avec une augmentation de leur masse de tissu adipeux, en particulier une
localisation viscérale, associée a une profonde insulino-résistance dans le muscle (Moller et
al., 1996). Ceci pourrait s’expliquer par une redistribution des substrats énergétiques du

muscle vers le tissu adipeux (Kim et Moussa, 2000)

L’ensemble de ces résultats montrent que dans le syndrome métabolique, les altérations
fonctionnelles du tissu adipeux viscéral et du muscle jouent un rdle considérable sans qu’il
soit possible de déterminer quel tissu est a I’origine de ces altérations qui se répercutent sur le

foie, majorant les troubles métaboliques.
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D - HYPOTHESE MEMBRANAIRE DE L’INSULINO-
RESISTANCE

D.1 - LA MEMBRANE PLASMIQUE

D.1.1 - Rappels sur la composition et la structure membranaire.

Chaque cellule est enfermée dans une membrane, enveloppe protectrice de 7,5-12,5
nanométres (nm), qui délimite le compartiment celtulaire et la sépare du milieu environnant.
La membrane cellulaire constitue a la fois une barriére de perméabilité et un lieu privilégié
d’échanges. D'une part, elle contrdle l'entrée des substances nutritives et la sortie des déchets
cellulaires, crée un milieu interne différent du milieu externe en maintenant des concentrations
intracellulaires d'ions spécifiques. C’est un lieu d’échanges de matiére et d’énergie entre la
cellule et le milieu externe, grice a de nombreux transporteurs de nature protéique localisés
dans ces biomembranes. Enfin, elle renferme la plupart des récepteurs des signaux (chimiques

ou physiques) venant du milieu environnant donnant de la sorte a la cellule la possibilité de

répondre aux différents stimuli qu'elle regoit.

Les constituants principaux de la membrane plasmique sont les lipides, les protéines et les

hydrates de carbone dont les quantités varient d’un type cellulaire a un autre et d’un type de

membrane a ’autre.

Tableau 4: Composition en % de quelques membranes plasmiques.

Protéines (%) | Lipides (%) Glucides (%)

Gaine de myéline 20 77 3
Hématie 50 42 8
Mitochondries membrane 50 48 2

plasmique externe

Mitochondries membrane 75 24 1
plasmique interne
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N\ Les lipides
Les lipides sont les constituants majeurs des membranes. Ils existent deux catégories de

lipides qui participent a la structure des membranes: les phospholipides et les stérols.

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles comportant une téte polaire hydrophile
et une partie hydrophobe formée de chaines d’acides gras.

Ces caractéristiques moléculaires font que les phospholipides, plongés dans une solution
aqueuse, forment une structure dans laquelle les tétes hydrophiles entrent en contact avec
'eau, tandis que les parties hydrophobes se disposent vers l'intérieur, s'isolant du milieu
aqueux.

Un modéle de membrane cellulaire a été proposé par Danielli et Davson (1935), dans lequel

les phospholipides s’organisent sous forme d’une bicouche.

Il existe deux types de phospholipides : les glycérolipides et les sphingolipides.

Le squelette des glycérolipides est le glycérol sur lequel sont fixés trois résidus. Deux de ses
fonctions alcool sont estérifiées par des acides gras a longues chaines. Ils peuvent étre saturés
ou comporter une ou plusieurs doubles liaisons ( monoinsaturés ou polyinsaturés). C’est la
partie hydrophobe de la molécule. Le troisiéme résidu comporte la partie polaire du lipide
(téte polaire). Il est composé d’un acide phosphorique fixé au glycérol sur sa derniére fonction
alcool par une liaison ester. Cet acide phosphorique est lui méme estérifié par divers
groupement : la choline, 1’éthanolamine, la sérine et le myo-inositol. Les glycérolipides
majeurs sont au nombre de quatre : la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine

(PE), la phosphatidylsérine (PS) et le phosphatidylinositol (PI), (figure 7).

Les sphingolipides sont composés d’un amino-alcool comportant une longue chaine latérale,
la sphingosine. Sur la fonction amine est greffé un résidu acyl et la fonction alcool porte le
groupement polaire, le plus fréquent étant la phosphorylcholine. Les lipides correspondants

sont les sphingomy¢lines (SM).

Les stérols sons constitués d’un noyau stéroide composé de quatre cycles saturés.
L’extrémité du noyau stéroide comporte une chaine latérale ramifiée possédant une ou
plusieurs doubles liaisons. Le plus important des stérols participant & la structure des

membranes des cellules eucaryotes est le cholestérol (CL) (figure 7). Il s’intercale entre les
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chafnes carbonées des phospholipides sous forme libre. Le CL et la SM sont co-localisés dans

la membrane plasmique (Slotte, 1999).

Phosphatidyléthanolamine Phosphatidylcholine
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Figure 7: Structure des phospholipides et du cholestérol.
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N\ Les protéines

Singer et Nicholson (1972), en retenant le concept de bicouche lipidique, proposérent le
modéle membranaire de « mosaique fluide » dans lequel ils ont introduit la distribution des
protéines membranaires.
Dans la bicouche lipidique sont immergées des protéines qui sont classés en 2 catégories:

les protéines périphériques (ou extrinséques). Ces protéines semblent lices a la
structure de la membrane par des interactions de nature principalement électrostatique.

et les protéines intégrées (ou intrinséques) trés fortement liées aux membranes
par des interactions hydrophobes avec les chaines d’acides gras. Certaines de ces protéines

traversent la bicouche lipidique et sont appelées protéines transmembranaires.

N\ Les sucres

Les hydrates de carbone sont présents au niveau de la couche externe de la membrane
cellulaire sous la forme d'oligosaccharides, chaines formées par l'association de molécules de
sucres simples. Ces chalnes sont a leur tour liées a des protéines ou des lipides, formant
respectivement des glycoprotéines et des glycolipides. Elles forment le glycocalix. Les sucres
neutres liés aux glycoprotéines sont majoritairement du D-galactose, D-mannose, D-glucose et
D-fucose et les sucres aminés sont la N- acétylglucosamine, la N-acétylgalactosamine et
Pacide N-acétylneuraminique. Le nombre de sucres attachés aux acides aminés varient entre 2
et 20-30, avec un nombre moyen proche de 7. Généralement, les glycoprotéines supportent en
association avec les glycolipides les groupements qui conférent aux cellules leur individualité

biologique : groupements antigéniques, enzymes, transporteurs, récepteurs hormonaux.
D.1.2 - Asymétrie lipidique de la membrane plasmique.

La répartition des différentes classes de phospholipides dans les membranes cellulaires est
asymétrique et dépend du type cellulaire. Les lipides neutres (phosphatidylcholine et
sphingomyéline) se situent principalement dans le feuillet extracellulaire tandis que les lipides
chargés anioniques (phosphatidyléthanolamine et phosphatidylsétrine) se regroupent dans le

feuillet cytoplasmique. 80 % de la PI est retrouvée dans le feuillet cytoplasmique (Butikofer

et al., 1990).
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D.1.3 - Fluidité membranaire

Le modg¢le en « mosaique fluide » proposé par Singer et Nicolson en 1972, décrit la membrane
comme une bicouche de lipides, les protéines étant enfoncées plus ou moins profondément
dans la bicouche. 1l suggere que la matrice de la membrane n’est pas stabilisée par des
interactions protéines-protéines. Au contraire, les lipides forment dans la membrane un
continuum. Puisque les lipides membranaires tendent & avoir des chaines hydrocarbonées
fluides aux températures physiologiques, le continuum serait fluide. Ainsi, les lipides et les

protéines membranaires pourraient diffuser librement dans le plan de la membrane.

De nombreuses expérimentations ont permis de vérifier la validité du modele. Les lipides sont
animés de plusieurs types de mouvements : diffusion latérale dans le plan de la membrane (le
coefficient de diffusion D étant voisin de 107-108cm?.sec™), flexions des chaines d’acides
gras dues a |’agitation thermique, « flip-flop » correspondant au passage d’un phospholipide
d’une couche lipidique a 1’autre. La période temporelle du mécanisme de flip-flop peut varier
de quelques dizaines de minutes a plusieurs heures. Les protéines se déplacent également dans
le plan de la membrane, plus lentement que les lipides (D > 5.10"'cm?.sec-1). Elles peuvent

se rassembler, dans certaines circonstances, & un pdle cellulaire (phénomeénes de patching,
capping).

Toutefois, la notion de continuum lipidique fluide a été approfondie depuis ’hypothése de
Singer et Nicolson. La fluidit¢ de la bicouche lipidique dépend de nombreux facteurs :
longueur des acides gras et leur degré d’insaturation. Les acides gras a longues chaines et/ou
saturés entrainant une augmentation des forces de Van der Waals, la cohésion est plus forte et
la membrane est peu fluide. Les acides gras a courtes chaines et/ou insaturés entrainent une
diminution des forces de Van der Waals et donc la membrane est plus fluide. La présence de
cholestérol impose des restrictions de mobilité. Par ailleurs, il a été montré que certains
phospholipides avaient tendance a former des structures non pas en bicouche mais en phase
hexagonale (HII) ainsi que des micelles inversés. Ces structures seraient trouvées au sein de la
bicouche, dans certaines circonstances, notamment dans les cas de fusion de biomembranes
ou de vésiculation (pinocytose, phagocytose) (Cullis et De Kruyff, 1976). Enfin, il existe au

sein des biomembranes des microdomaines avec des composition en lipides trés spécifiques,

les rafts et les cavéoles.
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D.1.4 - Les « rafts » et « cavéoles ».

Il existe des microdomaines qui sont des invaginations de la membrane plasmique et qui
présentent une composition particuliére, caractéristique de ce qui a ét¢ désigné sous le terme
de « radeaux lipidiques » ou « rafts » (Brown, 2001). Les rafts sont enrichis en CL et SM. Les
cavéoles seraient le résultat de la coalescence de certains radeaux obtenus par oligomérisation
des isoformes 1 et 2 d’une protéine: la cavéoline (Murata et al., 1995; Fielding et al., 2001).
Par conséquent, dans la membrane plasmique coexisteraient deux phase fluides : une phase
désordonnée enrichie en phospholipides et une phase ordonnée, les rafts et les cavéoles,
enrichis en SM et CL. Les rafts et cavéoles qui sont de petite taille (< 100 nm) constituent des

micro-domaines résistant aux détergents (Triton X, par exemple) (Roche-Arveiller &

Couderc, 2000).

Les cavéoles existent dans les cellules endothéliales, les fibroblastes ou les cellules
musculaires lisses, et sont particuli¢crement abondantes dans la membrane plasmique des
adipocytes (Fan et al., 1983). Un grand nombre de protéines impliquées dans la transduction
du signal sont localisées dans les cavéoles et/ ou dans les cavéoles lors de la transduction d’un
signal. C’est le cas d’un grand nombre de récepteurs: par exemple, du récepteur a insuline
(Gustavsson et al, 1999), du GLUT4 (Kandror et al., 1995), de la protéine kinase C, de la
protéine G (petite protéine hétérotrimere), des récepteurs a tyrosine kinase (Chang et al., 1994,
Li et al., 1995; Liu et al., 1997). De nombreux travaux ont montré que la cavéoline avait une
fonction de structure et de régulation. En effet, la cavéoline régule de nombreuses protéines de
signalisation dans les cavéoles: elle inhibe les protéines G, la famille kinase Src, ’oxyde
nitrique (NO) synthétase, et la protéine kinase C a la suite d’interactions avec le domaine
« scaffolding » de la cavéoline. Cette inhibition s’effectue par une interaction spécifique de

ces molécules et la cavéoline par un motif: PXEXXXXp ou pXXXXpXXep, ot ¢ est un

résidu aromatique).
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D.2 - HYPOTHESE MEMBRANAIRE DE L’INSULINO-
RESISTANCE.

Un certain nombre de travaux mettant en évidence des relations entre les propriétés
structurales et dynamiques de la membrane et I’action de I’insuline permettent d’envisager

une ou des hypothéses membranaires de I’insulino-résistance.
D.2.1 - Réle des acides gras

Plusieurs équipes ont montré une relation entre la composition en acides gras des
phospholipides et une ou plusieurs étapes de la réponse a ’insuline, en particulier I’interaction

de I’insuline avec son récepteur.

In vitro, de nombreuses études ont montré les effets de ’insaturation des phospoholipides sur
les interactions de l’insuline avec son récepteur dans des cellules en culture. Le fait
d’augmenter P’insaturation des lipides conduit & une augmentation de la concentration du
récepteur de I’insuline associée a une diminution de D’affinité dans les cellules de Friend
(Ginsberg et al., 1981) et dans les cellules d’Ehrlich (Ginsberg et al., 1982). En revanche, les
cellules endothéliales bovines ne montrent aucune modification de la liaison de I’insuline, en
dépit d’une insaturation augmentée des chaines d’acides gras (Bar et al., 1984). La
supplémentation du milieu de culture de cellules musculaires -6 avec des acides gras n-6 et
n-3 entraine une augmentation de I’incorporation de ces acides gras dans les membranes et de
Paffinité du récepteur de I’insuline. L’enrichissement en acide linol€ique C18:2n-6 de cellules
d’hépatome provoque une augmentation de la fluidité et du nombre de récepteurs de forte
affinité mais une diminution de la synthése du glycogene, suggérant des divergences entre la

liaison de I’insuline et son action (Bruneau et al., 1987).

In vivo, dans des modeéles animaux, la modification physiologique ou a la suite d’un régime
alimentaire des acides gras des phospholipides et la modulation éventuelle du récepteur de
I’insuline ont donné des résultats beaucoup plus controversés. Dans la membrane adipocytaire
du rat agé, le rapport acides gras saturés/insaturés est augment¢ et est associée a une

diminution des sites de haute affinité de liaison de I’insuline (Yegutkin et al., 1991). Par
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contre, la liaison est augmentée dans I’adipocyte de rat aprés un régime riche en acides gras
polyinsaturés qui a augmenté le contenu de ces acides gras dans les phospholipides
membranaires (Field et al., 1990). L’augmentation d’acide linoléique C18:2n-6 était associée
avec une augmentation dans la liaison de ’insuline, du nombre de récepteurs de I’insuline du
transport du glucose stimulé par I’insuline et de la lipogenéese (Field et al., 1990). Les régimes
riches en acides gras polyinsaturés, par modification de la composition des acides gras des
phospholipides membranaires, augmentent la liaison de I’insuline dans le muscle squelettique
de rat (Liu et al., 1994) et le transport du glucose dans les adipocytes de rats insulino-
résistants (ayant un régime & base d’huile de poisson (Luo et al., 1996). Une proportion
augmentée en AG saturés des phospholipides membranaires du muscle est associée a
I’insulino-résistance. En revanche, un enrichissement en AG polyinsaturés n-3 est associé a
une augmentation de la sensibilité de I’insuline, & une diminution des triglycérides
plasmatiques et a une augmentation de ’expression de GLUT4 dans les adipocytes de rats
insulino-résistants (Peyron-Caso et al., 2002).

De plus, un enrichissement en AG polyinsaturés a longue chaines (20-22 carbones) est
également associé une augmentation de la sensibilité de la cellule a I’insuline et il apparait
que, parmi les AG polyinsaturés, un rapport faible en n-6/n-3 favorise une bonne sensibilité a

I’insuline (Storlien et al., 1991; Storlien et al., 1996).

In vivo, chez I’homme, I’insulino-résistance a été associée a des modifications structurales et
dynamiques (fluidité) de la membrane (Devynck, 1995).

Un régime enrichi en acides gras n-3 pendant 8 semaines a pour conséquences une
augmentation de I’insaturation des phospholipides de la membrane érythrocytaire et une
augmentation du transport du glucose stimulé par I’insuline, estimé par la clairance
métabolique du glucose aprés une administration simultanée de glucose et d’insuline (Popp-
Snijders et al., 1987). L’augmentation d’acide linoléique C18:2n-6 dans la membrane
érythrocytaire chez des femmes est associée a une augmentation de Ia liaison de I’insuline
(Berlin et al., 1989). Dans le muscle squelettique d’hommes justifiables d’un pontage
coronarien, une corrélation négative a été trouvée entre I’insulino-résistance et le pourcentage
d’acide gras polyinsaturés, d’acide arachidonique, et le rapport C20:4n-6/C20:3n-6 (Borkman
et al, 1993). Dans une autre étude sur le méme tissu, les contenus en acide palmitique C16:0 et
linoléique C18:2n-6 étaient respectivement négativement et positivement corrélés a la

sensibilité périphérique a I’insuline chez des hommes sains agés de 70 ans (Vessby et al.,
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1994). Une étude plus détaillée de la composition en acides gras de deux classes de
phospholipides, la PE et la PC a montré que ce sont les acides gras de la PC qui peuvent jouer
un role important dans la relation entre les acides gras et la sensibilité a I’insuline (Clore et al.,
1998). En effet, les mémes auteurs ont montré que 1’induction d’une insulino-résistance apres
une traitement d’un mois avec de ’acide nicotinique est associée a une augmentation des AG
saturés et une diminution des AG polyinsaturés dans le muscle (Clore et al., 2000). Enfin,
chez les jeunes enfants, un pourcentage plus faible d’acides gras a trés longues chaines en
particulier I’acide docosahexaénoique C22:6n-3 est associé a des glycémies a jeun plus
élevées suggérant que la saturation des phospholipides du muscle peut influencer le
développement ultérieur de pathologies associées a 1’insulino-résistance (Baur et al., 1998).
Ces résultats ont été¢ confirmés récemment dans des modéles animaux impliquant une
restriction protéique durant la grossesse et la lactation et un régime riche en acide gras saturés
au début de la croissance. La composition en acides gras du muscle squelettique présentait une
réduction en AG docosahexaénoique 22:6n-3 (Loizou et al., 2001), similaire & celle des
indiens PIMA, une population dont I’insulino-résistance a I’age adulte est élevée lorsque le

poids a la naissance est faible (Dabelea et Pettitt, 2001).

D.2.2 - Réle des lipides.

Chez les patients obéses, la liaison a 1’insuline du monocyte sanguin est réduite. Aprés un
régime hypocalorique, la liaison de I’insuline est restaurée et est associée a une diminution du
rapport cholestérol/phospholipides. L.’amélioration de la liaison de I’insuline était due a une
augmentation du nombre de récepteurs et de leur affinité (Neufeld et al., 1986 ). Toutefois,

des résultats contradictoires ont été observés quand régime et exercice sont associés.

Par ailleurs, des travaux dans notre laboratoire ont montré que des changements de
composition des phospholipides membranaires €taient associés a une baisse de ’action de
I’insuline. Dans un groupe de femmes obéses non diabétiques, des marqueurs de I’insulino-
résistance, I’insulinémie a jeun, le HOMA (Homeostasis model assessment), et les variations
de concentrations d’insuline aprés une surcharge glucidique (AUC), sont associés a une
diminution de la fluidit¢ membranaire de la membrane d’érythrocyte et a une augmentation du

contenu en SM (Candiloros et al., 1996).
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Un résultat similaire a été trouvé dans le cas de cellules insulino-sensibles, les adipocytes. Une
corrélation positive entre le contenu en SM de la membrane adipocytaire et I’insulinémie a
jeun et le HOMA a été montrée dans un groupe de femmes obéses présentant des degrés
variables d’insulino-résistance. Des changements affectaient d’autres classes de
phospholipides : la PC et la PE. Cependant, une analyse de régression multiple a montré que
seule la SM expliquait 45,6 et 43,8% de la variation de I’insulinémie a jeun et du HOMA
(Zeghari et al., 2000 (a)).

Le contenu en SM de la membrane adipocytaire et les marqueurs de 1’insulino-résistance
(Pinsulinémie a jeun et le HOMA) sont également négativement corrélés avec ’expression du
PPARy chez des femmes obeses présentant des degrés d’insulino-résistance variable. Ainsi,
les femmes obéses présentant I'insulino-sensibilité la plus faible sont caractérisées par
l'expression la plus faible des PPARy dans le tissu adipeux sous-cutané (Zeghari et al., 2000
(b)).

L’existence de relations entre la SM et I’expression du PPARy peuvent étre d’importance car
le PPARY joue un role majeur dans la différenciation adipocytaire et a un role important dans
la sensibilité des tissus cibles a I'insuline. Toutefois, ce ne sont que des corrélations et un effet
direct de la SM sur I’expression du PPARYy a été recherché in vitro.

L’addition de SM au milieu de cultures d’adipocytes entraine une diminution de I’expression
du PPARy (ARNm et protéines). Par ailleurs, plus la chaine d’acide gras de la SM est longue,
plus la diminution de I’expression du PPAR est importante, suggérant que la nature de I’acide
gras et le caractére asymétrique du sphingolipide ont un rdle dans la régulation du PPARYy (Al-

Makdissy et al., 2001).

Ces données in vitro suggérent qu’un excés de SM membranaire pourrait étre a I’origine d’une

insulino-résistance.

D.2.3 - Relations sphingomyéline (SM) et insulino-résistance

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer I’effet de la SM.
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*une premiére hypothése mettant en cause un role direct de la SM ou de ses
métabolites dans la transduction du signal.

La SM, par son effet rigidifiant, peut altérer ’action de I’insuline au niveau
membranaire (Sandra et al., 1984). De plus, il existe un cycle de la SM dans lequel ses
métabolites (le céramide et la sphingosine) ont un rdle important dans la transmission des
signaux membranaires. Une surexpression du TNF-a est impliquée dans I’insulino-résistance.
Or, cette cytokine affecte I’action de I’insuline en activant une sphingomyélinase qui va
provoquer ’hydrolyse de la SM membranaire et la production de céramides. Un analogue du
céramide, le C2-céramide régule négativement la translocation des GLUT1 et GLU4 vers la
membrane plasmique (Brindley et al., 1999), diminue le transport du glucose stimulé par
’insuline et la synthése du glycogéne dans une lignée de cellules musculaires (Hadjuch et al.,
2001). L’action du céramide serait liée & une incapacité de la protéine kinase B a s’amarrer a
la membrane plasmique. En effet, I’expression de la cible membranaire de PKB induit un
augmentation du transport du glucose et le céramide n’a plu aucun effet sur P’action de
I’insuline (Hajduch et al., 2001). La composition de la SM et de ses métabolites jouent
probablement un réle trés important dans les propriétés métaboliques du muscle. En effet, il a
été¢ montré récemment chez le rat que I’exercice, connu pour améliorer la réponse a I’insuline,
entrainait une diminution des acides gras liés & la SM et au céramide et en particulier des

acides gras saturés et une diminution de I’activité de la sphingomyélinase (Dobrzyn et Gorski,

2002).

*une deuxiéme hypothése prenant en compte les interactions sphingomyéline-cholestérol
dans les membranes biologiques et une modulation de I’expression de génes impliqués

dans le métabolisme lipidique et glucidique

Il existe une forte affinité entre la SM et le CL au sein des membranes cellulaires (Slotte,
1999). Une augmentation de la teneur en SM membranaire est suivie d’une augmentation du
cholestérol membranaire (Gatt et Bierman, 1980; Al-Makdissy et al., 2001). De plus, dans
I’étude ex vivo sur la membrane adipocytaire (Zeghari et al., 2000 (b)), I’expression du PPARy
était corrélée négativement avec le contenu membranaire en SM mais également avec le
contenu membranaire en cholestérol. Par conséquent, ’effet de la SM sur I’expression du
PPARy pourrait &tre indirect et lié en fait & 1’augmentation conjointe de CL. En effet, les
niveaux de cholestérol cellulaires régulent ’activation des facteurs de transcription SREBPs

(Wang et al., 1994). Lorsque le CL s’accumule dans les cellules, la forme active des SREBPs
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est inhibée. Or, D’expression de la forme active des SREBPs augmente [’activité
transcriptionnelle des PPARy. Les quantités augmentées de CL membranaires refleétent

vraisemblablement un excés de CL intracellulaire qui inhiberait I’activation de SREBPs et par

conséquent I’expression du PPARY.

*enfin, une troisiéme hypothése reliant les cavéoles a I’insulino-résistance.

Les cavéoles, microdomaines membranaires enrichis en cholestérol et sphingomyélines sont
vraisemblablement impliquées dans I’insulino-résistance.

La translocation des transporteurs de glucose GLUT4 suite a une stimulation par I’insuline,
requiere au mois 2 signaux médiés par le récepteur de I’insuline : I’un menant a ’activation de
la PI3K et I’autre & I’activation de la protéine TC 10 qui se lie & la protéine GTP. Il a été
montré que la translocation des GLUT4 aprés stimulation par I’insuline exige une séparation
spatiale et une compartimentalisation distincte des voies de la PI3K et de la TC10, la protéine
TCI10 étant localisée dans les cavéoles (Watson et al., 2001). Une proportion importante de
GLUT4 est située dans les cavéoles des adipocytes stimulés par I’insuline. La désorganisation
des cavéoles par la filipine bloque I’internalisation des GLUT4 et la down-regulation de ces
récepteurs initiées par la supression de I’insuline. Ainsi, les cavéoles seraient un passage
obligatoire pour les GLUT4 avant ’internalisation de ces transporteurs (Ros-Baro et al.,
2001).

En ce qui concerne la cavéoline, I’insuline entraine une redistribution de la cavéoline des
fractions membranaires intracellulaires vers la surface cellulaire (Munoz et al., 1996).
L’insuline stimule également spécifiquement la phosphorylation de la cavéoline suggérant
Pimplication d’une activité tyrosine kinase en aval du récepteur de ’insuline (Mastick et al.,
1995). Cette kinase serait la protéine Fyn de la famille des kinases Src. Elle serait co-localisée
avec la cavéoline et activée apres la liaison avec Cbl, une protéine IRS qui se transloquerait

dans les cavéoles apres la stimulation par ’insuline (Mastick et Saltiel, 1997).

Enfin, des niveaux élevés de cavéolines ont été trouvés dans le muscle de modéles de rats
insulino-résistants (James et al., 2001). Par ailleurs les pools cavéolaires de céramide,

métabolite de la SM seraient des composants importants de I’insulino-résistance induite par le

TNF-a (Grigsby et Dobrowsky, 2001).
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IV- LIPOPROTEINES PLASMATIQUES ET
INSULINO-RESISTANCE

A- LES LIPOPROTEINES: STRUCTURE ET
FONCTION

Les lipoprotéines (LP) sont composées d’un cceur hydrophobe (esters de cholestérol,
triglycérides) et d’une surface hydrophile constituée de phospholipides, de cholestérol libre et
de protéines (figure 8). Les protéines présentes (nommées apoprotéines ou apolipoprotéines)

se caractérisent par une structure secondaire a base d'hélices a. amphiphiles.

CE: Cholestérol esters
TG: triglycérides

Apoprotéines

Phospholipides

Figure 8: Stucture générale des lipoprotéines.

A.1- APOLIPOPROTEINES (TABLEAU 5)

Outre le fait que les apolipoprotéines aident & "solubiliser" la fraction lipidique, certaines
Jouent un role dans la régulation de l'activité d'enzyme impliquées dans leur métabolisme,
d'autres se lient spécifiquement a certains récepteurs des membranes cellulaires (B au
récepteur LDL, Al au récepteur HDL, ...). Elles ont en charge le transport plasmatique des

lipides, insolubles en milieu aqueux.
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Tableau S: Caractéristiques des apolipoprotéines du plasma humain

apolipoprotéine | Masse Nombre Chromosome | Concentration
moléculaire |d’acides plasmatique
(Daltons) aminés mg/1

A-1 28000 243 11 1200

A-II 16500 2x77 1 400

A-1V 46000 393 11 160

B-100 550000 4536 2 900

B-48 255000 2152 2 0

C-1 6500 57 19 50

C-11 8800 79 19 50

C-111 8750 79 11 130

D 29000 169 3 70

E3 39000 299 19 50

o Masse moléculaire des apolipoprotéines.

Les apolipoprotéines sont des glycoprotéines de masse moléculaire trés variable : de

550000 daltons pour I'apoB-100 a 6500 pour I'apoC-I.

Les principales fonctions des apoprotéines:

o Les apoprotéines A (A-I et A-II), constituants majeurs des HDL (high density
lipoprotein). Les apolipoprotéines A-I n'existent & jeun qu'au niveau des HDL ou elles
représentent 65 % des apolipoprotéines, leur taux sérique est de 1,4 + 0,3 g/L. L'apoprotéine
A-I est synthétisée au niveau du foie et de l'intestin. Elle a un role majeur dans le transport de
retour du cholestérol. L'apoprotéine A-II, également synthétisée dans le foic et I'intestin, a

essentiellement un rdle structurel.

» L'apoprotéine B (ou apo B-100), synthétisée au niveau du foie. Leur concentration
dans le sérum est de 1 +0,3 g/L correspondant principalement (90 %) & celles des apoB des
LDL. Elle a d'une part un réle de structure pour les LDL (low density lipoprotein) et les
VLDL (very low density lipoprotein), mais également un rdle métabolique majeur puisqu'elle
permet l'interaction de ces LP avec les récepteurs B, E. Constituant protéique majeur (95 %)
des LDL, elle est présente a des taux importants (40 %) dans les VLDL. Les chylomicrons

comportent une forme différente d'origine intestinale, désignée sous le terme d'apo B-48.
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e Les apoprotéines C (C-I, C-II, C-III), principaux constituants des VLDL et des
chylomicrons. L'apoprotéine C-II est le cofacteur d'une enzyme intervenant dans le
métabolisme des LP riches en triglycérides, la lipoprotéine lipase. L'apoprotéine C-lII a au

contraire une action inhibitrice sur la lipoprotéine lipase activée.

o L'apoprotéine E, synthétisée au niveau du foie et des macrophages, a un role

métabolique, permettant la captation des remnants des chylomicrons par les récepteurs B, E

des hépatocytes

A.2- LIPOPROTEINES

Les LP se distinguent les unes des autres par leur composition, qui conditionne leur taille et
leur densité. Les LP peuvent étre séparées par électrophorése, par ultracentrifugation ou par
précipitation ; cette derniére technique permet en routine le dosage du cholestérol des LP.
Cinq classes de LP sont habituellement distinguées: les chylomicrons, les VLDL, les IDL (LP
de densité intermédiaire), les LDL, les HDL (Ginsberg, 1998; Havel et Kane, 1995).

La densité, la composition et les principales apolipoprotéines des LP sont données dans le

tableau 6.

Tableau 6: Propriétés des lipoprotéines du plasma humain.

Lipoprotéines | Densité % de % de Principaux |Principales

(nm) protéines lipides lipides apolipoprotéines
Chylomicrons |<0,99 2 98 TG B48, C-1I, C-111,

A-I, A-IV

VLDL 0,99-1,006 |10 90 TG B100, C-II, E
IDL 1,006-1,019 |20 80 TG B100, E
LDL 1,019-1,063 |25 75 CL B100, Lp(a)
HDL2 1,063-1,125 |50 50 PL A-1, A-II
HDL3 1,125-1,21 |50 50 PL A-1, A-I1
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La composition des LP en triglycérides (TG), en cholestérol total (CT) et en phospholipides

(phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylinositol (PI), phosphatidylcholine (PC) et

sphingomyéline (SM)) est donnée dans le tableau 7.

Tableau 7: Composition en triglycérides (TG), en cholestérol total (CT) et en

phospholipides des LP (Bagdad et al., 1990).

Lipoprotéines | TG (mg/dl) | CT (mg/dl) PE Pl PC SM
(nmol/ml) | (umol/ml) | (umol/ml) (nmol/ml)
VLDL 44,0+ 26,3 |8,9+59 ND ND 0,159 + 0,09 {0,047 £ 0,02
LDL 31,2+£7,7 |112,94£29,0 ND ND 0,686 + 0,15 {0,279 £ 0,08
HDL.2 4,6+1,9 11,1 £3,6 0,062 + 0,04 ND 0,092 + 0,10 [0,035+0,03
HDL3 17,2+3,2  |37,7+6,7 0,058 + 0,04 ND 0,509 £ 0,11 0,077 £ 0,00

ND: Non détecté
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B- RAPPELS SUR LE METABOLISME DES
LIPOPROTEINES PLASMATIQUES (FIGURE 9)
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Figure 9: Métabolisme des lipoprotéines plasmatiques
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B.1- ABSORPTION INTESTINALE

e Les lipides sont hydrolysés dans le duodénum par les enzymes pancréatiques : lipase,
phospholipase, cholestérol estérase. L'hydrolyse des lipides nécessite une émulsification en
gouttelettes grice aux sels biliaires qui sont indispensables a l'action de la lipase pancréatique
ainsi qu'un cofacteur protéique, la colipase.

o Les produits de la digestion des lipides sont des monoglycérides, des acides gras, du
cholestérol et des lysophospholipides. Associés aux sels biliaires sous forme de micelles, ils
sont absorbés par la bordure « en brosse » des entérocytes.

o Dans les entérocytes, les lipides sont synthétis€s a nouveau a partir du
glycérophosphate pour les phospholipides (voie de KENNEDY) et des monoglycérides pour
les triglycérides (voie de CLARK et HUBSCHER). Une partie du cholestérol est estérifié
dans les entérocytes (cholestérol esters), et ’autre partie est réexcrété vers la lumicre
intestinale sous forme de cholestérol libre.

o Les chylomicrons sont synthétisés par les entérocytes avec une partie centrale riche en
triglycérides avec trés peu d'esters de cholestérol et une couche superficielle contenant des
apolipoprotéines (apoB-48, apoA-I et apoA-1V), des phospholipides et du cholestérol libre.

e Les chylomicrons sont drainés par les chyliféres lymphatiques qui déversent la lymphe
dans le sang veineux. Au cours de ce transport la couche superficielle des chylomicrons

s'enrichit en apolipoprotéines d'origine hépatique (apoA-I, apoC-II, apoE).

B.2- METABOLISME DES CHYLOMICRONS
(FIGURE 10)

e Les apoC-II incluses dans la couche périphérique des chylomicrons permettent leur
reconnaissance et leur dégradation plasmatique trés rapide par les lipoprotéine lipases (LPL).
Ces enzymes sont synthétisées par les tissus adipeux et musculaire et aprés leur sécrétion
restent fixées aux cellules endothéliales, flottant librement dans la lumiére des capillaires

irriguant ces tissus. Les acides gras libérés lors de 'hydrolyse des triglycérides pénétrent dans
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les tissus sous-jacents : les cellules musculaires les utilisent comme substrats énergétiques et

les cellules adipeuses les réestérifient sous forme de triglycérides de réserve.

HIDL

\{alssamase::
: 3

Chytlemicrans
circulamts

A oyl
cu
myaiyia

ENTEROCYTE HEPATOCTTE

Figure 10: Métabolisme des chylomicrons.

e L'hydrolyse des triglycérides des chylomicrons, crée une déplétion du volume central
induisant des déformations. Des replis de la couche périphérique se forment par accolement
de zones adjacentes et se détachent dans la circulation sous la forme de disques formés de
phospholipides, cholestérol et apolipoprotéines de petite masse (apoC, apoA principalement)
constituants des HDL naissantes discoidales ou pré-3-HDL.

o Les édifices résiduels enrichis en apoB48 et E sont reformés autour des esters de
cholestérol et des molécules restantes de triglycérides. Ces « remnants » de chylomicrons de
diamétre trés réduit (400 a 600 A) sont encore appelés B-VLDL intestinales (de densité
VLDL, mais de mobilité électrophorétique B) et sont dégradés par le foie qui les captent grice

a des récepteurs reconnaissant les apoE.
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B.3- TRANSFORMATION DES VLDL EN LDL
(FIGURE 11)

o La synthese des VLDL est réalisée de fagon continue par les cellules hépatiques
permettant le sécrétion permanente des triglycérides de synthése endogéne. Cette synthése

augmente considérablement apres les repas.

; Récepréiiis B /H
FOIE ! R tissulaires
y périphdriques

Récaptaurs
BB

Figure 11: Transformation des VLDL en LDL.

e La dégradation plasmatique des VLDL est identique a celle des chylomicrons,
dépendante de la lipoprotéine lipase (Sadurska et Skalska-Hilgier, 2001). Celles-ci sont
activées par les apoC-II présentes a la surface des VLDL et I'hydrolyse des triglycérides
assure un apport régulier d'acides gras aux tissus adipeux et musculaire. Au cours de cette
hydrolyse, une partie des VLDL (comprenant des phospholipides et I’apo C et E) est
transférée aux HDL.

o Comme dans la dégradation des chylomicrons ['hydrolyse des triglycérides induit des
replis de l'enveloppe périphérique qui sont libérés dans la circulation, constituant un départ
des apolipoprotéines C.

e Des édifices plus petits, enrichis en apoB-100 et E, se restructurent autour des esters

de cholestérol et des molécules restantes de triglycérides. Les « remnants » de VLDL ainsi
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formés sont des édifices plus petits que les VLDL, appelés IDL ou 3-VLDL hépatiques. Deux

voies métaboliques peuvent transformer les IDL: la voie des récepteurs, la lipase hépatique.

Une grande quantité des IDL formées est internalisée et dégradée dans le foie via les
récepteurs B/E (récepteur LDL) (Betteridge, 1996), assurant la reconnaissance des apoE sous
leur isomorphe normal E3/E3. Ces récepteurs sont distincts des récepteurs précédemment
décrits pour le catabolisme des « remnants » de chylomicrons, car ils reconnaissent les apoE
et les apoB-100 (Brown et Goldstein, 1990; Brown et Goldstein, 1981; Van der Westhuyzen
et al, 1991).

o Une quantité plus faible de particules IDL est dégradée dans la circulation par la lipase
hépatique (LH ou triglycéride lipase hépatique) dont la structure est homologue de celle des
LPL mais qui est exclusivement synthétisée par les cellules hépatiques. La LH permet la
transformation des IDL en LDL (Brown et al, 1990), qui doivent donc &tre considérées
comme des produits terminaux du catabolisme des VLDL et des IDL.

» La reconnaissance des LDL par leurs apoB-100 se fait au niveau des récepteurs
précédemment décrits pour les IDL (récepteur LDL), mais pour les LDL cette captation bien

que principalement hépatique, a licu aussi dans toutes les cellules de l'organisme.

Il existe sept sous-fractions de LDL selon leurs dimensions, LDL, représentant la plus grande
et LDI,, la plus petite (Austin et al, 1994; Slyper, 1994). Les LDL restent relativement
longtemps dans la circulation (demi-vie (t/2) = 1,5 jour), et sont éventuellement dégradées par
liaison avec les récepteurs LDL du foie et de certains tissus extra-hépatiques. Les LDL en
circulation représentent environ 70 % du total. Lorsque le foie ou les tissus extra-hépatiques
requierent du cholestérol (pour la synthése de nouvelles membranes, d'hormones stéroides ou
d'acides biliaires), ils synthétisent des récepteurs LDL pour I'obtenir, et ils en diminuent la

synthese lorsqu'il y a un surplus en cholestérol (Brown et Goldstein, 1981).

B.4- METABOLISME DES HDL (I) (FIGURE 12)

o Les HDL naissantes ont une structure discoidale composée d'une couche unique
repliée sur elle-méme, de molécules de phospholipides, de cholestérol et d'apolipoprotéines.

L'origine des HDL est tissulaire ou plasmatique :
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o}

o]

le foie sécréte des HDL discoidales essentiellement composées d'apoE,

dans la circulation, les replis formés a partir des éléments de surface des
chylomicrons et des VLDL, lors de I'hydrolyse des triglycérides, représentent
une source importante d'HDL discoidales contenant principalement des apoA-I

et apoC.

*Remmanis®
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Figure 12: Métabolisme des HDL (I).
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Les HDL discoidales riches en phospholipides peuvent s'enrichir en molécules
de cholestérol qu'elles soustraient aux cellules périphériques. Une enzyme
plasmatique la Lécithine Cholestérol Acyl-Transférase (LCAT) estérifie ces
molécules excédentaires de cholestérol qui cessent d'appartenir a l'enveloppe
périphérique des HDL et migrent au centre des édifices, transformant les HDL
discoidales en HDL3 sphériques. Les HDL3 représentent la fraction la plus
dense et quantitativement la plus importante des HDL, de concentration a peu
prés identique dans les deux sexes. Les HDL3 a leur tour sont capables de
capter des molécules de cholestérol membranaire et aprés nouvelle action de la
LCAT se transforment en édifices de plus en plus riches en esters de

cholestérol. Les HDL2 ainsi obtenues ont une densité¢ plus légere et un
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diamétre plus grand que les HDL3. Cette fraction est habituellement beaucoup

plus importante chez I'enfant et la femme que chez 'homme.

« La captation du cholestérol membranaire par les HDL réalise ce que l'on appelle le
transport « reverse » du cholestérol car les HDL2 ainsi formées sont en grande partie
reconnues et dégradées dans les cellules hépatiques par l'intermédiaire de récepteurs qui
reconnaissent les apoA-I présentes dans la structure des HDL. Le cholestérol ainsi retourné au
foie est éliminé dans la bile ou dégradé en acides biliaires. Dans ce transport « reverse » de
cholestérol, seules certaines HDL ne contenant pas d'apoA-II mais constituées d'apoA-I,

appelées lipoparticules LpA-I, sont capables d'induire ce mouvement du cholestérol hors des

cellules.

B-5 METABOLISME DES HDL (II) (FIGURE 13)
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Figure 13: Métabolisme des HDL (II).

e Une fraction d'HDL2 peut se retransformer en HDL3 sous l'effet cumulé de deux

étapes métaboliques.

1) La premiére de ces étapes est réalisée par un groupe de protéines appelées Cholesterol

Ester Transfer Proteins (CETP) qui effectue un échange des molécules d'esters de cholestérol
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des HDL2, par des molécules de triglycérides venant de lipoprotéines riches en triglycérides,
essentiellement des VLDL. Cette action a pour effet d'enrichir les HDL2 en triglycérides et

les VLLDL, en esters de cholestérol.

2) Dans une deuxiéme étape la lipase hépatique hydrolyse ces molécules de triglycérides

et retransforme les HDL2 en HDL3, édifices de densité plus lourde et de diamétre plus petit.

I1 faut noter que si ces transformations apparaissent cycliques, on manque encore de données
sur I'importance de ce cycle, et s'il se situe de fagon permanente ou accessoire en fonction des

autres événements métaboliques des lipoprotéines, notamment ceux induits par les repas.

Il existe donc deux courants de cholestérol dans l'organisme: un courant d'influx cellulaire
représenté par les chylomicrons, les VLDL, les IDL et les LDL, et un courant d'efflux ou de
retour représenté par les HDL (figure 14). L'apoprotéine B, trés abondante dans les LDL, est
un marqueur du courant d'influx; I'apoprotéine Al, liée préférenticllement aux HDL, est un
marqueur du courant de retour du cholestérol. On comprend que tout déséquilibre entre ces
deux courants, au détriment du deuxiéme, s'accompagne d'une accumulation périphérique de

cholestérol avec son corollaire artériel : 1'athérosclérose.

CHOLESTEROL oL
HIML WP _

[_F_igure 14 : | Influx et efflux du cholestérol
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C- ROLE DE L’INSULINE SUR LE METABOLISME
DES LIPOPROTEINES

C.1.- INSULINE ET LIPOPROTEINES

L’insuline apparait réduire la production des VLDL (diminution de la sécrétion d’apo B des
VLDL dans les hépatocytes de rat (Jackson et al., 1990) et chez ’homme (Malmstrom et al.,
1998), en diminuant le taux d’acides gras libres dans la circulation (substrats nécessaires a la
formation des VLDL) et par un effet inhibiteur direct dans 1’hépatocyte (Malmstrom et al.,
1998).

Elle augmente I’activité de la lipoprotéine lipase (Fried et al., 1993), enzyme responsable du

catabolisme des lipoprotéines riches en TG, chylomicrons, chylomicrons-remnants, VLDL et

IDL.

L’insuline favorise également le catabolisme des LDL par augmentation de ’activité des LDL

récepteur (Mazzone et al., 1984), et par augmentation du nombre de récepteurs aux LDL in

vitro (Streicher et al., 1996).

Enfin, ’insuline intervient dans le métabolisme des HDL en activant la LCAT, enzyme
responsable de I’estérification du cholestérol au sein des particules HDL. Par ailleurs,
Pinsuline parait moduler P’activité de la lipase hépatique, enzyme en cause dans le

catabolisme des HDL mais son rdle est encore discuté.

C.2- INSULINE ET PROTEINES DE TRANSFERT DES
LIPIDES (PLTP)

L’insuline aurait un effet inhibiteur sur la PLTP et sur la CETP in vitro sur une lignée
d’hépatocyte HepG2 (Kaser et al., 2001). Il a également été rapporté un effet activateur de
I’insuline sur LCAT dans le métabolisme des HDL et un effet inhibiteur sur I’activité de la
PLTP (Verges, 2001). Cependant, une augmentation de I’activité de la PLTP est observée

chez les patients insulino-résistants (Riemens et al., 1998).
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D- Conséquences de ’insulino-résistance sur le métabolisme
des lipides: anomalies quantitatives et qualitatives de composition

et de distribution des lipoprotéines plasmatiques.

D.1- LES ANOMALIES DU METABOLISME

Des anomalies du métabolisme des lipoprotéines ont été¢ décrites dans 1’insulino-résistance
associée a 1’obésité (Howard, 1999 ; Ginsberg et Huang, 2000). Ces anomalies se
caractérisent par une hypertriglycéridémie, un cholestérol HDL bas, et une augmentation des
petites et denses particules de LDL (Lamarche et al., 1999).

L’insulino-résistance périphérique est responsable d’une augmentation de la libération des
acides gras par le tissus adipeux qui aboutit a une augmentation des VLDL par le foie. Les
acides gras sont estérifiés en triglycérides. La présence de lipides facilite la production d’Apo
B et donc la synthése des VLDL. De plus, une augmentation de 1’activité de la lipase
hépatique, tout comme 1’augmentation de 1’activité de la lipoprotéine lipase plasmatique, a été
associée a I’insulino-résistance (Despres et al., 1989). Les LDL et les HDL, anormalement
riches en triglycérides seront des substrats pour la lipase hépatique, menant ainsi a la
formation de particules LDL et HDL petites et denses.

La composition des particules riches en triglycérides est modifiée dans I’insulino-résistance,
les VLDL étant augmentées en volume et plus riches en triglycérides (augmentation du
rapport triglycérides/apoB).

Cette modification est concordante avec la diminution de la conversion des VLDL en LDL
(ce qui expliquerait le taux normal de LDL) et de leur élimination directe. En effet,
normalement ces « grosses » VLDL riches en triglycérides devraient étre plus rapidement
dégradées par la lipase, ce qui n'est donc pas le cas dans le syndrome métabolique. Cela peut
étre dii soit a des variations de composition des VLDL ou de la lipoprotéine lipase. De plus
ces VLDL riches en triglycérides (dont I'hydrolyse est diminuée) vont stimuler l'activité de la
CETP permettant I'échange des triglycérides avec des esters de cholestérol aboutissant a des
VLDL dont le contenu en esters de cholestérol est augmenté donc plus athérogenes (Erkelens,
1998). La résultante de ces échanges est trés délétere en termes de lipoprotéines, car I'échange
du cholestérol et des triglycérides entre les VLDL et les HDL entraine 'enrichissement des

HDL en triglycérides et la diminution de leur efficacité pour le transport reverse du
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cholestérol. De plus, la LCAT est incapable d’estérifier le cholestérol des HDL enrichis en
TG (Skeggs et Morton, 2002). D'autre part I'échange du cholestérol entre les VLDL et les
LDL et l'enrichissement des LDL en triglycérides (toujours par l'intermédiaire de 1'action de la
CETP) est responsable de la création de LDL petites et denses. L’enrichissement en TG des

LDL est suffisant pour altérer I’incorporation et I’efflux du cholestérol (Skeggs et Morton,

2002).

La diminution du cholestérol HDL pourrait résulter aussi de plusieurs mécanismes
physiopathologiques associés. Tout d'abord, le ralentissement du catabolisme des VLDL
entraine une diminution des particules HDL.. Les HDL riches en triglycérides et pauvres en
cholestérol sont ensuite hydrolysées au niveau hépatique par la lipase hépatique et leur
apoprotéine A-I est éliminée par le rein. L'augmentation des activités CETP, sécrétée en partie
par les adipocytes, et lipase hépatique au cours du diabete de type 2 pourrait rendre compte de
la diminution du cholestérol HDL. Les androgénes stimulant l'activité de la lipase hépatique,
ce dernier mécanisme serait particuliérement actif chez les hommes. L'action des lipases et
I'augmentation de production des VLDL explique que la diminution des HDL dans le
syndrome métabolique porte plus particuli¢rement sur la fraction HDL2, fraction la plus riche
en cholestérol. L'ensemble des anomalies, augmentation des VLDL, HDL basses et
augmentation des LDL denses est réversible sous fibrates (Bruckert et al., 1993). D'autres

anomalies lipidiques ont été décrites mais leur importance dans le risque vasculaire reste a

évaluer (Ginsberg et Huang, 2000).

Au total l'ensemble de ces modifications quantitatives mais aussi qualitatives est responsable
d'un profil lipoprotéinique hautement athérogéne avec des VLDL enrichies en ester de
cholestérol, des LDL petites et denses qui sont préférentiellement internalisées par la voie
scavenger des macrophages conduisant a une accumulation d'esters de cholestérol et de
triglycérides et donc a la formation de cellules spumeuses. Celles-ci se forment d'autant plus

facilement que les HDL chargées du transport reverse du cholestérol sont diminuées.
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D.2- LES ANOMALIES DE COMPOSITION DES
LIPOPROTEINES

D.2.1- Les phospholipides et les lipoprotéines

Quelques travaux mettent en évidence des anomalies au niveau des phospholipides des
lipoprotéines. Une diminution de PE, PI+PS, et SM a été retrouvée dans les VLDL + LDL
ainsi que dans les sous fractions HDL.2 et HDL3 chez des patients hypertendus qui présentent
fréquemment une baisse de la sensibilité a I’insuline (Bagdade et al., 1995). Une baisse
significative des phospholipides totaux dans les HDL a également été rapportée chez des
patients obéses non diabétiques mais insulino-résistants (Tilly-Kiesi et al., 1996). Cependant,
chez des patients diabétiques de type 11, il y a une augmentation de la SM et de la PC dans les
HDL2 (Bagdade et al., 1990).

Les phospholipides des HDL (HDL PL) pourraient jouer un role particulierement important
dans I’efflux du cholestérol qui est en relation avec les sous classes de phospholipides dans
les HDL, particuli¢rement la PC, SM et le rapport SM/PE (Fournier et al., 1997). Enfin, le
taux de HDL PL semble lié¢ au taux de triglycérides plasmatiques (Kahri et al., 1995),

I’hypertriglycéridémie étant fréquemment associée a I’insulinorésistance dans le syndrome X.

D.2.2- Sphingomyéline et lipoprotéines

La SM est trouvée dans toutes les lipoprotéines (23% des phospholipides des VLDL, 25% des
LDL et 13% des HDL) (Merrill et Jones, 1990). Les hépatocytes produisent des
sphingolipides et les incorporent dans leurs membranes ainsi que dans les VLDL. La SM
contenue dans les lipoprotéines affecte leur métabolisme. /n vitro, la SM inhibe I’activité de la
lipoprotéine-lipase. Elle diminue aussi 1’affinité pour le récepteur a 1’apolipoprotéine E. Ces

deux effets entrainent un ralentissement de 1’épuration des lipoprotéines (Saito et al., 2000).

En I’absence d’apolipoprotéine A-I, le traitement des fibroblastes par de la sphingomyélinase
entraine un flux de cholestérol a I’intérieur de la cellule et inhibe la synthése de cholestérol
endogéne. En présence d’apoA-l, le traitement par la sphingomyélinase augmente
préférentiellement I’incorporation de cholestérol dans les HDL (Ito et al., 2000), et donc le
transport reverse. Cet effet est diminué par un excés membranaire de SM. Les régimes qui

modifient les concentrations de cholestérol modifient aussi la SM. La pectine diminue la
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cholestérolémie mais aussi la concentration de SM dans les VLDL chez le rat mais augmente
la concentration de SM dans les HDL2 (Bladergroen et al., 1999). Une alimentation riche en

cholestérol produit les effets exactement inverses.

E- INTERACTIONS LIPOPROTEINES-CELLULES : LE
RECEPTEUR SR-BI ET LA PROTEINE ABCA-1

Les échanges de cholestérol et de phospholipides entre les lipoprotéines et les cellules
peuvent s’effectuer par le biais d’un mécanisme d’endocytose, a la suite d’interactions avec
des récepteurs en particulier le LDL récepteur. Toutefois, il existe d’autres processus
indépendants de I’endocytose qui permettent I’influx du cholestérol et des phospholipides des
lipoprotéines dans les cellules.

Par ailleurs, le transport reverse du cholestérol est l'un des principaux mécanismes de
protection contre l'athérosclérose. Ce transport est associé a l'apoA-I et aux HDL qui
récupérent l'excés de cholestérol des tissus périphériques et le transportent vers le foie ou il

est dégradé sous forme d'acides biliaires (Glomset, 1968) (Figure 15).

Nascent ABCA1

HDL Macrophage

Figure 15: HDL et efflux de cholestérol.

Des efflux de phospholipides des cellules vers des accepteurs plasmatiques interviennent

également.
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Ces phénoménes d’influx et d’efflux de cholestérol et de phospholipides sont liés
essentiellement a deux protéines: le « scavenger » récepteur Bl (SR-BI) et I’« ATP-binding
cassette » tranporteur (ABCA-1). Essentiellement décrits dans les macrophages, ils sont

également exprimés dans les lignées cellulaires d’adipocytes (Le Lay et al., 2001).

» Le « scavenger » récepteur BI (SR-BI).

Le SR-BI identifié chez la souris et le hamster, et ’homologue humain CLA-I, sont des
« scavenger » récepteurs qui lient les lipoprotéines natives et modifiées (Calvo et al., 1998).
Le SR-BI est considéré comme un HDL récepteur permettant la captation sélective du

cholestérol estérifié et I’efflux du cholestérol (Ji et al., 1997).

Le SR-BI permet également I’incorporation de phospholipides (SM, PC et PE) a partir des
LDL et des HDL. Les LDL faciliteraient le transfert de SM par rapport aux autres
phospholipides, ces différences n’existant pas au niveau des HDL (Urban et al., 2000).

Le récepteur SR-BI a été identifié dans les cavéoles, microdomaines enrichis en stérol et
sphingolipides ou il se co-localise avec la cavéoline-1 (Babitt et al., 1997). La cavéoline-1
serait un régulateur négatif de la captation sélective du cholestérol estérifié par SR-BI

(Matveev et al., 2001).

L’expression de SR-BI (et ’homologue humain CLA-I est augmentée par les agonistes du

PPAR« et y (Chinetti et al., 2000).

» L’ « ATP-binding cassette » tranporteur (ABCA-1).

La protéine ABCA-1 (ATP-Binding Cassette type A-1 ) (Langmann et al, 1999; Young et
Fielding, 1999; Hayden et al., 2000 ; Wang et al., 2001) est une protéine transmembranaire
impliquée dans l'efflux de cholestérol et de phospholipides des macrophages vers leur

accepteur, l'apoA-I, en générant des HDL naissantes.

Des mutations dans le géne codant pour la protéine ABCA-1 sont a l’origine d’un

dysfonctionnements du métabolisme des HDL, tels que:
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- I'hypoalphalipoprotéinémie familiale (Hayden et al., 2000). C'est un désordre
dominant se caractérisant par des taux de HDL bas (< 30 mg/dl) et des maladies

cardio-vasculaires.

- la maladie de Tangier (Attie et al., 2001; Oram, 2002; Hayden et al., 2000): Cette
derniére se caractérise par un désordre récessif rare dans lequel les patients ont un
trés faible taux plasmatiques des HDL. Ils présentent une accumulation d'ester de
cholestérol dans les macrophages résidant dans différents tissus (comme le foie et

la rate).

A l’inverse de SR-BI, la protéine ABCA-1 ne semble pas associée aux cavéoles (Mendez et
al., 2001). Le géne ABCA-1 est régulé par les PPAR (Schmitz et Drobnik, 2002). En effet, les
activateurs des PPAR« et y induisent I'expression du géne de ABCA-1 (Hsueh et Law, 2001,
Chinetti et al., 2000). Un agoniste du PPARS augmente 1’expression de ABCA-1 (Oliver et
al., 2001). Cependant, la régulation d’ABCA-1 par les PPARy semble indirecte. PPARYy induit
I’expression d’ABCAL par I’intermédiaire d’une cascade transcriptionnelle liée au récepteur

nucléaire LXRa (Chawla et al., 2001), (figure 16).

Figure 16: Régulation de Pefflux du cholestérol dans le macrophage.
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L'ensemble de ces résultats met en évidence le rdle important des PPAR et du récepteur
LXRa dans les premiéres étapes du transport reverse du cholestérol, par la régulation de
l'expression et des fonctions d'ABCA-1 dans les macrophages humains, ce qui pourrait ainsi

partiellement expliquer les effets anti-athérogéniques des fibrates et des glitazones.
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I. SUJETS

A-SUJETS ETUDIES

Les adultes obéses ont été sélectionnés dans le service de Diabétologie, Maladies
Métaboliques et Nutrition de l'h(“)pital Jeanne D'Arc de Toul (service du Professeur P. Drouin),
les enfants obéses dans le service de Médecine Infantile III du professeur M. Vidailhet au

CHU de Nancy, les témoins adultes par le centre d’Investigation Clinique INSERM-CHU de

Nancy.

Tous les patients obeses ont ¢té sélectionnés pour leur surcharge pondérale [Indice de masse

corporelle (IMC) > 25 kg/m?2].

1) Une premiére étude transversale de type cas témoins a inclus:
® 53 obéses femmes et 8 obéses hommes,
e 25 obéses enfants comprenant 19 obéses filles et 6 obeéses gargons,
¢ 32 témoins dont 21 femmes et 11 hommes.

Cette étude fait partie du programme GénOLor 1 (Genes, Environnement, Obésité en

Lorraine).

2) 24 femmes obéses et 21 femmes témoins ont été incluses dans une étude
longitudinale comportant pour le groupe d’obeses une intervention nutritionelle (GénOLor 2).
Le groupe d’obeses a €té étudi¢ avant et apres trois mois de régime hypocalorique
Chaque patients obeses s’est vu réduire son apport alimentaire de 600 Kcal (soit de 20 a4 30 %)
sans restriction concernant le choix alimentaire. Les glucides, lipides et protides représentent

respectivement, 50, 30 et 20 % de 1’apport énergétique.

3) 17 femmes obeses ont été étudiées avant et aprés un traitement médicamenteux
(Orlistat) pendant 3 mois a raison de 120 mg 3 fois par jour. Ce traitement a été associé 4 un
régime hypocalorique modéré (déficit de 500 kcal/j) comportant 30% des calories sous forme

de lipides (10% d’acides gras saturés, 10% de monoinsaturés, 10% de polyinsaturés), 50% de
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glucides, 20% de protéines. Les apports en cholestérol étaient limités a 300 mg/jour et la

consommation d’alcool & 150 g/semaine..

4) 8 femmes obéses ont été incluses dans une étude comportant, outre les paramétres

étudiées dans le cadre de cette thése, une analyse de la lipémie postprandiale et une étude du

tissu adipeux.

B- Critéres d’inclusion

¢ Suyjets en surpoids ou obéses:

-Hommes et Femmes non ménaupausées (a la phase follicullaire du
cycle menstruel).

-Age des sujets: 18 & 55 ans.

-IMC compris entre 25 et 40 kg/m?2-

-Poids stable depuis trois mois.

-Patients motivés, acceptant d’observer rigoureusement les prescriptions
diététiques hypocaloriques pendant 52 semaines et acceptant de prendre 3 repas par jour.

-Sédentarité.

¢ Syjets témoins:
-Méme sexe et méme tranche d'dge que les sujets obeses.
-Absence d'antécédents familiaux de diabete.

-IMC entre 19 et 25 kg/m2-

+ Enfants et adolescents ob¢ses:
-Age: > 7ans et < 18 ans.

-Obésité: IMC supérieur au 97°™ centile de la distribution en fonction

de I’age dans la distribution frangaise (Rolland Cachera, 1981).
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C- Critéres d’exclusion

-Obésité morbide: IMC > 4 40 kg/m?2-
-Diabéte non insulino-dépendant.
-Grossesse.

-Toute pathologie associée ou intercurrente, susceptible de

modifier la sensibilité a l'insuline.

-Médicaments pouvant interférer avec le métabolisme glucido-
lipidique (glucocorticoides, sulfamides, diurétiques thiazidiques, bétabloquants, inhibiteurs de
l'enzyme de conversion, traitement oestroprogestatif) et la fluidit¢ membranaire
(barbituriques, anesthésiques).

-Dyslipidimie primitive ou secondaire: hypertriglycéridémie

(TG > a 3 g/L) et hypercholestérolémie (CL >a 2,5 g/L).

II METHODES

A- METHODES CLINIQUES

A.1- MESURES ANTHROPOMETRIQUES

-poids (kg),

-taille (m),

-calcul de l'indice de masse corporelle IMC (kg/m?2),

-circonférence au niveau de la taille (& mi-distance de I'épine
iliaque anthérosupérieure et la dernié¢re cdte) et des hanches,

-calcul du rapport taille/ hanches (RTH),

-diametre sagittal de 1'abdomen mesuré en position couchée.
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Ces mesures sont effectuées par le méme médecin du service des Maladies Métaboliques et de
Nutrition du CHU de Nancy et permettent de définir la sévérité de 1'obésité selon I'IMC et le

morphotype (androide: RTH > 0,85 ou génoide < 0,85).
A.2- MESURE DE LA COMPOSITION CORPORELLE

C’est une technique directe permettant d’évaluer la composition corporelle (masse grasse,

masse maigre, masse osseuse). L’appareil utilisée (DPX-L LUNAR-CONTRON, Strasbourg,
France) est absorptiométre biphotonique a rayon X (DEXA pour Dual Energy X-ray
Absorbtiometry).

Le sujet est allongé sur la table d’examen en décubitus dorsal, les bras séparés du tronc. Le
balayage corps entier est réalisé en 30 & 40 minutes environ, centimétre par centimétre. Le
logiciel calcule la masse osseuse, la masse grasse et la masse maigre de chaque unité de
surface étudiée (pixel) a partir de ’atténuation des 2 rayons X d’énergie différente (30 et 70

KeV). L’irradiation est inférieure & 3 millirem.

A.3- Z-SCORE

Le Z-score rend compte de la différence entre la mesure observée et la valeur médiane établie
pour la population de référence. Cette différence est exprimée en prenant comme unité de

mesure 1’écart type de la distribution.
Z-score = (mesure —~ médiane)/ écart type de la population de référence

La dispersion des valeurs de I’IMC en fonction de 1’4ge, de la naissance a 87 ans, a été établic
en France par Rolland-Cachera et al., (1991), dans une population qui sert depuis de référence.
L’intérét du Z-score est de pouvoir évaluer I'important d’un excés ou d’un déficit de

corpulence indépendamment de I’age. En effet I'IMC varie en fonction de I’4ge jusqu’a la fin

de la croissance.
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B- CLAMP EUGLYCEMIQUE HYPERINSULINEMIQUE

C’est une technique décrite par DeFronzo en 1979 permettant la quantification de la

sensibilité a I’insuline.
B.1- PRINCIPE

La méthode repose sur la perfusion simultanée d’insuline et de glucose. L’insuline est
perfusée a débit constant de fa(;ori a créer un hyperinsulinisme stable; le glucose est perfusé a
débit variable afin de maintenir la glycémie constante. La quantité de glucose perfusée (M)
refléte I’action de I’insuline (RIZZA, 1981).

En fait le glucose utilisé par les tissus correspond a la somme de la quantité de glucose perfusé
et de la production hépatique de glucose (PHG). Pour les insulinémies élevées (> 100 mU/1),
la production endogeéne est supprimée totalement. Pour des insulinémies inférieures, la
détermination de I’utilisation du glucose nécessite ’emploi de traceurs du glucose pour
mesurer la PHG. Cette technique permet de mesurer ’action de l’insuline pour différents

niveaux d’insulinémie et ainsi de réaliser in vivo une courbe dose-réponse a 1’action de

I’insuline.
B.2- PROTOCOLE

Deux cathéters veineux sont mis en place: I’un pour la perfusion d’insuline et de glucose et
I’autre, sur le bras opposé, pour les prélévements sanguins destinés au dosage de la glycémie
et de I’insulinémie.

L’insuline est perfusée pendant une période de 2 a 3 heures. Un plateau d’insulinémie voisin
de 80 a 100 mU/1 est obtenu pour un débit de 1 mU/kg/min d’insuline. Le débit de glucose
perfusé pour maintenir la glycémie constante (4 a 10 mg/kg/min) peut étre ajusté par un
pancréas artificiel (type Biostator) ou de facon manuelle, par la mesure des glycémies
capillaires toutes les 5 a 10 minutes et ’utilisation d’algorithmes plus ou moins compliqués.

La quantité de glucose perfusé doit étre stable au cours de la derniére demi-heure de perfusion

d’insuline (notion de plateau).
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L’insuline utilisée dans le protocole est une insuline d’action rapide (ACTRAPID®,
laboratoites NOVO NORDISK Pharmaceutique, Boulogne Billancourt, France) a la
concentration de 40 U/mL. La dilution dans la seringue était effectuée avec du sérum
physiologique de telle fagon que 1 ml de cette solution corresponde & 1,25 U d’insuline. La
perfusion d’insuline était réalisée grace a une seringue électrique GRASEBY (Laboratoires
GRASEBY Medical).

La perfusion du glucose était assurée par une pompe IVAC (Laboratoires ABBOT, France)
permettant de faire varier le débit de 0,1 ml/h. Le glucose était perfusé a la concentration de
20g/100 ml de solution (Laboratoires BRAUN Medical, Ludres, France). Du phosphate
dipotassique était ajouté a la solution de glucose a raison de 2g dans 500 ml, afin d’éviter
I’hypokaliémie, et I’hypophosphorémie potentiellement induite par [’augmentation de
I’utilisation du glucose.

La surveillance glycémique était réalisée par un lecteur de glycémie de type ONE TOUCH II
(Laboratoires LIFESCAN, Paris, France), dont la précision était régulierement contrdlée par

rapport a la méthode de référence.

B.3- PARAMETRES MESURES

La quantité¢ de glucose perfusée (M) exprimée en mg/kg/mn, est déterminée pendant la
derniére demi-heure pour le débit de perfusion d’insuline. Les patientes sont considérées
insulino-résistantes pour des valeurs de M < 8 mg/kg/mn. Une courbe dose-réponse a
I'insuline de la quantité¢ de glucose perfusée peut étre réalisée et déterminer ainsi P’action
maximale de I’insuline (K 0,5), reflet de la sensibilit¢ a I’insuline. L’interprétation des

résultats est donc directe et ne nécessite pas I’emploi d’un traitement mathématique complexe.
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C- ETUDE DE LA LIPEMIE POST-PRANDIALE

C.1- REPAS TEST ET CHARGE LIPIDIQUE DE 80 G DE
LIPIDES

Les sujets recoivent la veille au soir (19h30) un repas standardisé€ apportant 840 Kcal avec une
répartition des nutriment: protides: 18,7 %, lipides 34,2 %, glucides 47 % de I’apport
énergétique.

Le lendemain a prés 10 heures de jetine, les sujets absorbent le repas test qui contient pour 100
ml: 22 g de chocolat, 23.,75 g d’huile d’arachide, 19,25 g de beurre, 3,5 g de lait écrémé et
30,25 g d’eau. Les quantités étant ajustées pour un volume total de 200 ml. Ce repas se
présente sous forme d’une émulsion semi-liquide et représente un apport calorique de 890

Kcal dont 80 % de lipides (soit 80 g), 13 % de glucides et 2 % de protides.

C.2- TRAITEMENT DES TUBES DE SANG

Immédiatement apres le prélévement, le plasma est isolé apres centrifugation du sang a 3500
trs/min pendant 10 min a 15 °C puis traifé par un cocktail de conservateurs afin de limiter la
peroxydation des lipoprotéines et les prolifération bactériennes et d'inhiber les protéases.
Les concentrations plasmatiques des conservateurs sont les suivantes:

PMSF: 1 mmol/L

Azide de sodium: 0,026 g/ml

Aprotinine: 1,4 pg/ml

Benzamidine: 0,3 pg/ml

Gentamycine: 0,05 g/L

Cloramphénicol: 0,02 g/L
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D- PRELEVEMENTS SANGUINS

X Prélévement sanguins pour ’étude transversale et longitudinale (a jeun):

Les érythrocytes seront obtenus par prélévement sanguin effectués sur EDTA le matin a jeun.

» Prélévement sanguins pour ’étude de la lipémie en postprandiale:
Les prélévement sanguins sont effectués aprés mise en place d’un cathéter dans une veine

anté-brachiale a TO, T4 et T10 heures sur tube EDTA (2 tubes de 7 ml pour chaque temps)

pour I’étude des lipoprotéines.

Un prélévement sanguin est réalisé sur tube hépariné a TO pour 1'étude de la composition

membranaire des globules rouges.

E- BIOPSIE DU TISSUS ADIPEUX

Le prélévement de tissu adipeux a été effectué par biopsie chirurgicale classique dans la
région abdominale sous cutanée, sous anesthésie locale. Cette biopsie a permis d'obtenir des
prélévement de 5 a 10 grammes pour chaque patient. Immédiatement aprés son prélévement,

le tissu adipeux est mis dans I'azote liquide, transporté au laboratoire ou il est conservée a

-80 °C.

F- PARAMETRES METABOLIQUES ET LIPIDIQUES

L'insulinémie a ét¢ dosée a jeun par méthode radioimmunologique (coffret IMX, Laboratoire

Abbott, Tokyo, Japon).
La glycémie a été dosée & jeun par méthode enzymatique utilisant la glucose oxydase

(Beckman BGA II Glucose Analyser, Beckman Instruments Inc, Fullerton, CA, USA).

Le "Homeostasis model assessment” (HOMA) permet d’évaluer la résistance a I’insuline a

I’aide d’un mod¢le mathématique décrit par Matthews, (1995), a partir de 2 dosages
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d’insulinémie et de glycémie a jeun & 5 minutes d’intervalle. La valeur du HOMA est donnée

par la formule: [Insulinémie a jeun (mU/1) x glycémie (mmo/1)] / 22,5

Dans le cas de I'étude de la lipémie post prandiale, les valeurs de I’aire sous la courbe (AUC)
de I’évolution des parametres lipidiques plasmatiques en fonction du temps ont été

)

déterminées.

La cholestérolémie et la triglycéridémie ont été dosées par méthode enzymatique (coffret
Bochringer, Mannhein, Allemagne).

Le cholestérol des HDL a été dosé par méthode enzymatique aprés précipitation sélective des
VLDL et des LDL par 'acide phosphotungstique.

Le cholestérol des LDL a été calculé grice a l'utilisation de la formule de Friedewald:
Cholestérol LDL = Cholestérol total - (Cholestérol HDL + Triglycérides /5 (g/1)).

Ces dosages ont été réalisés au Laboratoire de Biochimie du Pr J.L. Guéant, CHU Nancy.

La leptine a été dosé par méthode radioimmunologique (LINCO Research Inc., Clinisciences,

Montrouge, France). Ce dosage a été réalisé au laboratoire du Dr L. Mejean (INPL, Nancy).

G- ISOLEMENT DES LIPOPROTEINES PLASMATIQUES
PAR ULTRACENTRIFUGATION EN GRADIENT DISCONTINU
DE KBR (effectué au Laboratoire de Biochimie du Pr J.L. Guéant,
CHU Nancy)

La séparation est obtenue par ultracentrifugation en gradient discontinu de bromure de
potassium selon la méthode décrite par Redgrave, 1975.

Les échantillons de plasma sont tout d’abord ajustés a une densité de 1,21 par addition de KBr
solide (0,325 g/ml de plasma). Des aliquots de 4 ml sont alors placés dans des tubes a

ultracentrifugation en nitrate de cellulose (13,5 ml, Ultra-Clear centrifuge tube, Beckman).
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Le gradient discontinu est réalisé en plagant successivement au dessus du plasma:

3 ml d'une solution de KBr d'une densité de 1,063,

3 ml d'une solution de KBr d'une densité de 1,019

et 3 ml d'une solution de NaCl d'une densité de 1,000 (eau physiologique).
Chaque solution contient de 'EDTA (0,1 g/l) et 0,02 g/l d'azide de sodium.
Les tubes sont ensuite centrifugés grace a une ultacentrifugeuse (Beckmann, X1.-80) équipée
d'un rotor SW 41 TI, pendant 24 heures a 40000 tours par minutes. Une seule centrifugation

permet d'obtenir les classes majeurs des lipoprotéines:

l

lipoprotéines riches en triglycérides LRT: Chylomicrons + VLDL
(d<1,0006),

IDL (1,006 < d < 1,019)
LDL (1,019 <d < 1,063)
HDL (1,063 < d < 1,025).

VLDL + CHYLO »—=

< Eau physiologique (d = 1,000)
DL bl
EEE < 3 mlde KBr (d=1,019)
LDL W
o > 3 ml de KBr (d = 1,063)

HDL |

Plasma (d = 1,21)

Figure 17: Les classe majeures des lipoprotéines apreés ultracentrifugation.

Dans chaque classe de lipoprotéines a I'exception des IDL, a été déterminée la quantité de
cholestérol total, de triglycérides, de phospholipides totaux. La PC et la SM. ont également

été déterminées dans les HDL.

Ces dosages ont ét¢ effectués dans le laboratoire du Pr J.L. Paul (Laboratoire de Biochimie

Cardio-vasculaire, Hopital Georges Pompidou, Paris).
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H- ISOLEMENT DES MEMBRANES CELLULAIRES

H-1 MEMBRANES D’HEMATIES

H.1-1 Tampons

-NaCl (0,9%) dont le pH est compris entre 7,2 et 7,4: celui-ci est ajusté a l'aide d'une solution
de NaHCO3 0,145 M.

-Tampon d'hémolyse contenant du NaCl 10 mM (0,58 g/l), (Prolabo, réf: 27810.364), de
I'EDTA sel disodique 1mM, (0,37 g/l), (Sigma, réf: E-5134), et du TRIS 1mM, (0,12 g/l),
(Sigma, réf: T-8524). Le pH de ce tampon doit étre compris entre 7,2 et 7,4:

celui-ci est ajusté a I'aide d'une solution de HCI 10 N.

H.1-2 Isolement des membranes
L'échantillon de sang (6 mL) est transvasé dans un tube a fond conique de 15 mL et centrifugé
4 120 g (1200 rpm) pendant 15 minutes & 4°C. Le plasma est éliminé.
Le culot, redissous dans du NaCl, est transvasé dans un tube & centrifugation a fond conique
de 50 mL, lavé 2 fois a 520 g (2000 rpm), pendant 10 minutes, a 4°C, dans une solution de
NaCl a 0,9% (volume final de 30 mL). Le surnageant est éliminé par aspiration a l'aide d'une
trompe a vide. Ces lavages vont permettre d'éliminer le plasma résiduel ainsi que les éléments
figurés du sang tels que les leucocytes afin de ne récupére que le culot d'hématies.
Le culot d'hématies est ensuite resuspendu dans 40 mL de tampon hémolyse. Il est maintenu
sous agitation (Rotator: 50 tours/min), a 4°C, pendant 30 minutes. L'échantillon est centrifugé
a 20000g (12000 rpm) pendant 15 minutes, a 4°C, ( Rotor JA-17, centrifugeuse J 21,
Beckman, Palo Alto, Ca, USA).
Le culot de membranes obtenu est ensuite soumis a une série de lavages a 4°C dans du
tampon hémolyse, afin d'éliminer I'némoglobine libérée au cours de I'némolyse. Le culot est
resuspendu dans 40 mL de tampon hémolyse. L'opération est répétée 4 & 5 fois jusqu'a
obtention d'un culot de membranes parfaitement blanc. Celui-ci sera ensuite désagrégé a l'aide
d'une seringue (gauge 25 ou 26), dans un tube a fond conique, 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 png de protéines sont

113



Sujets et méthodes

prélevés pour la mesure de fluidité et le reste de 1'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.

H-2 MEMBRANES D’ADIPOCYTES

La préparation des membranes adipocytaires a été¢ adaptée a partir de la méthode décrite par

Mc Keel et Jarett (1970).

H.2-1 Préparation des Tampons:

e Tampon d'Homogénéisation:

e Tampon saccharose; saccharose 41 % (p/v) dans le tampon d'Homogénéisation.

e Tampon Tris:

Le pH de ce tampon doit étre compris entre 7,2 et 7,4.

La préparation des membranes d’adipocytes est réalisée selon le schéma suivant ci dessous:

20 mM d'Hepes
255 mM saccharose
1 mM EDTA

5 pg/ml Leupeptine
5 ug/ml Pepstatine
5 ug/ml Aprotinine
pH 7,4

H.2-2 Isolement des membranes

1 mM Tris
1 mM EDTA
10 mM NaCl
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Broyage du prélévement au polytron PT-10 dans du tampon d'homogénéisation a 4 °C

Lavage a 1600 tr/min (500g) pendant 10 min 4 4 °C

Fat cake

Surnageant

Tissus conjonctif
Globules rouges

Récupération du surnageant avec une seringue et centrifugation pendant 2 h a 37000 tr/min
(150000g max) (Ultracentrifugeuse KONTRON (TGA 65), rotor TFT 6538)

7

Resuspension du culot (membranes totales) dans 1,2 ml de tampon saccharose a 41 % (P/V)
Centrifugation a 27000 tr/min pendant 1 h a 4 °C (95000g max; rotor TFT 45.6

Récupération des membranes plasmiques a l'interface

—

=  Membranes plasmiques

v
Lavage dans dans du tampon d’homogénéisation a 44000 tr/min pendant 20 min a 4 °C

(200000g max; rotor TFT 6538)

2

Récupération du culot et resuspension dans du tampon TRIS

Conservation a - 80 °C aprés détermination des protéines

Figure 18: Préparation des membranes d’adipocytes.

115



Sujets et méthodes

H.3- DOSAGE DES PROTEINES MEMBRANAIRES:
(LOWRY, 1951).

H.3.1- Réactifs

1- Solution alcaline de tartrate:

NapCO3 188,70 mM (20 g/), (Merck réf: 6392)
Tartrate de sodium et de potassium 1,70 mM (0,480 g/1), (Prolabo réf: 27068.23)
NaOH 0,10 M (4 g/l, (Prolabo réf: 28252.293)
QSP 1000 mL
2- Solution cuivrique:
CuSOy4, SHO 0,5% (Merck réf: 2790.0250)
3- Solution cuivrique alcaline (préparée extemporanément):
Solution alcaline de tartrate 25 mL
Solution cuivrique 0,5 mL

4- Folin (Prolabo réf: 31360.264)

H.3.2- Protocole de dosage

1) Formation d’un complexe cuivrique en milieu alcalin:
10 mL de solution cuivrique alcaline (préparée extemporanément) sont ajoutés a 1 mL de
suspension membranaire (dilué préalablement au 1/3 dans du tampon homogénat), et a3 1 mL
de tampon hémolyse (pour le blanc).

2) Oxydation du complexe par le réactif de Folin:
Apres 15 minutes d'incubation a l'obscurité, 1 mL de réactif de Folin, dilué préalablement au
1/4 dans de l'eau distillée, est ajouté au mélange.
Aprées une incubation de 15 minutes a l'obscurité, une lecture d’absorbance est effectuée a 750
nm sur un spectrophotometre UV visible (UV-160, Shimadzu, Kyoto, Japon).

La quantité de protéines est estimée a [’aide d’une courbe étalon réalisée avec de 1’albumine

bovine.
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I- DETERMINATION DE LA FLUIDITE MEMBRANAIRE
PAR POLARISATION DE FLUORESCENCE

I.1- PRINCIPE

Le concept de mouvement et de rotation moléculaire est & la base de la polarisation de
fluorescence. Dans le cas de sondes fluorescentes incorporées dans une structure
membranaire, la polarisation de fluorescence consiste en une analyse de la faculté de rotation
de ces sondes et permet une approche de la notion de fluidité membranaire.
Excités par une lumiére polarisée verticalement, I’absorption par des fluorochromes sera:

- maximale lorsque la direction du champ électrique de I’onde incidente et celle
du moment de transition d’absorption seront parall¢les,

- nulle lorsqu’elles sont perpendiculaires,

- proportionnelle au Cos’0 lorsqu’elles font entre elles un angle 6. '
Certaines molécules, celles qui se trouvent avoir la bonne orientation, sont donc excitées
préférentiellement. La fluorescence est émise préférentiellement dans la direction du moment
de transition d’émission des fluorochromes.
La conjonction de ces deux phénomeénes implique que la fluorescence émise tend a avoir la
méme direction de polarisation que la lumiére incidente méme dans un échantillon en solution
ou les molécules sont orientées au hasard et que la polarisation ne peut étre que partielle.
Si Ox est la direction de polarisation de la lumiére incidente, la fluorescence émise a une
composante d’intensité I verticale ou I parallele (I)|) le long de Ox et des composantes
d’intensité I horizontale ou I perpendiculaire (1)) le long des directions orthogonales Oy et Oz.
L’intensité de la fluorescence totale est la somme des composantes polarisées dans les trois
directions, soit I = Ijj+ 21,
On définit I’anisotropie de fluorescence comme étant:

I -1

Ly + 21,
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En tenant compte que la probabilité d’excitation pour un fluorochrome est proportionnelle a
cos’0, le calcul démontre que la valeur la plus élevée que I’on puisse obtenir de r est 0,4 dans
le cas de molécules orientées au hasard et si les moments de transition d’absorption et
d’émission sont paralléles. L’anisotropie est plus faible si les deux moments de transition
(caractéristiques de la molécule) ne sont pas colin€aires, et si le fluorochrome a le temps de
tourner sur lui méme avant d’émettre sa fluorescence.

Or le temps moyen qui s’écoule entre 1’absorption et I’émission est f, le temps de déclin de
fluorescence. Les fluorochromes dans un certain environnement défini sont caractérisés par
un temps de corrélation de rotation ic, temps moyen que mettent les molécules pour tourner
d’un radian.

Dans le cas ou les temps de corrélation de rotation d’un fluorochrome dans un certain
environnement et le temps de déclin de fluorescence seront de I’ordre de 10 nanosecondes,
ces fluorochromes pourront étre utilisés pour approcher la fluidité membranaire. Incorporées
dans une structure membranaire, les sondes fluorescentes auront avant d’émettre leur
fluorescence une faculté de rotation plus ou moins importante qui va dépendre de la cohésion
(rigidité) de leur environnement. Plus I’environnement sera fluide, plus les sondes auront une
facult¢ de rotation importante et plus la composante I, de la fluorescence sera élevée
entrainant une valeur plus faible de I’anisotropie de la fluorescence émise .

L’anisotropie de la fluorescence est donc en relation inverse avec la fluidité membranaire.

I.2- SONDES FLUORESCENTES

Deux sondes fluorescentes polyéniques ont été utilisées (Figure 18)

H
CHy— /C@3

b
DPH

TMA-DPH

Figure 19: Représentation des sondes polyéniques, le DPH et le TMA-DPH.
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1,6 diphényl-1,3,5-hexatriene (DPH)
Le DPH est une molécule apolaire en forme de batonnet qui est soluble et fluoresce avec un
rendement quantique ¢élevé dans des milieux hydrophobes. 1l s’incorpore facilement dans les

membranes, parallélement aux chaines acyles et au niveau des régions profondes de la couche

lipidique.

1-[4-(Triméthylamino)phenyl]-6-phényl-1,3,5-hexatriéne (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 I’intermédiaire de son groupement
ammonium chargé positivement, la partic DPH de la molécule étant intercalée dans les

régions supérieures des chaines acyles. Les propriétés photophysiques du TMA-DPH sont

similaires a celles du DPH.

Les mouvements de ces deux sondes sont plus ou moins entravés par la cohésion de
I’environnement lipidique dans lequel elles se trouvent. Par conséquent, I’anisotropie de la
fluorescence émise par le DPH et le TMA-DPH donne une information sur la fluidité des
régions lipidiques qui sont dans leur environnement immédiat.

En vue de I’incorporation dans des membranes d’hématies ou d’adipocytes, le DPH (Sigma-
Aldrich, St Quentin Fallavier, France) et le TMA-DPH (Molecular Probes, Eugene City,
Oregon, USA) sont dissous respectivement dans du tétrahydrofurane et du N-N-

diméthylformamide & la concentration de 2.10°M. Les solutions sont stockées dans

I’obscurité a 4°C.

1.3- MARQUAGE DES MEMBRANES

La concentration en protéines des suspensions membranaires est ajustée a 50 pg/ml. Pour le
marquage, 1,5 ul de marqueur sont ajoutés a 3 ml de suspension membranaires (dilution finae
le de la sonde: 10°M). L’incorporation des sondes dans les membranes est effectuée a
I’obscurité pendant 15 minutes pour le TMA-DPH et 30 minutes pour le DPH. Parall¢lement,

un échantillon « blanc » est réalisé sans apport de sonde fluorescentes.
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I.4- DETERMINATION DE L’ANISOTROPIE DE
FLUORESCENCE

Les mesures sont effectuées avec un appareil de polarisation de fluorescence en excitation
continue (Fluofluidimétre, Régulest, Florange, France). L’appareil est basé sur un format en T
pour I’émission. La longueur d’onde d’excitation est sélectionnée par un filtre interférentiel a
365 nm. L’émission est mesurée a travers un filtre & bande passante centré sur 420 nm. Les
composantes Ibjj et Ib, du blanc sont mesurées simultanément a travers des polariseurs
paralleles ou perpendiculaires a la direction de polarisation du polariseur d’excitation suivi de
la mesure des composantes Ifijet If| de I’échantillon marqué. L’anisotropie de fluorescence en

excitation continue <r> est déterminée a partir de la relation suivante:

[(1fi) ~Ibj)) — G(IfL-Iby)]

<> =
(Ifj| —Iby)) + 2Gf.-Iby).

ou G est un facteur qui corrige pour les inégalités du format en T.

J- EXTRACTION DES LIPIDES MEMBRANAIRES (ROSE
ET OKLANDER, 1965)

J.1- PRINCIPE

L'extraction des lipides des membranes est effectuée selon la méthode Rose et Oklander,
1965. Le principe de la méthode est basé sur la combinaison d'un solvant polaire, le méthanol,

déstabilisant les liaisons hydrogenes, et d'un solvant non polaire, le chloroforme, entrainant les

lipides membranaires.
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J.2- REACTIFS

Méthanol: Prolabo, réf: 20865.297.
Chloroforme: Prolabo, réf: 22716.321.
BHT: Sigma, réf: B-1378.

J.3- PROTOCOLE DE DOSAGE

L'échantillon de membranes conservé a -80°C est décongelé dans un bain marie et
immédiatement resuspendu en vortexant.

500 pg de suspension membranaire sont ajoutés, & 11 ml de méthanol dans un tube en verre
"corex" de 50 ml. Le tube est alors fermé hermétiquement.

Le mélange est ensuite agité latéralement en position verticale pendant 1 heure et a
température ambiante, avant d'ajouter, sous une hotte, 7 ml de chloroforme. Pour éviter toute

évaporation, le tube est a nouveau fermé hermétiquement.

Aprés une nouvelle agitation d'une heure, les extraits sont filtrés sur un filtre hydrophobe
(Whatman 1 ps) dans un nouveau tube en verre "corex". L'étape de filtration permet d'éliminer
les débris membranaires dénaturés par les solvants.

Les extraits lipidiques sont ensuite évaporés a 37°C sous un flux d'azote jusqu'a l'obtention
d'un résidu sec.

Dans le cas ou le résidu sec est destiné au dosage des phospholipides, 100 pg d'étalon interne,
L-a-lysophosphatidylcholine, (solution étalon a 1 mg/mlL) sont ajoutés aux 500 ug de
suspension membranaire et les lipides sont extraits. Le résidu sec est resuspendu dans 2,5 ml
de chloroforme dans un cryotube de 5 ml. 0,75 ml sont prélevés dans un cryotube de 5 mL
pour le dosage du cholestérol et le restant est destiné au dosage des phospholipides: ces deux
tubes sont conservés a -20°C.

Dans le cas ou le résidu sec est destiné au dosage des acides gras, 50 pg d'étalon interne,
l'acide L-o-phosphatidylcholinediheptadécanoyle C17:0 (en solution & 1 mg/ ml dans de
I'hexane) sont ajoutés aux 500 pg de suspension membranaire préalablement. Ce résidu sec est
resuspendu dans 2,5 ml d'une solution antioxydante de butyl hydroxytoluéne (BHT) diluée

dans du chloroforme (0,05 mg/ml de chloroforme) et conservé a -20°C.
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K- DOSAGE DU CHOLESTEROL MEMBRANAIRE

K.1- PRINCIPE

La détermination du taux de cholestérol membranaire est faite selon la méthode décrite par
Zlatkis et Zak (1969) utilisant 1'ophtaldéhyde. Elle repose sur la réaction du cholestérol avec
les aldéhydes aromatiques donnant lieu a une coloration rose stable mesurable par
spectrophotométrie. L'ophtaldéhyde réagit spécifiquement avec le cholestérol, et cette

méthode permet d'éviter les interférences dues aux autres stérols existant dans la membrane.

K.2- REACTIFS

*Acide acétique glacial,
*ophtaldéhyde (OPT): solution d'OPT (Sigma, Saint-Quentin Fallarner,
France), préparée extemporanément a raison de 0,5 mg/mL d'acide acétique,

*acide sulfurique.

K-3 PROTOCOLE DE DOSAGE

A 250 pL de suspension chloroformique (extrait lipidique, blanc et gamme étalon), sont
ajoutés 2 mL de la solution d'OPT. Aprés une agitation vigoureuse au vortex et une incubation
de 15 minutes a l'obscurité¢ a température ambiante, 1 mL d'acide sulfurique est ajouté. Le
mélange obtenu est vigoureusement homogénéisé jusqu'a obtention d'une coloration rose

stable. Les absorbances sont lues & 560 nm aprés une incubation de 15 minutes a I'obscurité et

a température ambiante.
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Figure 20: Courbe d’étalonnage du cholestérol.

L- DETERMINATION DES CLASSES DE PHOSPHOLIPIDES
MEMBRANAIRES PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE
HAUTE PERFORMANCE (CLHP)

L.1- PRINCIPE

Les phospholipides membranaires sont analysés par CLHP. Cette technique permet la
séparation d'un mélange d'espéces chimiques variables. En CLHP, la phase mobile liquide et
la phase stationnaire solide sont confinées dans un méme espace. Le débit de la phase mobile
peut étre controlé et la pression générée. L'échantillon élué de la colonne est directement
détecté par un systéme branché en série qui permet une quantification directe.

Le systeme chromatographique est constitué:

-d'une pompe permettant de délivrer un flux de solvant uniforme,
-d'une boucle d'injection dans laquelle est introduit I'échantillon,
-d'une colonne permettant la séparation,

-d’un détecteur,

-et d'un systeme d'acquisition et de traitement des données.
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L.2- APPAREILLAGE

La séparation des phospholipides a été effectuée avec un systtme HPLC Gold, (Beckmann,

Palo Alto, Ca, USA), équipé de plusieurs modules:

-un module 126 équipé de deux pompes A et B,
-et un module d'interface permettant la compatibilité avec le détecteur a

diffusion de lumicre.

Le détecteur a diffusion de lumiere utilisé est un modéle SEDEX 55 (SEDERE, France).

Tous ces modules sont programmables. Le systeme Gold est relié & un moniteur IBM équipé
d'un logiciel d'analyse Gold. Le détecteur utilisé est un modéle SEDEX 55 (SEDERE,
France). Les séparations ont été effectuées en phase normale sur une colonne en gel de silice

contenant des particules de 5 um de diamétre (Lichrosorb® Si 60, 5 um, 4 x 250 mm, Merck,

Darmstadt, Allemagne).

L.3- REACTIFS

Méthanol: Prolabo, réf 20865.297
Chloroforme: Prolabo, réf 22716.321
Ammoniaque: Prolabo, réf 21188.29

La calibration du détecteur est effectuée avec des concentrations différentes de lipides
standards (Sigma, Saint Louis, MO, USA) se situant dans le domaine de linéarité du détecteur:
L- a- Phosphatidyléthanolamine réf: P 7523
L- a- Phosphatidylinositol réf: P 2517
L- o~ Phosphatidyl-L-Sérine réf: P 8518
L- o~ Lecithine/ sphingomyeline réf: LS 20
L- a- Lysophosphatidylcholine réf: L 4129

La lysophosphatidylcholine représente le standard interne.

Les standards lipidiques sont conservés dans du chloroforme.
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L.4- PROTOCOLE

Apres extraction, différentes injections sont effectuées: une premiére injection correspondant
a 100pg de protéines permettra de quantifier les phospholipides phosphatidylinositol,
phosphatidyl-L-sérine, phosphatidylcholine, sphingomyéline, une seconde, correspondant a 40
ng de protéines permettra de quantifier la phosphatidyléthanolamine. Les volumes d'injection
sont de 100 L,

Le protocole de séparation est dérivé de la méthode décrite par Stolywo (Stolywo et Martin,
1987) utilisant comme phase A 100 % de chloroforme et comme phase B un mélange de
méthanol, eau, ammoniaque et chloroforme (92: 5: 2: 1, v/v). Tous les solvants sont filtrés sur
filtre 0,45 um avant utilisation. Le profil du gradient est défini de la fagon suivante: t= 0 min,
B= 0 %; t= 10 min, B= 20 %; t= 20 min, B= 100 % avec un débit de 1,5 ml/min. La
température de nébulisation du solvant et des particules séparées est fixée a 50°C et la

pression d'air a 2 bar.
Les calibrations de I'appareil sont régulierement effectuées.

L.5- PROFIL DE SEPARATION DES CLASSE MAJEURS DE
PHOSPHOLIPIDES

Réponse du détécteur PE
v
30 A
FI
20 - i
PC
L
LPC
PS N
10 4 i
SM
4
Af\/ _/l\;\
0 T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25
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Figure 21: Profil de séparation par CLHP des classes majeurs de phospholipides
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M- DETERMINATION DES ACIDES GRAS MEMBRANAIRES

PAR CPG

M.1- METHYLATION DES ACIDES GRAS

L'analyse des acides gras par chromatographie en phase gazeuse (CPG) nécessite leur
méthylation préalable (Morisson et Smith, 1964).L.a méthylation (fixation d'un groupement
méthyl -CH3y sur la partie carboxylique des acides gras), a pour but de former des molécules
apolaires et d'éviter ainsi leur réactivité avec la phase stationnaire de la colonne
chromatographique. D'autre part, elle permet de rendre les acides gras plus volatils, condition
nécessaire pour I'analyse en CPG. Pour cela, on transforme les acides gras des lipides analysés

en esters méthyliques en utilisant le trifluorure de bore (BF3 a 14 % dans le méthanol).

L’extrait lipidique dans le chloroforme est transvasé dans un tube en pyrex et évaporé sous
flux d'azote jusqu'a obtenir un résidu sec.

On ajoute 1 ml de BF3 a 14 % dans le méthanol (Sigma, réf: B-1252) et on laisse incuber
pendant 2 h a 100°C.

Apres refroidissement, on ajoute 2 ml de pentane et 1 ml d'eau bidistillée, apres 20 sec
d’agitation au vortex, on récupére la phase supérieure pentanique dans une fiole de
Chromacol: la phase pentanique (apolaire) contient les esters méthyliques d'acides gras, la
phase hydroalcoolique contient tous les composés polaires (ex: le glycérol et la partie non
acides gras des phospholipides: choline, éthanolamine, inositol, et sérine. Le pentane évite

l'oxydation des acides gras. Les fioles sont stockées a -20°C.

Au moment de 'analyse de I'échantillon a la CPG, le pentane est évaporé sous flux d'azote, et
les acides gras sont repris dans 20 ulL. d'hexane. 1 ul. de cet essai est injecté dans la CPG a

I'aide d'une seringue hamilton.

126



Sujets et méthodes

M.2- SEPARATION DES ACIDES GRAS METHYLES PAR
CPG

M.2.1- Principe

Les molécules sont évaporées et véhiculées par un gaz vecteur inerte et chaud et passent a
travers une longue colonne capillaire de quartz dont la matrice (polymere synthétique) est la
phase stationnaire (liquide a température de travail). Différents types de groupements plus ou
moins polaires sont greffés sur cette matrice et c'est en fonction de cette polarité que les
molécules du mélange a analyser sont éluées dans la colonne a des vitesses différentes.

Ces vitesses sont conditionnées par le coefficient de répartition entre la phase gazeuse et la
phase stationnaire: ainsi les molécules sortent donc de la colonne aprés différents temps de
rétention. Leur présence dans le gaz effluent est détectée par des moyens chimiques ou

physiques et la réponse du détecteur est quantifiée et retranscrite par un intégrateur-

enregistreur.

M.2.2- Les éléments constituant la CPG

Le gaz vecteur est la phase mobile. La pression de sortie du gaz est réglée a 2,4 bars. Des gaz
différents (hélium, argon; mélange d'’hydrogéne et d'azote) peuvent étre utilisés. La qualité
requise pour ces gaz est le degré de pureté le plus élevé, de fagon a ce qu'aucune trace

contaminante ne soit introduite sur la colonne (O, HyO .....).

L'injecteur est chauffé par des résistances électriques a une température de 250°C. Les acides

méthylés injectés a l'aide d'une micro-seringue, sont vaporisés a cette haute température.

L'enceinte chauffante thermostatée contient la colonne (fin capillaire de diamétre 0,5-0,25 nm

et long de plusieurs dizaines de métre (30 4 60 m).

Le systeme de détection est variable selon les modeles d'appareils. Le détecteur a ionisation de
flamme, bien adapté a I'étude des molécules organiques et situé dans une enceinte chauffante
différente, est constitué par une flamme dhydrogéne brilant entre 2 électrodes

convenablement polarisées et ou débouche la colonne chromatographique. Lorsque des
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substances organiques sont injectées dans la flamme, il se produit un courant d'ionisation

proportionnel a la masse de la substance injectée. Ce courant est enregistré.

L'enregistreur permet d'obtenir a la sortie du détecteur I'enregistrement direct des composés
élués par le gaz-vecteur, sous forme d'un tracé de pics. Son association avec un intégrateur
permet de mesurer la surface sous chaque pic donc de quantifier de maniére absolue lorsque

l'on ajoute un standard interne, la quantité de substance correspondant a chaque pic.

M.2.3- Appareillage

La séparation et la quantification des acides gras méthylés ont été effectués avec un
chromatographe DANI GC 1000, couplé a un intégrateur APEX Chromatography
Workstation. L'appareil est équipé d'un détecteur a ionisation de flamme et d'une colonne
capillaire en silice fondue de 0,32 nm de diametre et 30 m de long, et contenant une phase
stationaire (phase de polyéthyléne glycol) de 0,25 pm d'épaisseur (EC, WAX. Part N°.19654,
Alltech).

La température de l'injecteur est de 250°C et celle du détecteur de 225°C.

L'azote qualité N50 est le gaz vecteur utilisé a un débit de 1,5 ml/min, sous une pression de
2,4 bars. Le split est dans un rapport 1/1: l'échantillon injecté passe entiérement dans la
colonne.

La température du four est programmeée: celle-ci augmente de 60°C a 160°C a raison de
15°C/min, puis de 160°C a 200 a 15°C/min. Apres 1,5 min, la température augmente jusqu'a
225°C a raison de 4°C/min. Apres un palier de 2 min, la température augmente jusqu'a 245°C
a raison de 0,5°C/min.

L'analyse est réalisé en 45 min. Les quantités injectées a 'aide d'une seringue Hamilton de 1

ul, sont de l'ordre de 10 pug contenant 1 pg d'étalon interne (L-a-phosphatidylcholine

diheptadécanoyle, C17:0) dans un volume de 1 pul d'hexane.
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M.2.4- Quantification des acides gras

Un étalonnage du chromatographe GC 1000 est effectué périodiquement. Pour chaque acide
gras, une quantité connue (dans un mélange standard) est injectée dans le chromatographe et
donne un pic dont la surface est intégrée: ainsi pour chaque acide gras, on aura une relation
entre la surface du pic et la masse.

Les acides gras méthylés sont identifiés suivant leur temps de rétention par comparaison avec

des standards connus

- Lipid Standard, Sigma: réf 189-18: (C8:0, C10:0, C12:0, C14:0, C16:0,
Cl16:1n-7, C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6, C18:3n-3, C20:0, C22:0, C22:1n-9, C24:0).

- Lipid Standard, Sigma: réf 189-13: (C20:1n-9, C20:2n-6, C20:3n-3, C20:4n-6,

C20:5n-3).

- y-Linolenic acid methyl ester, Sigma: réf L-6503: (C18:3n-6).

- Cis-7,10,13,16-docosatetranoic acid, Sigma: réf D-3534: (C22:4n-6).

- Nervonic acid methyl ester nervonic, Sigma: réf N-6767: (C24:1n-9).

- Cis-4,7,10,13,16,19-docosahexaenoic acid methyl ester, Sigma: réf D-2659
(C22:6n-3).

- Cis-8,11,14-¢eicosatrienoic acid methyl ester, Sigma: réf E-3511 (C20:3n-6).

- Cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoic acid methyl ester, Sigma: réf D-5679
(C22:5n-3).

- L-a-phosphatidylcholinediheptadecanoyl, Sigma: réf P-5014 (C17:0).

Le composé L-a-phosphatidylcholinediheptadécanoyle représente le standard interne.
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N- TESTS STATISTIQUES

Les tests statistiques ont été effectués a I'aide du logiciel Statview.

Les valeurs sont exprimées en moyennes +/- SEM ou médianes avec le 25°™ et le 75°™
percentiles. La normalité de la distribution des valeurs au sein des différents groupes est
vérifiée par un test d'aplatissement et d'asymétrie.

Les différences entre groupes sont déterminées par une ANOVA. Le groupe témoin et le
groupe obese ont été comparés par un test t non apparié, et le groupe obese a 1’état basal et
aprés perte de poids ont été comparé par un test t appari¢. Une analyse de régression linéaire a
été menée pour déterminer des relations entre les différents parametres (marqueurs de.
I’insulinorésistance, paramétres plasmatiques et membranaires).

Une analyse de régression pas a pas permet d’expliquer les variations d’un paramétre. La
limite de la signification est fixée a P = 0,05. Les tests statistiques sont effectués a l'aide du

logiciel Statview (Abacus Concepts, Berkeley, Ca, USA).
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CHAPITRE 3

Phospholipides de la membrane érythrocytaire:
une étude des relations avec ’hyperinsulinémie
chez des sujets sains, des enfants et adultes

obeéses
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I- INTRODUCTION

Une étude antérieure menée au laboratoire a montré chez des femmes obéses non diabétiques
une association entre le contenu de la membrane érythrocytaire en sphingomyéline (SM) et
deux marqueurs de I’insulino-résistance. La SM expliquait 22% de la variance de
I’insulinémie a jeun tandis que les triglycérides plasmatiques et [’apoAl étaient des
déterminants mineurs (Candiloros et al., 1996). La variance du HOMA était expliquée par les
mémes facteurs. Ultérieurement, nous avons étudié la composition en phospholipides de la
membrane d’une cellule insulino-sensible : I’adipocyte dans un groupe de femmes obe&ses non
diabétiques présentant des degrés variables d’insulino-résistance. Dans le cas de I’adipocyte,
I’association entre SM et marqueurs de I’insulino-résistance était encore plus forte : 45,6 et

43,8% de la variance dans I’insulinémie a jeun et le HOMA était expliquée par la SM.

(Zeghari et al., 2000 (a)).
Ces études nécessitaient des investigations supplémentaires pour plusieurs raisons.

Les études antérieures aussi bien sur I’hématie que sur I’adipocyte ne comportaient pas de
groupe témoin. Or, il existe chez les sujets non obéses des variations individuelles marquées
de concentrations d’insuline a jeun permettant de les définir comme insulino-sensibles ou
insulino-résistants (Korsheninnikova et al., 2002). Par conséquent, il nous a paru nécessaire
de rechercher si les anomalies de composition en phospholipides et particulierement en SM

étaient trouvées également chez des sujets non obéses pouvant étre définis comme insulino-

résistants.

Par ailleurs, la prévalence de I’obésité chez I’enfant a doublé dans les 20 derniéres années et
pose un réel probleme de santé publique. Les enfants obéses ont un syndrome X qui présente
les mémes caractéristiques que le syndrome X chez [’adulte : hyperinsulinémie (Young-
Hyman et al., 2001; Burrows et al., 2001), hypertriglycéridémie, perturbation du métabolisme
des lipoprotéines (Frerichs et al., 1997), hypertension (Deckelbaum et Williams, 2001). La
fréquence du diabete de type I est également augmentée chez I’enfant obése (Pinhas-Hamiel
et al., 1996). De plus, dans 80% des cas, les enfants obeses restent obeses a 1’état adulte

(Lloyd et al., 1961). Les facteurs de risque des maladies cardio-vasculaires a I’age adulte sont

présents chez les enfants les plus insulino-résistants (Sinaiko et al., 2001). Le risque de
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morbidité et de mortalité précoce est élevé chez les adultes ayant €été¢ obéses lors de leur
adolescence, méme aprés une perte de poids a 1’age adulte (Deckelbaum et Williams, 2001).
A notre connaissance, il n’existe pas de données sur les classes de phospholipides des
membranes cellulaires chez I’enfant obése. Par conséquent, dans le cadre de cette étude, un

groupe d’enfants obeses a été envisagé.

L’étude a été centrée sur la détermination des classes de lipides de la membrane
érythrocytaire. En effet, une investigation sur des adipocytes nécessite des biopsies de tissu
adipeux de ’ordre de 5 gr. Une telle biopsie est irréalisable chez I’enfant et tres difficile chez
les témoins en raison de conséquences esthétiques ultérieures. On peut argumenter que
I’hématie est un mauvais substitut de I’adipocyte, cellule sensible a 1’insuline. Toutefois, nous
avons observé précédemment que le contenu en SM de la membrane adipocytaire était corrélé
positivement a celui de la membrane érythrocytaire dans un groupe de sujets obéses non
diabétiques et diabétiques. Lorsque ces sujets étaient répartis en tertiles selon leur insulinémie
a jeun, il y avait une augmentation progressive des contenus en SM des membranes

érythrocytaire et adipocytaire du premier au troisieme tertile (Zeghari et al., 2000 (a)).

L’étude a porté par conséquent sur la détermination de la composition en phospholipides de la
membrane érythrocytaire chez 32 sujets adultes non obéses et 25 enfants obeses et I’étude des
relations avec deux marqueurs de I’insulino-résistance : I’insulinémie a jeun et le HOMA.
Pour permettre une comparaison entre d’une part les adultes non-obéses et obéses et d’autre

part les obeses enfants et adultes, un groupe de 61 obéses adultes a été inclus dans cette étude.
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II- RESULTATS

L’étude a porté sur un groupe de 32 témoins adultes (11 hommes et 21 femmes), 61 obéses
adultes (8§ hommes et 53 femmes) et 25 enfants obéses (6 garcons et 19 filles). Une étude
préliminaire ayant montré que le sexe n’avait pas d’influence sur les parametres

membranaires, les résultats ont été rassemblés au sein de chaque groupe.

Comme cela était attendu, le groupe des adultes obéses différe significativement des témoins
par des valeurs plus élevées pour I'IMC, le tour de taille, le tour de hanche, le rapport
taille/hanche, le pourcentage de masse grasse, la glycémie, I’insulinémie a jeun, le HOMA,
les TG, la leptine (P toujours < 0,0001). Le cholestérol LDL est également plus élevé (P <
0,05). En revanche, ces obéses ont des concentrations en cholestérol HDL significativement
plus faibles (P < 0,0001).

Le groupe des enfants obeses différe significativement des adultes obéses par des valeurs
plus faibles pour la glycémie (P < 0,005), les TG (P < 0,005) et le cholestérol LDL (£ < 0,05),

et par des valeurs plus élevées pour ’insulinémie a jeun (P < 0,05) et le CT (P < 0,005).

En ce qui concerne les parametres membranaires, les teneurs en SM et en CL, ainsi que les
rapports SM/PI et SM/PE, dans le groupe des adultes obeses sont significativement plus
élevés que dans le groupe des témoins (P < 0,005, P < 0,05, P < 0,0005, P < 0,05,
respectivement). Les teneurs en PI sont significativement plus faibles (P < 0,01).

Il n’y a pas de différence significative entre les obeéses adultes et enfants en ce qui concerne

les parameétres membranaires

L’examen des valeurs d’insulinémie a jeun dans le groupe des adultes obéses a révélé des
variations individuelles importantes et un recouvrement partiel avec les valeurs d’insulinémie
des témoins (Tableau 8) . Par conséquent, le groupe d’obéses adultes a été divisé en tertiles

selon la valeur de I’insulinémie a jeun .
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Tableau 8: Intervalle de variations des données anthropométriques et métaboliques des

témoins, des obéses adultes et enfants.

Témoins Obeses adultes Obé¢ses enfants
n=32 n=0l n=25
11H/21F SH/53F 6H/19F
IMC (kg/mz) [17,6-25,6] [24,4-44,1] [20,4-38,7]
Masse grasse (%) [10,3-35,3] [23,5-55,2] [24,5-51,0]
Insulinémie a jeun [1,35-12,15] [2,30-35,35] [3,75-24,60]
(mU/L)
HOMA [0,32-2,65] [0,47-8,11] [0,79-5,60]

(*) valeurs extrémes

A- CARACTERISTIQUES ANTHROPOMETRIQUES,
METABOLIQUES ET LIPIDIQUES DES TEMOINS, OBESES
ADULTES REPARTIS EN TERTILES ET OBESES ENFANTS

(tableau 9).

Le tertile 1 correspond aux sujets présentant une insulinémie basse, et le tertile 3 aux sujets

ayant une hyperinsulinémie.

Le tertile 3 différe significativement des témoins par des valeurs plus élevées pour I'IMC, le
tour de taille, le tour de hanche, le rapport taille/hanche, le pourcentage de masse grasse, la
glycémie, I’insulinémie a jeun, le HOMA, les TG, la leptine (pour tous ces parametres

P <0,0001). Les concentrations en cholestérol HDL sont significativement plus faibles

(£ <0,0001).

Le tertile 3 differe significativement du tertile 1 par des valeurs plus élevées pour I’'IMC

(P <0,001), le tour de taille (P < 0,0005), le rapport taille’hanche (P < 0,05), la glycémie

(P <0,05), 'insulinémie a jeun (P < 0,0001), le HOMA (P < 0,0001), les TG (P < 0,05), la
leptine (P < 0,05) et le CT (P < 0,05). Ills ont des concentrations en cholestérol HDL
significativement plus faibles (P <0,0001).
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Le groupe des enfants obéses différe significativement des témoins par des valeurs plus
¢levées pour le pourcentage de masse grasse (P < 0,0001), la glycémie (P < 0,05),
I’insulinémie a jeun (P < 0,0001), le HOMA (P < 0,0001), la leptine (P < 0,0001) et le CT

(P < 0,05). En revanche, les enfants obeses ont des concentrations en cholestérol HDL

significativement plus faibles (P < 0,0001).

Le groupe des enfants obéses differe significativement des adultes du tertile 3 par des
valeurs plus élevées pour le CT (P < 0,05), le cholestérol HDL (P < 0,05), et par des valeurs
plus faibles pour le pourcentage de masse grasse (P < 0,05), la glycémie (P < 0,0001),
P’insulinémie a jeun (P < 0,05), le HOMA (P <0,0001), et les TG (P < 0,0001).

B- PARAMETRES MEMBRANAIRES DES TEMOINS, DES
OBESES ADULTES REPARTIS EN TERTILES ET DES OBESES

ENFANTS (tableau 9).

Le tertile 3 présente des valeurs significativement plus élevées que celles des témoins et du
tertile 1 pour la concentration en SM et la valeur du rapport SM/PI (P < 0,0001 tertile 3
versus témoins, et P < 0,005 tertile 3 versus tertile 1 pour les deux paramétres).

Le tertile 3 a des valeurs de PI significativement plus faibles que celles des témoins

(P < 0,005).

Les enfants obeses, comme les adultes du tertile 3 ont des valeurs significativement plus
élevées par rapport aux témoins pour la SM (P < 0,005) et le rapport SM/PI (P < 0,05). IIs ont
également des valeurs significativement plus faibles en PI (P < 0,05).

En ce qui concerne les parameétres membranaires, il faut noter que les enfants obéses ne

différent pas du tertile 3 & ’exception du rapport SM/PI qui est plus faible (P < 0,05).
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Tableau 9: Paramétres anthropométriques et métaboliques des sujets témoins, obéses adultes classés en tertile selon I’insulinémie, et enfants.

Témoins Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 Obéses enfants ANOVA
n=32 n=20 n=21 n=20 n=25 P

Age (an) 36,0(29,5-44,0) 38,9+ 13 35,0£2,2 36,0 (27,0-41,5) 11,1 £ 0,5
IMC (kg/m?) 21,8(20,1-24,0) 31,1 (29-32,7) 31,7 (29,7-36,7) 354+09 25,0(23,7-28,6)
Z-~score -0,50 (0,70-0,10) 223+0.,17¢ 3,09+ 028%° 4,00 +0,29%¢" 4,80 (3,85-5,45)%®"7 < 0,0001
Tour de taille (cm) 74,8 + 1,4 93,8+ 1,6 98,0 +1,5 102,0 (96,5-113,0) 86,3(78,0-96,5)
Tour de hanche (cm) ~ 95,0(91,0-100,5) 112,0(109-120) 115,5 (107,5-126,5) 118,4+2.1 98,0 + 2,7
Rapport 0,78(0,72-0,82) 0,83 £ 0,14 0,83 (0,79-0,90) * 0,85 (0,83-0,93) *“ 0,89 + 0,02 <0,0001
taille/hanches
Masse grasse (%) 225+12 46,04(40,70-47,45)° 47,71 (39,17-53,35)° 46,67 (43,77-49,20)° 40,7(37,5-45,1)¢7F  <0,0001
Glycémie (mmol/L)  4,86(4,50-5,27) 524+0,11°2 5,05 (4,87-5,53)" 5,61 (5,00-6,09) =** 4,89(4,70-5,09)* " <0,0001
Insulinémie a jeun 4,6(4,0-6,0) 6,6+ 0.4 11,1 (9,7-12,3)%% 15,0 (13.8-17,8) """ 13,9+ 0,997 <0,0001
(mU/L)
HOMA 1,02(0,80-1,34) 1,48 £ 0,10 2,48 (2,23-2,79)%% 3,65 (3,36-4,92) ¢ 3,01+ 0,235 <0,0001
Triglycérides (TG) 0,66(0,55-0,80) 1,01(0,67-1.65)¢ 1,16 (0,80-1,32)° 1,34 (0,98-2,36) %" 0,77(0,62-1,03) > <0,0001
(mmol/L)
Cholestérol total 5,02+ 0,14 5,59+ 0,23° 5,12 (4,61-5,59) 5,18+0,17¢ 571+ 0,157 < 0,001
(CT) (mmol/L)
Leptine 7,15(3,2-9,9) 27,68 +2,47° 36,50 (19,03-45,00)%“ 38,49 +3,44 % 31,15+ 2,89°¢ <0,0001
Cholestérol HDL 0,64 + 0,02 0,57 + 0,03 0,47 (0,41-0,58) ° 0,43 + 0,02 ** 0,55+ 0,03%7 <0,0001
(&/L)
Cholestérol LDL 1,10 (0,98-1,31) 1,29 (1,16-1,60)° 1,31 +0,072 1,27 £0,06 1,17(0,97-1,29)>" <0,01
(g/L)

Les valeurs correspondent a des moyennes + SEM ou des médianes avec le 25 iéme et le 75 i€me percentile (pour les distribution log normale).

2 P<0,05,°P<0,01,°P<0,005 ¢ P <0,0005,° P <0,0001, comparé au groupe témoin.

jP <0,05, f*P <0,01, )if <0,005,° P <0,001, % P <0,0005, ® P <0,0001, comparé au tertile 1.
P<0,05" P<0,01, " P<0,005 """
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P < 0,0005,
"P<0,05, 7 P<0,01, 7P <0,0001, comparé au tertile 3.
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P <0,0001, comparé au tertile 2.



Tableau 10: Paramétres membranaires des sujets témoins, obéses adultes classés en tertile selon I’insulinémie, et enfants.

Témoins Tertile 1 Tertile 2 Tertile 3 Obeses enfants ANOVA
n=232 n=20 n=21 n=20 n=25 P

Cholestérol membranaire 251+ 12 285116 290+ 17 248 (237-280) 2659 NS
(CL)
Phosphatidyléthanolamine 258(238-314) 263 +9 276 £ 8 275+6 272 +8 NS
(PE)
Phosphatidylinositol (PI) 72(34-84) 45 (37-66) 51+3°2 35 (33-44) ¢ 39(34-71)* < 0,005
Phosphatidylsérine (PS) 127 £5 111 (101-128) 127+5 113£5 121(96-152) NS
Phosphatidylcholine (PC) 234(210-269) 237+9 241 (222-268) 258 (244-293) 256(239-267) NS
Sphingomyéline (SM) 93 +3 101 +3 102+3° 112 +4%F7 110+3° <0,0005
Phospholipides totaux (PL) 779 + 17 749 (718-809) 794 + 14 785+ 13 781(743-837) NS
CL/PL 0,32 £0,02 0,36 (0,28-0,45) 0,37 (0,28-0,44) 0,33 +0,02 0,33+ 0,01 NS
CL/SM 2,92(1,99-3,33 2,64 (2,29-3,51) 2,85+0,15 2,37£0,12 2,17(2,05-2,66) NS
SM/PE 0,35(0,27-0,43) 0,39 +0,02 0,38 + 0,02 0,41 +0,01 0,41 0,01 NS
SM/PC 0,40 + 0,02 0,40 (0,38-0,48) 0,43 (0,39-0,45) 0,42 (0,39-0,45) 0,44 £ 0,01 NS
SM/PI 1,34(1,07-2,59) 2,43 (1,31-2,95) 1,93 (1,62-2,76) 3,18 +0,18 4P 245410267 < 0,001
PE/PC 1,14 + 0,04 1,14 £ 0,05 1,08 (0,96-1,28) 1,05 (0,94-1,19) 1,07(1,01-1,19) NS

PE, P, PS, PC, SM et cholestérol: en pg/mg de protéines; les valeurs correspondent aux moyennes + SEM ou aux médianes avec le 25 ieme et le

75 1éme percentile (pour les distributions log normale).

3P <0,05,°P<0,01,°P<0,005 % P<0,0001,comparé au groupe témoin.
P p<0,003, comparé au tertile 1.

" P<0,05"" P<0,005, comparé au tertile 2.

TP < 0,05, comparé au tertile 3.
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C- CORRELATIONS SIMPLES ENTRE LES MARQUEURS
DE L’INSULINO-RESISTANCE ET LES PARAMETRES
ANTHROPOMETRIQUES, PLASMATIQUES ET
MEMBRANAIRES

L’étude a été réalisée dans la population totale et au sein de chaque groupe.

C.1- POPULATION TOTALE

L’insulinémie a jeun est corrélée positivement a 'IMC (r = 0,548 P <0,0001), au Z score (r
=(0,695 P <0,0001), au tour de taille (r = 0,584 P < 0,0001), au tour de hanche (r= 0,353 P <
0,0001), au rapport taille/hanche (r = 0,410 P < 0,0001), a la masse grasse (r = 0,505 P <
0,0001), a la leptine (r = 0,445 P < 0,0001) et aux triglycérides (r = 0,273 P < 0,05), et
négativement & 1’age (r = -0,236 P <0,05) et au cholestérol HDL (r =-0,249 P < 0,01).

En ce qui concerne les paramétres membranaires, ’insulinémie est corrélée positivement a
la SM (r = 0,448 P <0,0001), a la PC (r = 0,261 P < 0,005), et aux rapport SM/PE (r = 0,332
P <0,0005), SM/PC (r = 0,178 P < 0,05) et SM/PI (r = 0,489 P < 0,0001), et négativement a
la PI (r=-0,356 P <0,0005), et aux rapports CL/SM (r = -0,271 P <0,005) et PE/PC (r =
-0,234 P <0,05).

Des résultats similaires sont trouvés avec le HOMA.

C.2- TEMOINS

L’insulinémie a jeun est corrélée positivement avec seulement les parameétres
membranaires: SM (r = 0,526 P <0,005), PC (r=0,417 P <0,05), et phospholipides totaux
(r=0,354 P <0,05).

Le HOMA est corrélé positivement avec les mémes parametres membranaires, la SM
(r=0,500 P <0,005), la PC (r=0,480 P <0,01), les phospholipides totaux (r = 0,346

P =10,05), et également avec avec les TG (r = 0,338 P < 0,05) et le cholestérol LDL (r = 0,373

P=0,05).
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C.3- OBESES ADULTES

L’insulinémie a jeun est corrélée positivement a I’'IMC (r = 0,475 P <0,0001), au Z score (r
= 0,600 P < 0,0001), au tour de taille (r = 0,530 P <0,0001), au tour de hanche (r = 0,301 P <
0,05), et aux triglycérides (r = 0,273 P < 0,05), et négativement a 1’age (r = -0,253 P < 0,05)
et au cholestérol HDL (r = -0,329 P <0,05).

Pour les paramétres membranaires, I’insulinémie est corrélée positivement a la SM (r =
0,330 P < 0,01), a la PC (r = 0,272 P < 0,05), au rapport SM/PI (r = 0,441 P < 0,005), et
négativement a la PI (r =-0,335 P <0,05) et au rapport CL/SM (r = -0,298 P <0,05).

Des résultats similaires sont trouvés avec le HOMA.

C.4- OBESES ENFANTS

L’insulinémie a jeun est corrélée positivement a I’'IMC (r = 0,412 P < 0,05), au tour de taille

(r=10,431 P <0,05), a la masse grasse (r = 0,456 P <0,05).

En ce qui concerne les paramétres membranaires, I’insulinémie est corrélée positivement a
la SM (r = 0,530 P <0,01), aux rapports SM/PE (r = 0,614 P <0,001), SM/PC (r = 0,479 P <
0,05), SM/PI (r = 0,602 P < 0,01) et négativement a la PI (r = -0,442 P < 0,05), aux rapports
CL/SM (r=-0,487 P <0,05) et PE/PC (r =-0,434 P <0,05).

Les corrélations avec le HOMA sont identiques a I’exception de la PI qui n’est pas corrélée.

11 faut noter que des corrélations existent dans ce groupe d’enfants obeses et de témoins entre
le cholestérol HDL et des parametres membranaires alors qu’elles n’apparaissent pas chez les
obéses adultes et chez les témoins. Le cholestérol HDL est corrélé négativement aux TG

(r =-0,644 P = 0,0005), aux rapports CL/PL (r = -0,479 P < 0,05) et SM/PC (r = -0,550 P <
0,005) et positivement a la PC (r = 0,585 P < 0,005).
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D- ANALYSE DE REGRESSION PAS A PAS

Dans la population totale (tableau 11), I’ IMC explique majoritairement la variance de
Pinsulinémie a jeun (26,1 %), avec la SM (13,8%) et le cholestérol HDL (2,9%), (r* ajusté =

0,412 P <0,0001).
La variance du HOMA est également expliquée par I'IMC (29,1%), la SM (10,2%) et le

cholestérol HDL (3,2%) (r* ajusté = 0,409 P < 0,0001).

Les résultats sont identiques lorsque les obeses sont répartis en tertiles selon le Z-score

Tableau 11: Analyse de régression multiple pas a pas expliquant I’insulinémie et le

HOMA dans la population totale

Insulinémie

Variables Coefficient 3 1’ partiel F P partiel
IMC 0,486 0,261 38,462 <0,0001
SM 0,126 0,399 35,903 <0,0001
HDL -7,89 0,428 26,737 <0,0001
¥ ajusté = 0,412 P <0,0001

HOMA

Variables Coefficient B 1’ partiel F P partiel
IMC 0,128 0,291 46,044 <0,0001
SM 0,026 0,393 34,977 <0,0001
HDL -2,051 0,425 26,380 <0,0001
r* ajusté = 0,409 P <0,0001

Dans le groupe des témoins (tableau 12), la SM explique 27,7 % de la variance de

insulinémie  jeun (r* ajusté = 0,253 P < 0,005), tandis que les TG et la SM expliquent

33,4 % et 21,1 % respectivement de la variance du HOMA (1* ajusté = 0,509 P < 0,0001).
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Tableau 12: Analyse de régression multiple pas a pas expliquant ’insulinémie et le

HOMA dans le groupe témoin.

Insulinémie

Variables Coefficient 1’ partiel F P partiel
SM 0,061 0,277 11,505 <0,005
r* ajusté = 0,253 P <0,005

HOMA

Variables Coefficient 3 r” partiel F P partiel
TG 1,063 0,334 13,049 < 0,005
SM 0,011 0,545 14,989 <0,0001
1’ ajusté = 0,509

P <0,0001

Dans le groupe des obéses adultes (tableau 13), le tour de taille, le rapport SM/PI et 1’age

expliquent 29,4, 11,9 et 5,5 % respectivement de la variance de Pinsulinémie a jeun (r2
Y

ajusté = 0,499 P < 0,0001). Le tour de taille et le rapport SM/PI expliquent 34,8 et 9,4 %

respectivement de la variance du HOMA (1 ajusté = 0,417 P < 0,0001).

Tableau 13: Analyse de régression multiple pas a pas expliquant Pinsulinémie et le

HOMA dans le groupe des adultes obéses.

Insulinémie

Variables Coefficient 1” partiel I P partiel
Tour de Taille 0,321 0,294 17,900 = 0,0001
SM/PI 0,348 0,413 14,751 <0,0001
Age -0,156 0,468 12,00 <0,0001
r’ ajusté =0,499 P <0,0001

HOMA

Variables Coefficient [3 1” partiel F P partiel
Tour de Taille 0,089 0,348 24,013 < 0,0001
SM/PI 0,543 0,442 17,450 <0,0001
r’ ajusté = 0,417 P <0,0001
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Dans le groupe des obéses enfants (tableau 14), le rapport SM/PE et la masse grasse
expliquent 41,9 et 15,6 % de la variance de Pinsulinémie a jeun (r* ajusté = 0,534 P =
0,0001), les méme parameétres expliquant 32,1 et 17 % de la variance du HOMA (t? ajusté =

0,444 P <0,001).

En ce qui concerne la variance du cholestérol HDL, elle est expliquée par les triglycérides

(41,5 %) et 1a PC (21%), (r* ajusté = 0,591 P <0,0001).

Tableau 14: Analyse de régression multiple pas a pas expliquant I’insulinémie, le

HOMA et le cholestérol HDL dans le groupe des enfants obeses.

Insulinémie

Variables Coefficient B 1” partiel F P partiel
SM/PE 33,503 0,419 15,891 <0,001
Masse grasse (%) | 0,293 0,575 14,180 = 0,0001
1’ ajusté =0,534 P =0,0001

HOMA

Variables Coefficient 3 1* partiel F P partiel
SM/PE 6,709 0,321 10,856 < 0,005
Masse grasse (%) | 0,072 0,491 10,600 < 0,001
r’ ajusté = 0,444 P <0,001

Cholestérol HDL

Variables Coefficient 3 r” partiel F P partiel
TG -0,232 0,415 16,303 = 0,0005
PC 0,002 0,625 18,359 <0,0001
r’ ajusté =0,591 P <0,0001
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III- DISCUSSION

Dans cette étude, pour la premiére fois, les relations éventuelles entre les marqueurs de
I’insulino-résistance et les phospholipides membranaires ont été étudiées dans un groupe de
sujets sains non obeéses. [.’insulinémie variant dans un rapport de 1 a 9 dans ce groupe, la
SM explique pres de 30% de la variance de I’insulinémie a jeun, confirmant la relation trés
forte entre la SM et I’insulino-sensibilité¢ démontrée précédemment chez des sujets obeses
(Candiloros et al., 1996).

Une relation entre la SM et D'insulino-résistance a été rapportée précédemment dans des
mode¢les animaux. En effet, chez les rats hypertendus qui sont considérés comme un modele
d’insulino-résistance, la concentration en SM de la membrane érythrocytaire est augmentée

par rapport a celle des rats témoins (Dorrance al., 2001).

La détermination des classes de phospholipides dans la membrane d’hématie du groupe
d’adultes obéses présentant une large gamme d’insulinémie & jeun (et de HOMA) a permis de
~confirmer les résultats antérieurs (Candiloros et al, 1996). La répartition des obéses en tertiles
montre que le tertile 3 le plus hyperinsulinémique est caractéris¢ par la présence
d’anomalies lipidiques (TG et leptine plus élevés, et HDL cholestérol plus faible que le
tertile 1), et également par une concentration membranaire en SM plus importante.
Toutefois, dans notre étude, un autre phospholipide, le phosphatidylinositol (PI) est associé
aux marqueurs de I’insulino-résistance. Comparée aux témoins, la concentration en PI est
significativement diminuée dans les trois tertiles. LLa diminution est la plus importante dans le
groupe le plus hyperinsulinémique (-51% par rapport aux témoins) et significativement
différente des deux autres tertiles. Il en résulte que le rapport SM/PI est étroitement associé
aux deux marqueurs de I’insulino-résistance et que ce rapport avec le tour de taille expliquent

majoritairement la variance de I’insulinémie a jeun et du HOMA.

L’introduction de la PI comme phospholipide participant avec la SM aux anomalies
membranaires associées a I’insulino-résistance n’est pas en contradiction avec les résultats
antérieurs puisque ce phospholipide n’avait pas été déterminé dans l’étude précédente
(Candiloros et al., 1996). Néanmoins, elle semble spécifique de sujets obéses. En effet, au

sein de la population totale et du seul groupe des témoins, I'influence de la PI disparait lors de
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’analyse de régression pas a pas, la SM restant le seul paramétre membranaire explicatif des
variations de I’insulinémie a jeun.

La PI ne représente qu’un faible pourcentage des phospholipides totaux dans la membrane
érythrocytaire (7 a 9%). elle fait partie de la famille des phosphoinositides qui jouent un rdle
trés important dans la transduction du signal en particulier le signal de I’insuline et de
nombreuses fonctions membranaires.

Les mécanismes conduisant a une diminution de PI ne sont pas élucidés pour I’instant. Elle
constitue un phospholipide mineur des HDL (environ 2,6%). Les compositions en acides gras
de la PI des lipoprotéines et de la membrane érythrocytaire étant différentes, il a été suggéré
que les échanges de PI entre lipoprotéines et cellules étaient peu probables (Breckenridge et
Palmer, 1982).

Toutefois, plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette diminution de PL
Bien qu’il soit admis en général qu’il n’y a pas de synthése de novo de phospholipides, une
biosynthése a €té rapportée dans les hématies humaines matures (Strunecka et Folck, 1988).
Par ailleurs, il a été démontré que dans des hématies humaines, une déplétion en cholestérol
entralnait une réorganisation des phosphoinositides dans des domaines membranaires ou ils
étaient moins accessibles au kinases et phosphodiestérases (M’Zali et Giraud, 1986). Les
quantités de cholestérol membranaire dans le groupe d’adultes obéses ne sont pas
significativement plus élevées que chez les témoins. Toutefois, la SM est significativement
plus élevée et on sait que la SM a une forte affinité pour le cholestérol (Slotte, 1999). On peut
faire ’hypothése que la formation de microdomaines contenant du cholestérol et enrichies en

SM pourrait favoriser dans ce cas une hydrolyse des phosphoinositides, diminuant les taux de

PIL.

En ce qui concerne le groupe des enfants obeéses, il n’existe, & notre connaissance, aucune
donnée dans la littérature concernant 1’étude des relations entre les marqueurs de I’insulino-
résistance et les classes de phospholipides de la membrane érythrocytaire.

Les valeurs moyennes de I’insulinémie a jeun et du HOMA situent ce groupe entre les tertiles

2 et 3 des obeses adultes, mettant en évidence une insulino-résistance importante chez ces

enfants.

En ce qui concerne les parameétres lipidiques, les enfants obéses inclus dans cette étude
semblent former un groupe tres particulier. En premier lieu, ce groupe d’enfants et les obeses

adultes sont différents au niveau des lipides plasmatiques. La valeur moyenne des TG est
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normale : 0,77mmol/L. Elles n’est pas significativement différente des valeurs observées pour
les témoins adultes. En revanche, le CT plasmatique est significativement plus élevé que les
valeurs des témoins adultes et des trois tertiles d’adultes obéses. Pour le cholestérol HDL, il
est significativement plus élevé que celui du tertile 3 des obéses adultes et plus faible que
celui des témoins. En ce qui concerne le cholestérol LDL, il n’est pas différent de celui des
témoins adultes.

Les données lipidiques plasmatiques de ces enfants obéses different également des valeurs
rapportées dans la littérature pour des enfants obéses d’ages voisin.

Les TG sont trés proches des valeurs rapportées antérieurement pour un groupe d’enfants
témoins (Curatola et al., 1987). Elles sont trés similaires (Kitagawa et al., 1983) ou inférieures
a celles rapportées pour des enfants obéses (Curatola et al., 1987 ; Young-Hyman et al.,
2001).

En ce qui concerne le CT plasmatique, la valeur moyenne de 5,71 mmol/L est trés supérieure
aux valeurs de références pour des enfants non obéses d’dge similaire (4,65-5,06 mmol/L,
Documenta Geigy ) ou des valeurs rapportées pour des enfants obéses également d’4ge
similaire: 4,93 mmol/L. (Kitagawa et al., 1983), 4,12, mmol/L (Curatola et al., 1987) et 4,23
mmol/L (Young-Hyman et al., 2001).

Pour le cholestérol HDL, il est similaire au valeurs rapportées par Kitagawa et al., (1983)
dans un groupe d’enfants obeses.

En ce qui concerne le cholestérol LDL, il est plus €levé que celui des enfants obéses (Young-
Hyman et al., 2001).

Ces résultats opposés pour les TG et le CT plasmatique dans le cas d’enfants obéses sont

vraisemblablement liés & des facteurs environnementaux ou aux origines ethniques différentes

des populations étudiées.

Les altérations membranaires observées chez les obéses adultes sont retrouvées chez les
enfants : une augmentation significative de la SM accompagnée d’une diminution
significative de la PI, les concentrations membranaires de ces deux phospholipides étant trés
voisines de celles observées dans le tertile 3 des obéses adultes. Le rapport SM/PE et la masse
grasse expliquent majoritairement la variance de ’insulinémie a jeun et celle du HOMA.,

Il a été rapporté une diminution de la fluidité de la membrane érythrocytaire chez les enfants
obeses, qui est corrélée positivement au rapport CL/PL (Ferretti et al., 1988). Dans notre
étude, le rapport cholestérol/phospholipides de la membrane érythrocytaire n’est pas

significativement modifié par rapport a celui des témoins adultes. Mais la SM et la PE
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membranaire qui expliquent majoritairement la variation de I'insulinémie a jeun, peuvent
avoir un réle dans la transduction du signal de I’insuline, essentiellement par le caractére

rigidifiant de la SM en raison des acides gras saturés qui la compose.

Dans ce groupe d’enfants obéses, les TG et un parametre membranaire : la PC expliquent
majoritairement la variance du cholestérol HDL. Il faut noter que dans le groupe d’obéses
adultes, aucun paramétre membranaire n’explique la variance du cholestérol HDL. Pour
I’instant, aucun élément ne permet d’émettre des hypothéses a propos de la relation PC
membranaire-cholestérol HDL chez les enfants obéses d’autant plus que 1’échantillon est
petit.

Toutefois, leur taux de cholestérol HDL est faiblement diminué par rapport a celui des
témoins adultes. Or, [’analyse de la composition en phospholipide des HDL chez des sujets
caractérisés par un taux de cholestérol HDL élevé, a révélé la présence de forte proportion de
PC dans les HDL alors que la SM et la PE ne varie pas (Ozerova et al., 2001). La PC de la
membrane érythrocytaire a un turnover assez élevé et il est possible que la relation positive

PC membranaire-HDL cholestérol ne soit que le reflet de [’équilibre de la PC entre les HDL

et la membrane érythrocytaire.

Le syndrome X est caractéris€ en particulier par [’insulino-résistance, une
hypertriglycéridémie et un cholestérol HDL faible. Il est détecté chez les enfants et
adolescents obéses (Falkner et Michel, 1999 ; Young-Hyman et al., 2001, Sinaiko et al.,
2001). Notre étude permet d’apporter une information nouvelle sur les relations entre
’obésité infantile et la diminution de I’inulino-sensibilité. Dans le groupe d’enfants obéses
¢tudié, la triglycéridémie étant normale et le cholestérol HDL moins diminué que chez les
obéses adultes, on ne trouve pas ’ensemble des facteurs liés au Syndrome X. Par contre, les
anomalies membranaires en SM et PI sont déja présentes et on peut faire ’hypothese que
ce sont des anomalies primitives apparaissant avant le développement de la constellation de

facteurs du Syndrome X et contribuant peut étre a leur développement.
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IV- CONCLUSION

L’insulinémie a jeun est corrélée a des altérations de la composition en phospholipides de
la membrane érythrocytaire chez des adultes et des enfants obéses mais également chez des
témoins non obéses. Dans les trois groupes, les sujets ayant I’insulinémie la plus élevée ont
une concentration €levée de SM. Par ailleurs, deux autres phospholipides semblent associer a
I’insulinémie dans les groupes d’obéses: la PI chez les adultes et la PE chez les enfants,
varient en fonction inverse avec I’insulinémie.

L’étude du groupe d’enfants obéses a permis de déceler des anomalies membranaires
apparaissant avant le développement des facteurs caractéristiques du syndrome X. Ces
anomalies pourraient peut-étre contribuer & I’apparition de ces facteurs liés au syndrome X

La vérification de cette hypothése nécessite une étude complémentaire sur un groupe

d’enfants plus important.
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CHAPITRE 4

Obésité et restriction calorique: relations entre la
perte de poids, I’insulino-sensibilité et la composition
lipidique de la membrane érythrocytaire
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I- INTRODUCTION

La gestion du poids chez les sujets en surpoids et ob&ses est tout d’abord d’obtenir une
réduction de poids significative et secondairement mais tout aussi important de maintenir
cette perte de poids. Une approche traditionnelle est la prescription de régimes faiblement
caloriques (800 a 1,500 kcal/jour) qui fournissent un apport énergétique inférieur a la dépense

énergétique et il est reconnu que ces régimes faiblement caloriques peuvent €tre un traitement

efficace de I’obésité (Finer, 2001).

Une amélioration de I’insulino-résistance associé a 1’obésité aprés une perte de poids induite
par un régime alimentaire n’est pas clairement établie. Un régime basé sur une absorption
diminuée en graisses et augmentée en carbohydrates n’entraine pas une diminution de
I’insulino-résistance. De plus, de tels régimes peuvent accentuer les anomalies métaboliques
du syndrome X. La substitution des graisses saturées par des graisses monoinsaturées et
polyinsaturées n’affectent pas non plus I’insulino-résistance (Reaven, 2000; Reaven, 2001).
En revanche, dans le cas d’ études d’intervention a court terme (16 semaines) avec un régime
hypocalorique, il semble bien établi qu’une perte de poids modérée augmente I’insulino-

sensibilité (Weinstock et al., 1998 ; Pasanisi et al., 2001 ; Reaven, 2001 ; Janssen et al., 2002,
WHO, 1998, Ziegler et al, 2001).

Par conséquent, la validation de I’hypothése membranaire de I’insulino-résistance peut étre
approchée en effectuant une étude d’intervention sur un groupe de sujets ob€ses soumis a un
régime hypocalorique et en déterminant I’évolution des paramétres indicateurs de I’obésité, de

I’insulino-résistance et de la composition membranaire en phospholipides et acides gras.

A notre connaissance, aucune information n’est disponible sur des relations éventuelles entre

la perte de poids et la composition membranaire en phospholipides et acides gras.

En ce qui concerne les acides gras, les modifications des acides gras lors d” une perte de poids
aprés une restriction calorique ont été essentiellement relevées au niveau plasmatique. Elles
concernent une réduction de I’acide linol€ique et une augmentation de [’acide arachidonique
(Schouten et al., 1981, Rossner et al., 1989 ; Phinney, 1991), une augmentation des acides

gras n-3 (Christophe et Vermeulen, 1992) ou une augmentation des acides gras n-6
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(Bonnefond-Rousselot et al., 1999). Pour le tissu adipeux, il n’y avait pas de modifications
des acides gras (Bonnefont-Rousselot et al., 1999) ou de faibles variations se traduisant par
une augmentation de I’acide palmitoléique et une diminution des acides gras saturés (Rossner
et al., 1989), ou une diminution de 1’acide linoléique (Hudgins et Hirsch, 1991 ; Tang et al.,
1993). Dans I’ensemble de ces travaux, une association entre la variation d’insulino-résistance

et la composition en acide gras aussi bien au niveau plasmatique que dans le tissu adipeux n’a

pas €té recherchée.

Par conséquent, une étude d’intervention a été entreprise sur 24 femmes obéses participant a
un programme de réduction de poids de 3 mois qui combinait une restriction calorique
modérée, une modification du comportement alimentaire et une activité physique réguliére
avec comme objectif une perte de poids de 5-10%. Les patientes devaient réduire leur apport
calorique journalier de 600 kcal (environ 20-30%). Les carbohydrates, graisses et protéines
représentaient 50, 30 et 20% respectivement de I’apport énergétique. La composition de la
membrane érythrocytaire en phospholipides et acides gras a été déterminée a I’état basal et
aprés trois mois de restriction calorique et les relations avec les marqueurs de I’insulino-
résistance examinés. Un groupe de 21 femmes non obéses non soumises a une restriction

calorique ont été considérées comme témoins et étudiées dans des conditions identiques.
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II- RESULTATS

A- A L’ETAT BASAL

A.1- PARAMETRES ANTHROPOMETRIQUES,
METABOLIQUES ET LIPIDIQUES

Les caractéristiques cliniques et métaboliques des 21 femmes témoins et des 24 obé¢ses sont
données dans la tableau 15.

Dans le groupe des 21 femmes témoins, ’IMC varie entre 17,6 et 24 kg/m2 , le pourcentage de
masse grasse entre 14,8 et 35,5 %, P’insulinémie a jeun entre 2,15 et 8,55 mU/L, et [e HOMA
entre 0,4 et 2,6.

Dans le groupe des 24 femmes obéses, I'IMC varie de 25 4 41,1 kg/m? , le pourcentage de masse
grasse de 38,2 4 55,2 %, I’insulinémie a jeun de 4,6 a 17 mU/L, et le HOMA de 1,1 a 3,7.

Les 24 femmes obeses different significativement des témoins par des valeurs plus élevées pour
I'IMC (P < 0,0001), Ie tour de taille (P < 0,0001), le rapport taille/hanche (P < 0,0001), le
pourcentage de masse grasse (P < 0,0001), la glycémie (P < 0,05), l'insulinémie a jeun (P <
0,0001), le HOMA (P < 0,0001), les TG (£ < 0,001), le CT (P < 0,05), et le cholestérol LDL (P <

0,01). En revanche, elles ont des concentrations en cholestérol HDL significativement plus

faibles (P < 0,01).

Afin de mieux présenter les effets de la différence dans le niveau d'hyperinsulinémie basale sur la
composition lipidique de la membrane et compte tenu d'un certain recouvrement des insulinémies
entre le groupe des obeses et le groupe des témoins, les 24 sujets obéses ont été séparés en 2 sous
groupes A et B selon leur insulinémie a jeun. Le seuil entre A et B est la moyenne de
I’insulinémie a jeun + 2 déviations standard déterminée chez le groupe témoin.

Le groupe A, dont ’insulinémie & jeun est < 9,55 mU/L (9 sujets), est défini comme insulino-
sensible, et le groupe B, dont I’insulinémie a jeun est > 9,55 mU/L (15 sujets), comme insulino-
résistant. L’insulinémie a jeun et le HOMA sont significativement plus élevés (P < 0,0001) et le

cholestérol total significativement plus faible dans le groupe B que dans le groupe A (P < 0,05).
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Tableau 15: Paramétres cliniques et métaboliques des femmes témoins, de tous les obéses et

des obéses avec Ins < 9,55 mU/L (groupe A) et Ins > 9,55 mU/L (groupe B) a |'état basal.

Témoins Tous les obéses  Groupe A: Groupe B: Anova®
Ins < 9,55 Ins> 9,55
mU/L mU/L P
n=21 n=24 n=9 n=[5

Age (an) 354422 35,7+22 40,9 + 1,2 326 £33 NS
IMC (kg/m?) 21,0404 32,5409 31,120,7°F 33,3+1,37  <0,0001
Tour de taille (cm) 71,0+ 1,2 95,4+ 1,4 F 93,8+1,7° 96,5+2,17  <0,0001
Rapport taille/ hanches 0,76 + 0,01 0,83+0,01° 084+0,03° 082+0,01¢  <0,0005
Masse grasse (en %) 24,6+ 1,4 452+1,0" 440£137 4591147  <0,0001
Glycémie (mmol/L) 4,77 40,13 514+0,11%  524+0,16 5,08 £0,15 NS
Insulinémie a jeun 4,6 (4,1-6,0) 10,6 +0,7° 6,9+04° 12,840,657  <0,0001
(mU/L)
HOMA 1,0+0,1 24402 1,6 £0,1° 2,9+0,1"  <0,0001
Triglycérides (TG) 0,73+0,06 1,11(0,72-1,52) 1,27+0,23° 1,16 (0,65-1,46)* <0,005
(mmol/L)
Cholestérol total (CT) 4,82 +0,15 542+020°  589+0,35°  507+0,18"  <0,005
(mmol/L)
Cholestérol HDL (g/L) 0,67 0,03 0,54+0,03°  0,58+0,03 0,52+0,04°  <0,05
Cholestérol LDL (/L) 1,04 +0,05 1,30£0,07°  1,46+0,12° 121+0,08  <0,005

Les valeurs correspondent a des moyennes + SEM ou des médianes avec le 25 iéme et le 75 iéme

percentile (pour les distribution log normale).

Anova®: entre le groupe de témoins, le groupe A et le groupe B.

® P <0,05°P<0,01,°P<0,005P<0,001° P <0,0005 P <0,0001,comparé au groupe

témoin.

Y P<0,05" P<0,0001, groupe B comparé au groupe A.
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A.2- COMPOSITION EN PHOSPHOLIPIDES DE LA
MEMBRANE D'HEMATIE

Le tableau 16 rassemble les données concernant le CL et les classes majeurs de phospholipides
détectées dans la membranes d’hématie, ainsi que le rapport CL/ PL.

Les teneurs en CL et SM membranaires (dans la population totale des femmes obéses) sont
significativement plus élevés que dans le groupe des témoins (P < 0,05). Les teneurs en PI sont
significativement plus faibles (P < 0,05).

Le CL membranaire et le rapport Chol/PL dans le groupe A sont significativement plus élevés
que dans le groupe des témoins (P < 0,05).

La SM dans le groupe B hyperinsulinémique, est significativement plus élevée que dans le
groupe des témoins (P < 0,05). Par contre, les quantités de PI sont significativement plus faibles
(P <0,05). De plus, le groupe B est caractérisé par des teneurs élevés en PE et en phospholipides
totaux par rapport au groupe A (respectivement, P < 0,01, P < 0,005) et par rapport au groupe
des témoins (P < 0,05, P <0,05).

A.2.1- Corrélations simples entre les marqueurs de I’insulino-résistance
et les paramétres anthropométriques, plasmatiques et phospholipides membranaires
Afin de cerner les relations pouvant exister entre les marqueurs de 1’obésité, de I’'insulino-
résistance et les propriétés structurales et dynamiques de la membrane érythrocytaire, une étude
de corrélation entre I’insulinémie a jeun et es paramétres cliniques et membranaires a été réalisée
au sein de la population totale.
Ce regroupement parait justifié par le fait que 9 des 21 femmes témoins ont un % de masse grasse

supérieur & 25% et comme signalé précédemment, il y a un recouvrement des insulinémies entre

le groupe des obeses et le groupe des témoins.

L’insulinémie & jeun est corrélée positivement avec 'IMC (r = 0,719, P < 0,0001), le tour de
taille (r = 0,728, P < 0,0001), le rapport taille’hanche (r = 0,367, P < 0,05), la masse grasse (r =
0,675, P <0,0001), les TG (r = 0,514, P < 0,0005), et négativement avec le cholestérol HDL (r =
-0,543, P <0,0005).
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Pour les paramétres membranaires, I’insulinémie a jeun est corrélée positivement avec les
phospholipides totaux (r = 0,503, P < 0,0005), la PE (r = 458, P < 0,005), la SM (r = 0,466, P <
0,005), la PC (r = 0,364, P < 0,05), et négativement avec la PI (r = -0,332, P <0,05).

Des corrélations similaires ont été obtenues avec le HOMA.

Tableau 16: Paramétres membranaires des femmes témoins, de tous les obéses et des

groupes A et B, a I’état basal.

Témoins Tous les obeses ~ Groupe A Groupe B Anova®
n=21 n=24 n=9 n=15 P
A I’état basal
Cholestérol membranaire (CL) 239+ (3 284+ 14° 297 +20° 277+ 16 0,06
Phosphatidyléthanolamin (PE) 265+9 277 £ 8 250+ 11 293 +8%™ < 0,05
Phosphatidylinositol (PI) 66 +7 48 £4° 55+7 44 +4° <0,0.5
Phosphatidylsérine (PS) 125+6 123 +5 113 (105-119) 127 £7 NS
Phosphatidylcholine (PC) 239+ 11 248 +8 229+ 13 260+ 10 NS
Sphingomyéline (SM) 92+4 103 +£4° 96 £ 4 107+£5° 0,05
Phospholipides totaux (PL) 762 £ 21 796 £ 14 748 £ 19 824 14 < 0,05
CL/PL 0,32 +0,02 0,36 £ 0,02 0,40 +0,03° 0,34 £ 0,02 0,07
Anisotropie <r> (DPH) 0,248 +0,001 0,246 £ 0,001 0,245 + 0,002 0,246 £ 0,001 NS

PE, PI, PS, PC, SM et CL: en ug/mg de protéines; les valeurs correspondent aux moyennes =+

SEM ou aux médianes avec le 25 iéme et le 75 iéme percentile (pour les distributions log

normale).

Anova: entre le groupe témoins, le groupe A et le groupe B.

2 P<0,05,° P <0,01 comparés au groupe témoin.

" P<0,05 " P<0,01, ™ P<0,005 " P<0,001, groupe B comparé au groupe A.
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A.2.2- Analyse de régression multiple

Une analyse de régression multiple dans la population totale a montré que la PE, la SM, le % de
masse grasse et les TG étaient des prédicteurs des 2 indices d’insulino-résistance (r* ajusté =
0,689, P <0,0001).
Dans le groupe des obéses, la PE et la SM membranaires, le rapport CL/PL et le cholestérol
HDL plasmatique expliquent majoritairement la variance de I’insulinémie & jeun (r* ajusté =
0,673, P < 0,0001) aprés ajustement sur le % de masse grasse. De méme, la PE membranaire, le
rapport CL/PL et le cholestérol HDL plasmatique expliquent majoritairement la variance du
HOMA (t* ajusté = 0,613, P < 0,0001)

Dans le cas des témoins, seules la PE et la SM sont des prédicteurs de I’insulinémie

plasmatique (r* ajusté = 0,372, P < 0,01), et du HOMA (¢* ajusté = 0,383, P < 0,005).

A.3- COMPOSITION EN ACIDES GRAS

Les tableaux 17a et 17b rassemblent les données concernant la composition en acides gras totaux
de la membrane érythrocytaire des femmes témoins, de la population totale des obéses et des

groupes A et B a [’état basal. Pour faciliter la lecture des résultats, un schéma du métabolisme des

acides gras est donné a la figure 23.

Le groupe entier de femmes obéses est caractérisé par une diminution significative des acides
gras n-6 (P < 0,005), en particulier de I’acide linoléique C18:2n-6 (P < 0,05) et de ['acide
arachidonique C20:4n-6 (p < 0,05). Le rapport n-6/n-3 est également significativement diminué
par rapport au groupe témoin (p < 0,01). En revanche, I’acide érucique est significativement
augmenté (P < 0,05).

Le groupe B (obéses hyperinsulinémiques) a une diminution significative des acides gras n-6
(P <0,005), en particulier de I’acide arachidonique C20:4n-6 (P < 0,05), du rapport n-6/n-3

(P <0.01) par rapport au groupe témoin.

En revanche, le groupe A (obéses insulino-sensibles) présente une diminution significative des
acides gras n-6 (P < 0,05) par rapport au groupe témoin et en particulier de I’acide
eicosadiénoique C20:2n-6 par rapport au groupe témoin (P < 0,005) et au sous groupe B

(P < 0,0005).
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A.3-1 Corrélations simples entre les marqueurs de Pinsulino-résistance
et les acides gras membranaires
L'analyse de corrélation dans la population totale (obéses et témoins) montre que I’insulinémie
est corrélée négativement aux acides gras n-6 (r = -0,383, P < 0,05) et en particulier & I’acide
arachidonique (r = -0,419, P < 0,005), au rapport n-6/n-3 (r =-0,421, P < 0,005) et positivement a
’acide palmitoléique (r = 0,358; P < 0,05), a la A9 désaturase 1 (r = 0,345; P < 0,05) et aux
acides gras n-3 (r = 0,344, P <0,05).

Chez les obéses, I’insulinémie est corrélée négativement a l'acide eicosénoique C20:1n-9 (r = -
0,521; P < 0,01), I’acide arachidonique (r = -0,487; P < 0,05) et positivement a |’acide
eicosadienoique C20:2n-6 (r = 0,420, P < 0,05) et a ’acide lignocérique (r = 0,393, P < 0,05).

Dans le groupe témoin, I’insulinémie est uniquement corrélée positivement a I’acide oléique (r =

0,471; P<0,05)etala A9 désaturase 2 (r = 0,531, P <0,05).
Des corrélations pratiquement identiques sont obtenues avec le HOMA.

A.3.2- Analyse de régression pas a pas

Une analyse de régression multiple pas a pas a été entreprise pour identifier les déterminants
spécifiques indépendants de I’insulinémie a jeun.

Dans la population totale (obéses et t€émoins), les acides palmitoléique C16:1n-7, arachidonique
C20:4n-6 et les acides gras n-3 expliqueraient 12,8, 10,8 et 9% respectivement de la variance de
Pinsulinémie a Pétat basal (* ajusté = 0,276, P < 0,005).

Dans la seule population des obéses, un modele permet d’expliquer I’insulinémie a jeun par
I’acide arachidonique (23,7%) et I’acide eicosadiénoique C20 :2n-6 (17,9%) avec un r* ajusté
égal a 0,360, P < 0,005. Toutefois, on peut retenir un second modele qui inclut Pacide

arachidonique (23,7%) et I’acide lignocérique (15,4%) avec un ¢* ajusté égal 4 0,332, P < 0,01.
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Tableau 17a et 17b: Composition en acides gras totaux de la membrane érythrocytaire des femmes témoins, de la population

totale des obéses et des groupes A (Ins < 9,55 mU/L) et B (Ins > 9,55 mU/L) a I’état basal.

Tableau 17a

Acide palmit(l;que‘ C16:0

28,98 £ 0,65

29,14 0,91 28,78 +0,93 29,10 +0,91
Acide palmitoléique C16:1n-7 0,75 10,16 1,06 £0,16 0,96+ 0,20 1,12 £ 0,23
Acide stéarique C18:0 22,49[20,84 -25,29] 24,46 +1,08 25221188 24,01 £1.35
Acide oléique C18:1n-9 9,45 +0,72 9,18 7,55-12,31] 11,42+ 1,48 8,38] 7.55-10,60]
Acide linoléique C18:2n-6 8,24 0,64 6,82%0,39° 6,76[ 6,42-7,28] 7,08 £0,49
Acide o-linolénique C18:3n-3 0,94710,33-1,27] 0,48[ 0,09-1,52] 0,52] 0,36-0,66] 0,18[0,08-2,57]

Acide arachidique C20:0

0,69[0,39-1,13 ] 1,12[ 0,48-1,79] 1,31£0,42 1,10[ 0,56-1,86]
Acide eicosénoique C20:1n-9 0,38[0,22-0,78] 0,79 +0,16 1,13 +0.25 0.25[0,04-091] . 1k
Acide eicosadiénoique C20:2n-6 0,30[ 0,18-0,63] 0,22[ 0,12-0,45] 0,17+0,08° 0,30[ 0,20-0,55] ** P <0,001
Acide eicosatrienoique C20:3n-3 0,83[0,59-1,41] 1,12[:0,67-1,64] 1,16[ 0,81-1,891 1,09+0,14 ‘
Acide arachidonique C20:4n-6 10,34[ 9,57-11,16] 9,33£0,29*° 9,73+0,29 9,09+0,42° P<0,05
Acide eicosapentaénoique C20:5n-3 0,32[0,23-0,54 ] 0,31.0,20-0,51] 0,44+0,10 0,28[0,19-0,47] e i
Acide béhénique C22:0 1,46 £0,27 2,24+0,30 2,17+0,46 2,24[1,41-2,71]
Acide érucique C22:1n-9 0,94 0,48-1,50] 1,60 £0,16 1,64+0,26 1,58 0,21
Acide docosatétraénoique C22:4n-6 2,30 1,66-3,65] 2,15+0,16 2,30+0,23 2,06+0,21
Acide lignocérique C24:0 1,95+0,29 1,38 £0,28 0,73 40,30 1,76:£0.39
Acide docosahxaénoique C22:6n- 3 3,66 +0,43 4,89] 2,66-6,44] 4,23 +0,75 4,99[ 3,07-6,71]
Acide nervonique C24:1n-9 1,41.+0,27 0,94+£0.22 0,86 £0,36 0,99 +0.29

& me
Les valeurs correspondent aux moyennes + erreur standard (valeurs exprimées en pourcentage) ou médianes avec le 25°™ et le 75le

percentile (pour les distributions suivant une log normale).

2P <0,05; °P<0,01;

¢ P <0,005 ;comparé au groupe témoin.

"P<0,05; 7 P<0,0005 ; groupe A comparé au groupe B.

Anova’ entre groupe témoin, groupe A et B.
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Tableau 17b

SFA (sor’nmebdes satur(;s) -

5745+1,22 58615116 5822+ 1,70 5884 1,60
UFA(somme des insaturés) 42,56 + 1,23 4126 +1,15 41,56 1,64 41,08% 1:59
PUFA(somme des polysaturés) 28,70 £ 0,87 26,58 £0,86 25,54 +1,08 27,21 i ‘1 22
MUF A(somme des monosaturés) 13,86 +0,89 12,89f 11,54-16;25] - 16,02 +1,41. 12,130 11,1-15,17]
PUFA/SFA 0,509 + 0,024 0,462 + 0,022 0,444 £ 0,026 0,474 £ 0,033
Somme des acides gras (n-9) 13,12 +£0,87 11,82[:10,88-15,14] 15,06 £ 1,49 10,95[ 11-12,74] »
Somme des acides gras (n-6) 22,45+1,02 18,67 £0,50 ¢ 18,58 +0,86° ©18,73110,64° ”»P <001 .
Somme des acides gras (n-3) 6,25 +£0,46 7,53[ 6,31-8,81] 6,97 £0,54 ‘ 7,80[ 6,31-9,39] | |
n-6/n-3 3,40[2,54-4,61] 2,51[2,04-2,95]° 2,83 +0,31 2,50[ 1,93-2,86]° P<005
09 desatl (C16:1-7/C16:0) 0,027 £ 0,006 0,037 £ 0,005 0,035+0,070 6,638 +0,07 —
09 desat2(C18 :1-9/C18:0) 0,416 + 0,039 0,458 + 0,049 0,50 £0,09 0,38[:0;25-0,55]

Les valeurs correspondent aux moyennes * erreur standard (valeurs exprimées en pourcentage) ou médianes avec le 25" et le 75"

percentile (pour les distributions suivant une log normale).
AP <0,07; ®p<0,05; °P<0,01; ¢ P<0,005 ;comparé au groupe témoin.
"P<0,05; " P<0,005 groupe A comparé au groupe B.

Anova® entre groupe témoin, groupe A et B.
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B- APRES UN REGIME HYPOCALORIQUE DE 3 MOIS

B.1- CARACTERISTIQUES ANTHROPOMETRIQUES,
METABOLIQUES ET LIPIDIQUES

Apres un régime hypocalorique de 3 mois, sur les 24 obéses, 23 ont perdu du poids et e poids
d’une patiente est resté stable.

La moyenne de la perte de poids est de 4,7 £ 0,6 kg, (-5,7 + 0,7 %), soit une diminution du IMC
de 32,5+0,9 230,6 + 0,9 kg/ m? (-5,8 %, P < 0,001).

On enregistre une diminution significative de 4,5 0,8 % du tour de taille (P < 0,001), de 1,7 £
0,5 % du rapport taille/ hanche (P < 0,01), de 4,1 + 0,5 kg (soit —11,3 + 1,4 %) de la masse grasse
(P <0,001), et seulement de 0,4 +0,3 kg de la masse maigre.

L'insulinémie a jeun est diminuée significativement (-10,2 £ 5,4 %, P < 0,05) tout en demeurant
supérieur a celle du groupe témoin. La baisse du HOMA (-8,4 + 5,8 %, P = 0,08) n’est pas
significative. La glycémie, les TG et le cholestérol HDL ne varient pas. Par contre, on observe
une baisse significative du CT (- 5,6 %, P < 0,05) et du cholestérol LDL (-6,9 %, P < 0,05).

Les variations de ces paramétres ont également été étudiées dans les groupe A et B.

La perte de poids est similaire dans le groupe A (-5,9 £ 1,1 %) et le groupe B (-5,5 £ 0,9 %).
Cependant, le groupe B, insulino-résistant, présente une diminution significative de
Pinsulinémie a jeun (-18,8 = 6,1 %, P < 0,01) et du HOMA (-16,2 £ 7,5 %, P < 0,05). En
revanche, le groupe A, insulino-sensible, ne présente pas de variations significatives de

I’insulinémie et du HOMA.

B.2- COMPOSITION EN PHOSPHOLIPIDES DE LA MEMBRANE
D'HEMATIE

Le tableau 18 rassemble les données concernant les paramétres membranaires. Pour faciliter

les comparaisons, les données a 1'état basal ont été également incluses dans le tableaul7.
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Une diminution significative du CL. membranaire (-12,4 + 4,4 %, P < 0,05), et du rapport CL/PL

(-11,1 £4,5 %, P <0,01) est observée. La variation des autres paramétres membranaires n’est pas

significative.

Les variations des paramétres membranaires ont également été étudi€es dans le groupe A et
B. La perte de poids est similaire dans le groupe A (-5,9 = 1,1 %) et le groupe B (-5,5 £ 0,9 %).
Cependant, le groupe B, insulino-résistant, présente une diminution significative du CL
membranaire (-13,7 = 5,6 %, P < 0,05), du rapport CL/PL (-12,0 + 5,4 %, P < 0,05) et de
’anisotropic de fluorescence du DPH (-1,71 £ 0,43 %, P < 0,005). On note également une

diminution de la SM membranaire mais non significative (-5,1% 3,0 %, P = 0,09).

Le groupe A, insulino-sensible, ne présente pas de variations significatives des parameétres

membranaires apres perte de poids. On note, cependant, une diminution significative de la PI

membranaire (-16,4 + 9,3 %, P < 0,05).

En comparant les groupes A et B, seules la PE membranaire et 1’anisotropie de fluorescence du
DPH varient de fagon significative dans le groupe B apres perte de poids (P < 0,001et P < 0,05

respectivement).

Il n’existe pas de variation significative de [’anisotropie de fluorescence du TMA-DPH.
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Tableau 18: Paramétres membranaires des femmes témoins, de tous les obéses et des

groupes A et B, avant et aprés perte de poids.

Témoins Tous les obeses Groupe A Groupe B Anova®
Ins <9,55 mU/L  Ins> 9,55 mU/L
n=21 n=24 n=9 n=13 P
A Pétat basal
Cholestérol membranaire 239 + 13 284+14° 297 +20° 277+ 16 0,06
(CL)
Phosphatidyléthanolamine 265+9 277+ 8 250+ 11 293 +8°%" <0,05
(PE)
Phosphatidylinositol (PI) 66 +7 48 +4° 55+7 44 +4* <0,0.5
Phosphatidylsérine (PS) 125+ 6 1235 113 (105-119) 127 +7 NS
Phosphatidylcholine (PC) 239+ 11 248 £8 229113 260+ 10 NS
Sphingomyéline (SM) 92 +4 103 +4° 9 +4 107+5°% 0,05
Phospholipides totaux (PL) 762 +21 796 + 14 748 + 19 824 + 142%™ <0,05
CL/PL 0,32£0,02 0,36 £0,02 0,40 £0,03 * 0,34 £ 0,02 0,07
Anisotropie <r> (DPH) 0,248 +£0,001 0,246 £0,001 0,245 £ 0,002 0,246 + 0,001 NS
Aprés perte de poids

Cholestérol membranaire 239 +13 243+ 127 258 +17 233+16° NS
(CL)
Phosphatidyléthanolamine 26519 264 +7 236+ 11 280+6"™ < 0,05
(PE)
Phosphatidylinositol (PI) 66+7 40 (36-54) ° 43+4 7 50+6" < 0,05
Phosphatidylsérine (PS) 125+6 116 +4 17+£5 115+6 NS
Phosphatidylcholine (PC) 239 +11 256 £ 8 250+ 10 259+ 11 NS
Sphingomyéline (SM) 92 +4 99 +4 97 t6 100 £5 NS
Phospholipides totaux (PL) 762 +21 782 £ 15 743 £20 80518 NS
CL/PL 032+0,02 031+0,02™  034+0,02 0,29 £0,02 " NS
Anisotropie <t> (DPH) 0,248 £0,001 0,244+0,001* 0247 40,001 0,24240,001 """ <0,01

PE, PL, PS, PC, SM et CL: en pg/mg de protéines; les valeurs correspondent aux moyennes = SEM
ou aux médianes avec le 25 i¢me et le 75 iéme percentile (pour les distributions log normale).
Anova: entre le groupe témoin, le groupe A et le groupe B.

2 P<0,05,°P<0,01 comparés au groupe témoin.

*P<0,05 " P<0,01,"" P<0,005 " P <0,001, groupe B comparé au groupe A.

TP <0,05 TP <001, P<0,005 comparaison des groupes obéses & I’état basal et aprés perte

de poids.
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B.3- COMPOSITION EN ACIDES GRAS

Les tableaux 19a et 19b rassemblent les données concernant la composition en acides gras
totaux de la membrane érythrocytaire, de la population totale des obéses et des groupes A et B
apres le régime hypocalorique de 3 mois. Les valeurs enregistrées pour les femmes témoins ont

¢€té remises dans les tableaux pour comparaison.

B.3.1- Variations par rapport a 1’état basal

Des modifications importantes du profil d’acides gras sont observées dans le groupe entier

des obéses:

- une diminution significative des acides gras saturés (-12,1 %, P < 0,005), dont :

e l'acide palmitique C16:0 (-6,3 %, P < 0,05) et l'acide stéarique C18:0 (-13,6 %,
p <0,01).
- une augmentation significative des acides gras insaturés (+17,8 % ; P < 0,005) dont :

¢ l'acide palmitoléique C16:1n-7 (+150 %, P < 0,005), la A9 désaturase 1 (C16:1n-
7/C16:0) étant également, significativement augmentée.(+62,5 %, P < 0,005)

¢ les acides gras n-6 (+20,2 %, P < 0,0001), particulierement I'acide arachidonique
C20:4n-6 (+13,2 %, P <0,01) et l'acide docosatétraénoique C22:4n-6 (+ 73 %, P <0,01).
- Il en résulte une augmentation des acides gras polyinsaturés (+15,5 %, P < 0,0005) et du

rapport PUFA/SFA (+26 %; P <0,0005).

Des variations pratiquement identiques sont retrouvées dans le sous-groupe B
hyperinsulinémique, aprés perte de poids :
- une diminution significative des acides gras saturés (-12,2%, P < 0,0005), dont :
o |'acide palmitique C16:0 (-8,5%, P < 0,05), 'acide stéarique C18:0 (-16,7%, P < 0,05),
et l'acide arachidique C20:0 (-41,8%, P < 0,05).
- une augmentation significative des acides gras insaturés (+17,4%, P < 0,0005) dont :
e ’acide palmitoléique C16:1n-7 (+187,5%, P < 0,01), l'activité de la A9 désaturase 1
étant également augmentée (+228,9%, P < 0,01).
e des acides gras n-6 (+22,4%, P < 0,0001), particuliérement de l'acide arachidonique

C20:4n-6 (+19,9%, P < 0,01) et de I'acide docosatétraénoique C22:4n-6 (+96%, P < 0,01).
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- II en résulte une augmentation des acides gras monoinsaturés (+40%, P < 0,05), des

polyinsaturés (+15,6%, P < 0,005) et du rapport PUFA/SFA (+29,1%, P < 0,005).

Par contre, dans le sous-groupe A insulino-sensible, aprés perte de poids, on observe
seulementune diminution des acides gras n-9 (-21,3%, P < 0,05), une augmentation d’un acide
gras saturé : l'acide lignocérique C24:0 (+246%, P < 0,01), des acides gras polyinsaturés

(+15,4%, p <0,05), dont les acides gras n-6 (+16,4%, P < 0,05).
p

B.3.2- Variations par rapport au groupe témoin.

Aprés perte de poids, dans le groupe entier des obéses, les anomalies significatives constatées
a I’état basal par rapport au groupe témoin au niveau des acides gras n-6, linoléique C18:2n-6,
arachidonique C20:4n-6 et érucique C22:1n-9, ont disparu. Toutefois, le rapport n-6/n-3 reste
significativement diminué (P < 0,05).

En ce qui concerne I’évolution du profil d’acides gras dans les sous groupe A et B, les résultats
de PANOVA montrent également qu’apreés perte de poids, les anomalies au niveau des acides
gras n-6 dans les sous groupe A et B, ’acide arachidonique C20:4n-6 dans le sous groupe B et
I’acide ecosadiénoique C20:2n-6 dans le sous-groupe A par rapport au groupe témoin ont
disparues.

En revanche, des variations significatives dans les proportions de certains acides gras par rapport

au groupe témoin sont apparues.

Le groupe entier d’obéses aprés un régime hypocalorique de 3 mois présente par rapport

aux témoins :

- des proportions significativement plus faibles en acides gras saturés (-9,3%, P < 0,05),

particuli¢rement I'acide stéarique C18-0 (-5.0%, P < 0,01),

- des proportions significativement plus élevées dans les acides gras insaturés (+12,4%, P <0,05),

dont :
¢ ’acide palmitoléique C16:1n-7 (+254,6%, P < 0,005), 'activité de la A9 désaturase 1

étant également augmentée (+48,2%, P < 0,005).

e les acides gras n-3 (+35,5%, P < 0,005), particuliérement 'acide docosahexaénoique

C22:6n-3 (+53,3%, P < 0,001).
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- Il en résulte une augmentation du rapport PUFA/SFA (+14,3%, P < 0.05).

- Le rapport n-6/n-3 qui était significativement diminué a I’état basal reste significativement

diminué (-20,9%, P < (,05).

Par comparaison au groupe des témoins, on retrouve pratiquement dans le groupe B
hyperinsulinémique les mémes variations que dans le groupe total des obéses.

- des teneurs significativement plus faibles en acides gras saturés SFA (-10%, P < 0,005), en
particulier l'acide stéarique (-14,5%, P < 0,05),

- des teneurs significativement plus élevées en acides gras insaturés (+13,3%, P < 0,005) dont :

e les monoinsaturés (+21%, P < 0,05) et particuli¢rement l'acide palmitoléique (+329%, P
< 0,0005), une activité élevée de la d9 désaturase 1 étant également constatée (+29,1%, P <
0,0005).

e les acides gras n-3 (+47%, P < 0,0005), en particulier ’acide docosahexaénoique
(+61,2%, P < 0,005).

- le rapport PUFA/SFA est significativement augmenté (+20,2%, P < 0,01)
- le rapport n-6/n-3 reste significativement diminué (-22,7%, P < 0,05).

En revanche, dans le sous groupe A insulino-sensible, on observe aucune variation

significative d’acides gras apres le régime et ceci par rapport aux témoins.
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Tableau 19a et 19b: Composition en acides gras totaux de la membrane érythrocytaire des femmes témoins, de la population totale des
obéses et des groupes A (Ins < 9,55 mU/L) et B (Ins > 9,55 mU/L) aprés perte de poids.
Tableau 18a

Acide palmitique C16:0

29,14 + 0,91 27,16 + 0,54 28,04 + 1,14 26,64 +0,52 "
Acide palmitoléique C16:1n-7 0,75£0,16 2,65+053%" 1,71 £0,54 322+ 07657 . L PX
Acide stéarique C18:0 22,49[20,84 -2529] 21,14 +0,65>% 23,04 +122 20,00 + 0,60 > * * P<0,05
Acide oléique C18:1n-9 9,45 +0,72 10,10 0,56 9,19+0,77 - 10,64+0,53 '
Acide linoléique C18:2n-6 8,24 + 0,64 7,01[ 6,63-7,46] 7,17 £042 7,02[ 6,70-7,72]
Acide a-linolénique C18:3n-3 0,94 [0,33-1,27] 0,51[ 0,16-1,51] 1,29+ 0,49 0,74+ 020
Acide arachidique C20:0 0,69[0,39-1,13 ] 0,66 0,48-0,97] 0,72{ 0,52-1,48] 0,63+0,08"
Acide eicosénoique C20:1n-9 0,38[ 0,22-0,78] 0,32[ 0,20-0,76] 0,46 0,20 0,35[ 0,26-0,77]
Acide eicosadiénoique C20:2n-6 0,30[ 0,18-0,63] 0,24[ 0,15-0,74] 0,23[0,16-0,18] 0,24{ 0,13-0,79}
Acide eicosatrienoique C20:3n-3 0,83] 0,59-1:41] 1,26 £ 0,11 1,00.£ 0,20 1,42 £0,13
Acide arachidonique C20:4n-6 10,34[ 9,57-11,16] 10,56 £0,33 9,98 £ 0,56 10,90+ 0,39
Acide eicosapentaénoique C20:5n-3  0,32[0,23-0,54 ] 0,37] 0,28-0,47] 0,28 0,17-0,46] 0,38[0,32-0,47]
Acide béhénique C22:0 1,46+ 027 1,98 £ 0,19 2,11 £0,29 1,89 + 0,25
Acide érucique C22:1n-9 0,94 0,48-1,50] 0,70[.0,32-1,44] 1,26 40,40 1,03 £0.27
Acide docosatétraénoique C22:4n-6 2,30[ 1,66-3,65] 3,72£0,50 3,19 +0.,75 4,04 +0,67"
Acide lignocérique C24:0 1,95+ 0,29 2,53+0.28" 2,53+043" 2524037 e
Acide docosahxaénoique C22:6n-3 3,66 + 0,43 561+032¢ 5,13 0,68 5,90+031° P<0, 01
Acide nervonique C24:1n-9 1,41+£0.27 0,46]0,14-1,68] 0,94 £0,34 108+ 042 :

Les valeurs correspondent aux moyennes + erreur standard (valeurs exprimées en pourcentage) ou médianes avec le 25lemc et le 75leme

percentile (pour les distributions suivant une log normale).
2 P<0,05; ®P<0,01; °P<0,005; ¢P<0,001; °P <0,0005; comparé au groupe témoin.
P <0,05; groupe A comparé€ au groupe B.

TP<0,05"P<0,01;7"P<0,005 """ P<0,001; 7" P <0,0005; 77" P <0,0001; ’état basal comparé 4 I’état aprés perte de poids.
Anova® entre groupe témoin, groupe A et B.
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Tableau 19b

SFA

57451122

1= 51,69+0,80 ©
UFA 42,56+ 1,23 47,83[44,00-50,38] > 43,03 +2,43 482240817 % <00l
PUFA 28,70 + 0,87 30,71 +0,70 7 2947+130" 31,45+0,78 > = 0,09
MUFA 13,86 £ 0,89 15,57 £0,78 13,56+ 1,49 16,78 £0,75 % P=0,05
PUFA/SFA 0,509 + 0,024 0,582 + 0,022 > 0,531 + 0,043 0,612 £ 0,021 > P <0,05
Somme des (n-9) 13,12+ 0,87 12,9240,70 - 11,85+ 1,377 13,55 +0,74
Somme des acides gras (n-6) 22,45+1,02 22,44 40,577 21,63+ 1,127 22.92+0,62 7
Somme des acides gras (n-3) 6,25+£0,46 8,47+0,45° 7,28 £ 0,67 9,19+0,54 & * P< 0,001
Rapport n-6/n-3 3,40[ 2,54-4,61] 2,69[ 2,20-3,16]* 3,09[ 2,26-3,67] : - 2,62£0,16° o P<005
A9 desatl (C16:1-7/C16:0) 0,027 + 0,006 0,04[ 0,01-0,05] > 0,065+ 0,023 0,125+ 6,031 etk P< 0‘,005
A9 desat2 (C18 :1-9/C18:0) 0,416 + 0,039 0,494 £0,030 0,421 +0,055

0537£0031% - P=006

Les valeurs correspondent aux moyennes + erreur standard (valeurs exprimées en pourcentage) ou médianes avec le 25 et le 75™ percentile

(pour les distributions suivant une log normale).

2 p<0,05 °P<0,01; °P<0,005 P <0,001; ©P<0,0005; comparé au groupe témoin.

" P<0,05; groupe A comparé au groupe B.

TP<0,05 7 P<0,01; 7 P<0,005; 77 P<0,001; 7 P <0,0005; 7T P <0,0001; I’état basal comparé 4 I’état aprés perte de poids.

Anova® entre groupe témoin, groupe A et B.
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C- ANALYSE DES RELATIONS ENTRE LES
VARIATIONS DES PARAMETRES APRES LE REGIME

HYPOCALORIQUE

Dans la population totale des obéses, nous avons étudi¢ les relations entres les variations
d’insulinémie entre I’état basal et le régime hypocalorique, et les caractéristiques cliniques,
les lipides plasmatiques et les composants membranaire de 1’hématie (exprimées en
pourcentage de variation entre 1’état basal et aprés perte de poids), en effectuant une analyse
de régression linéaire.

Les variations de I’insulinémie a jeun entre ’état basal et aprés perte de poids, sont
positivement corrélées avec les variations de I'IMC (r = 0,573 P < 0,005), du tour de taille (r
=0,573 P <0,01), de la masse grasse (r = 0,494 P <0,05) (figure 22A).

Elles sont également corrélées avec les variations de 1’anisotropie de fluorescence du DPH (r
= 0,615 P < 0,005), de la SM (r = 0,516 P < 0,01) (figure 22B), et négativement corrélées
avec les variations de la PE (r = -0,41 P < 0,05) (figure 22C).

De plus, les variations de la SM sont négativement corrélées avec les variations de la PI (r =
-0,497 P < 0,05) (figure 22D), et positivement corrélées avec les variations d’anisotropie de
fluorescence du DPH (r = 0,587 P < 0,005).

Des relations similaires ont été retrouvées avec les variations du HOMA.
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Figure 24: Relations entre les variations d’insulinémie (dIns en %), entre I’état basal et

aprés perte de poids, et les variations du pourcentage de masse grasse (Masse grasse en
%) (A), de la SM membranaire (dSM en %) (B), de la PE membranaire (dPE en %) (C),

et relation entre les variations de SM membranaire (dSM en %) et les variations de PI

membranaire (dPI en %) (D).
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En ce qui concerne les acides gras, en dépit de variations significatives dans les proportions
de nombreux acides gras aprés perte de poids, ’analyse de corrélation simple dans la
population totale des obéses montre que la variation de I’insulinémie entre I'état basal et
aprés le régime hypocalorique est corrélée uniquement négativement a la variation de

I'acide arachidonique C20:4n-6 (r =-0,417 P <0,05) (Figure 23).

80 1r=-0,417 P <0,05 ¢

40 +

% dIIns

204 o

-20 -

-40 -

-60 + . T . T .
-20 0 20 40 60 80 100
% d C20-4n-6

Figure 25: Relations entre les variations d’insulinémie ( dIns en % ), entre I’état basal et

apres perte de poids, et les variations de I’acide arachidonique (d C20-4n-6 en %).

Cette corrélation se retrouve également dans le groupe B hyperinsulinémique (r = -0,569,

P <0,05) et il faut noter qu’aucune corrélation n’est mise en évidence dans le groupe A

insulino-sensible.
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D- ANALYSE DE REGRESSION PAS A PAS

Une analyse de régression pas a pas a été effectuée pour déterminer les facteurs indépendants
les plus significatifs prédictifs de la variation de I’insulinémie & jeun, (tableau 20).

Un modéle de régression pas & pas, tres significatif (r2 = 0,704, P < 0,001), fait ressortir 3
facteurs (dMasse grasse, dSM et dPE) qui expliquent respectivement 27,8 %, 26,6 % et 20
% de la variation totale de ’insulinémie, aprés le régime hypocalorique de 3 mois.

Des facteurs identiques expliquent les variations du HOMA.

Dans le cas des acides gras, les variations d’insulinémie a jeun aprés perte de poids seraient
expliquées par les variations des acides eicosadiénoique C20:2n-6 (26,8%) et arachidonique

C20:4n-6 (15,2%) avec un r* ajusté de 0,356, P < 0,01.

Afin de préciser la contribution respective des variations des phospholipides et des acides gras
dans la variation de I’insulinémie a jeun, une analyse a été effectuée en incluant dans le
modele les phospholipides, le CL, le rapport CL/PL et les acides gras dont les variations sont

significatives apres perte de poids. La variation de la masse grasse a également été incluse

dans le modéle.

Dans un premier modele, la variation de la SM, de la PE et de la masse grasse expliquent
respectivement 26,6, 27,8 et 20,0 % des variations de I’insulinémie a jeun (r2 ajusté = 0,704, P

<0,0001).

L’introduction « forcée » dans le modele de I’acide arachidonique C20:4n-6 et de I’acide
eicosadiénoique C20:2n-6 fournit un modéle dont le r* ajusté est voisin du précédent : 0,709,
P < 0,0001, la somme des deux acides gras, la masse grasse, la SM et la PE expliquant

respectivement 38,4, 14,6, 10,8 et 13,7% des variations de I’insulinémie aprés perte de poids.
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Tableau 20: Modéle de régression pas a pas expliquant la variation de 'insulinémie

(dIns (%)) aprés le régime hypocalorique.

Variable Coefficient B 1* partiel F P partiel
dMasse grasse (%) 0,528 0,278 11,908 < 0,0005

dSM (%) 0,516 0,266 7,607 <0,05

dPE (%) -0,463 0,20 18,419 <0,0001

r’ ajusté : 0,704; F: 18,419 and P < 0,0001.

Variable Coefficient 3 ~ 1? partiel F P partiel
d C20:4n-6 (%) -0,397 0,174 4,421 <0,05
d C20:2n-6 (%) +0,005 0,384 6,223 <0,01

1’ ajusté = 0,322; F = 6,223; P <0,01
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III- DISCUSSION

Les résultats antérieurs (Candiloros et al., 1996; Zeghari et al., 2000 (a), chapitre 3) ont

montré une corrélation positive entre I’insulinémie a jeun ou le HOMA, et le contenu

membranaire en SM chez des sujets obéses.

Les études transversales ne permettent pas de déterminer si 1’altération de la composition
membranaire est une conséquence de 1’obésité associée a I’insulino-résistance ou au contraire,
une cause menant & un ¢tat d'insulino-résistance.

Dans cette étude, une perte de poids a été utilisée pour la démonstration. En effet, une perte de
poids méme modérée chez des individus obéses peut améliorer la sensibilité a I’insuline
(WHO, 1998; Ziegler et al, 2001; Ross et al, 2000). Par conséquent, I’objectif de ce travail a
ét¢ de montrer si une perte de poids, généralement associée & une amélioration de la
sensibilit¢ a I’insuline et consécutive a un régime hypocalorique, pourrait entrainer des

modifications de la composition en phospholipides et en acides gras des membranes

cellulaires.

Nos résultats indiquent que la perte de poids induite par un régime entraine globalement une
diminution de ’hyperinsulinémie et peut corriger les altérations de la membrane en

phospholipides et en acides gras, tout au moins en partie.

A- INSULINO-RESISTANCE ET COMPOSITION DE LA
MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE EN PHOSPHOLIPIDES

Dans le groupe de 24 femme obeses qui a été étudié, une analyse de régression multiple a
montré que les contenus membranaires en PE et en SM étaient des prédicteurs indépendants
de Pinsulinémie a jeun et/ou du HOMA dans le groupe en surpoids. On obtient le méme
résultat pour le groupe témoin.

L’observation importante de ce travail réside dans le fait que les variations de SM et de PE

membranaires aprés perte de poids sont aussi des prédicteurs indépendants des variations de
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I’insulinémie a jeun ou du HOMA. Les variations de I’insulinémie ou du HOMA sont
significativement corrélées avec les variations en SM et en PE aprés ajustement sur les

variations de la masse grasse.

La premiére question était de savoir si une restriction énergétique pouvait jouer un réle sur la
composition lipidique des membranes cellulaire. Dans des modeles animaux, la restriction
alimentaire réduit d’au moins 50 % tous les phospholipides des membranes corticale en
bordure en brosse de rats (Eiam-Ong et al, 1999). Ce n’est pas le cas au niveau des
membranes de mitochondrie et de microsomes de foie (Laganiere et Yu, 1993). La restriction
alimentaire augmente également la fluidité de membrane d’érythrocyte de rats en
croissance (Levin et al, 1992). A notre connaissance, il n'existe aucune donnée concernant les

relations entre la restriction énergétique et la composition membranaire en phospholipides

chez ’homme.

Dans notre étude, il est intéressant de constater que la classification des femmes obéses en
groupes insulino-résistant et insulino-sensible nous a permis de mieux évaluer les effets de la
restriction calorique sur la composition lipidique membranaire. En effet, la perte de poids est
identique dans les deux sous-groupes mais c¢’est uniquement dans le sous groupe
hyperinsulinémique qui voit baisser son insulinémie a jeun que I’on observe des variations

significatives au niveau des phospholipides et des acides gras.

Dans le groupe obése insulino-sensible qui ne modifie pas significativement 1’insulinémie a
jeun apres trois mois de restriction calorique, les variations des phospholipides et des acides
gras sont minimes. Par conséquent, il semble que ce n’est pas la perte de poids en elle-méme
qui puisse étre reliée aux variations de la composition de la membrane cellulaire mais plutot la

variation d’insulino-sensibilité.

En effet, dans le groupe des obéses hyperinsulinémiques, le régime hypocalorique de trois
mois a induit a la fois une amélioration significative des marqueurs de I’insulino-résistance
et une diminution significative du CL. membranaire de I’érythrocyte. La diminution du
contenu membranaire en SM tend a étre significative. Toutefois, il est important de noter que
les femmes obéses du groupe B pour lesquelles la diminution de P’insulinémie a jeun est > &

10 % ont une diminution significative du contenu membranaire en SM ( dSM = -7,1 + 3,2 %,
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P < 0,05, n = 11). L’anisotropie de fluorescence du DPH est également diminuée, montrant

une augmentation de la fluidité membranaire.

L’insulino-résistance est elle la cause ou conséquence des perturbations des phospholipides

membranaires ? Il est impossible de répondre & cette question et on peut avancer deux

catégories d’hypothéses.

La premiére hypothése est que ’hyperinsulinémie et/ou l'insulino-résistance pourraient
étre responsables des variations des paramétres membranaires, particuliérement des

contenus membranaires en SM et en PE.

Un état d’insulino-résistance peut affecter la composition membranaire en phospholipides a
travers 3 mécanismes: 1) perturbation des échanges entre les cellules et les lipoprotéines
plasmatiques: 2) la présence dans le plasma de molécules capables de stimuler I’incorporation

de phopholipides au niveau membranaire: 3) un effet sur la synthése ou le catabolisme des

phospholipides.

Premiérement, le flux du cholestérol libre et des phospholipides entre les lipoprotéines et les
cellules est bi-directionnel. L’intensité et la direction des flux dépendent du rapport influx/
efflux et sont déterminées par les propriétés des cellules et du récepteur (Rothblat et al, 1999).
Tous deux peuvent étre altérées par 'insulino-résistance. Des modifications de la composition
des lipoprotéines ont été observée chez des patients insulino-résistants (Despres et al, 1998,
Laasko et al, 1992, Taskinen, 1995). Les variations en PC et en SM plasmatiques sont
rapidement transmises a la membrane de I’hématie in vivo (Kulschar et al, 1995). Ainsi, le
contenu en phospholipides des membranes de I’hématie chez les femmes insulino-résistantes

pourrait refléter les modifications des lipoprotéines (Bagdade et al, 1990, Maclean et al,

2000).

Le second mécanisme concerne le CTAT III (chemokine connective tissue-activating
peptide III). Ce peptide libéré par activation des plaquettes sanguines, stimule I’incorporation
de la SM cellulaire (Stoeckelhuber et al, 2000). Or, une augmentation de ’agrégation des
plaquettes est associée a l’insulino-résistance (Ishizuka et al, 1998) et la présence de ce

peptide dans le plasma peut accroitre le recrutement de la SM au niveau de la membrane de

[’hématie.
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Finalement, ’hyperinsulinémie ou l'insulino-résistance peut affecter le métabolisme des
phospholipides membranaires. Comme [’insuline est capable de stimuler la synthése des
phospholipides (Uchida, 1996), I’état d’hyperinsulinémie peut expliquer la tencur €levée en
phospholipides totaux dans le groupe B insulino-résistant. Sachant que la synthése des
phospholipides a lieu au niveau des réticulocytes (Percy et al, 1973, Ballas et Burka, 1974) et
que la durée de vie d’un globule rouge est d’environ 115 jours, il est probable que 75 % du
pool est renouvelé aprés 3 mois de régime hypocalorique. De plus, une biosynthése de
phospholipide a été rapportée dans les hématies matures humaines (Strunecka et Folk, 1988).
On ne peut exclure le fait que la diminution de I’insuline plasmatique aprés perte de poids

puisse jouer un r6le dans la composition en phospholipide des membranes d’hématie.

La seconde interprétation repose sur le fait que I'insulino-résistance est une conséquence

des modifications de composition membranaire en phospholipides.

La SM et la PE membranaire qﬁi expliquent majoritairement la variation de I'insulinémie
a jeun, peuvent avoir un rdle dans la transduction du signal de I’insuline. La SM est un
phospholipide rigidifiant pouvant affecter la voie de signalisation de I’insuline. L hydrolyse
de la SM par le TNF-a génére une choline et un céramide pouvant servir de second messager
activant des kinases et des phosphatases spécifiques (Long et Pekala, 1996). Un
enrichissement en SM inhibe I’activité de la tyrosine kinase des membranes plasmiques de
foie de rat (Gavrilova et al, 1993), diminue I’activité de la phosphodiestérase phosphoinisitol
activée par le diacylglycérol (Dawson et al, 1985), et le transport du glucose dans des
vésicules de phospholipides (Sandra et al, 1984). En dépit du fait que les variations de fluidité
membranaire dans notre étude sont faibles, elles peuvent avoir un impact physiologique
important. Récemment, il a été rapporté que de faibles variations dans les propriétés
structurales et dynamiques de la membrane peuvent modifier de fagon marquante I’entrée du
D-glucose dans la cellule (Fernandez et al., 1984), les caractéristiques de liaison de I’insuline
avec son récepteur (Ginsberg et al.,, 1981), et la « down-regulation » des récepteurs a
I’insuline dans les membranes érythrocytaires (Mazella et al., 1995). Enfin, nous avons
montré qu’une accumulation de SM dans les adipocytes en culture, diminuer I’expression du

facteur de transcription du PPARy, fortement impliqué dans I’insulino-sensibilité.
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Par contre, le role de la PE membranaire est moins clair mais ce phospholipide qui a déja été
mis en évidence chez les enfants obéses, peut intervenir dans la régulation de la transduction
du signal de P’insuline. Une augmentation de la PE membranaire provoquant une
augmentation de I'espacement des tétes des phospholipides dans la bicouche lipidique est

étroitement associée a une diminution de 1’activité de la protéine kinase C (Slater et al, 1994).

B- INSULINO-RESISTANCE ET COMPOSITION DE LA
MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE EN ACIDE GRAS

Dans le groupe des obéses, une analyse de régression multiple pas a pas révele que Pacide
arachidonique C20:4n-6 explique la variance de I’insulinémie a I’état basal, avec comme
autre déterminant I’acide eicosadiénoique C20:2n-6 dans un premier modéle et I’acide
lignocérique C24:0 dans un second modele.

Apres perte de poids, on observe des variations significatives de certains acides gras qui sont
le fait de variations dans le groupe B hyperinsulinémique, les variations dans le groupe A
étant tout a fait minimes, phénomeéne identique a celui trouvé pour les variations des
phospholipides. Dans le groupe B hyperinsulinémique, on observe des variations
significatives particulierement au niveau des acides gras n-6: une augmentation de deux
acides gras: les acides arachidonique C20:4n-6 et docosatétraénoique (C22:4n-6) par rapport a
I'état basal mais qui correspond & une normalisation par rapport au groupe témoin. Il en
résulte une diminution des acides gras saturés par rapport a la fois a 1'état basal et au groupe
témoin, une augmentation des acides gras insaturés et polyinsaturés par rapport a 1'état basal
et au groupe témoin.

En dépit de ces variations significatives au niveau de nombreux acides gras, il ressort d’une
analyse de régression pas a pas que seules les variations des acides arachidonique et
eicosadiénoique C20:2n-6 expliqueraient les variations de ’insulinémie a jeun. Ces résultats

confirment I’'importance de ces deux acides gras mise en évidence a I’état basal.
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B.1- ACIDE ARACHIDONIQUE

Une corrélation négative entre l'insulino-résistance et I'acide arachidonique (C20:4n-6) a été
trouvée dans le muscle chez des sujets sains et des patients atteints de pathologies
coronariennes (Borkman et al., 1993). En revanche, chez des sujets sains 4gés de 70 ans, seul
l'acide palmitique est relié¢ significativement a l'insulino-sensibilité (Vessby et al., 1994). Ces
différences peuvent étre liées au fait que la composition en acides gras de la membrane
érythrocytaire ne peut que refléter partiellement celle de la cellule musculaire (Baur et al.,
1998; Di Marino et al., 2000). En ce qui concerne la membrane érythrocytaire, une relation
inverse entre I'insulinémie a jeun et la proportion d'acide arachidonique a été trouvée chez des
sujets sains (Clifton et Nestel, 1998). La proportion d'acide arachidonique est également
diminuée chez des diabétiques de type 2 présentant une hyperinsulinémie par rapport aux
patients sans hyperinsulinémie (Yang et Dang, 1998). Par contre, chez des enfants obéses, la
corrélation négative entre l'insulinémie et l'acide arachidonique n'est pas retrouvée dans les
membranes ¢rythrocytaires (Agostoni et al., 1994).

Cette diminution de P’acide arachidonique peut étre liée & une inhibition des désaturases. Une
inhibition de la AS désaturase est associée a I’insulino-résistance au cours de 1’obésité chez les
Indiens Pima (Pan et al., 1995), chez des enfants obéses hyperinsulinémiques (Desci et al.,

2000) et chez des patients atteints de pathologies coronariennes (Borkman et al., 1993).

B.2- ACIDE EICOSADIENOIQUE

En ce qui concerne I’acide eicosadiénoique (C20:2n-6), produit de I'élongation de l'acide
linoléique, ¢’est la premicre fois a notre connaissance qu’une relation est observée entre cet
acide gras minoritaire et I’insulino-résistance. Peu de données existent dans la littérature.
Michailov, 1979, ont observé une augmentation de cet acide gras chez le rat hypertendu qui
peut étre considéré comme un modéle animal de l'insulino-résistance (Grinsell et al., 2000;
Collison et al., 2000).

Plusieurs hypoth¢ses peuvent étre avancées pour expliquer cette relation entre 1’acide
eicosadiénoique et I’insulinémie a jeun.

Elle est peut-étre la conséquence de I’inhibition des désaturases conduisant a I’acide
arachidonique au profit de 1’élongase qui donne naissance a [’acide eicosadiénoique.

I’activation de I’élongase peut étre également liée a des facteurs nutritionnels, en particulier
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les acides gras trans. En effet, Berdeaux et al., (1998) ont montré que I’élongase avait une

meilleur affinité pour I’isomeére trans, 12cis 18:2 que pour les isomeéres 9cis, 12cis 18:2 et

9cis,12trans 18 :2.

La relation entre I’acide eicosadiénoique et I’insulino-résistance peut étre liée a une
interaction préférentielle de cet acide gras avec certains phospholipides. Dans des cellules de
hamster, l'acide eicosadiénoique est majoritairement incorporé au niveau de la
phosphatidylcholine de la membrane plasmique (Masui et al., 1997). Or, dans le groupe A
insulino-sensible, on enregistre a la fois un faible contenu membranaire en
phosphotadidylcholine et une faible teneur en acide eicosadiénoique, cet acide gras n’étant
pas détecté chez 5 des 9 patients.

Par ailleurs, I’acide diméthyl eicosadiénoique, métabolite de I’acide eicosadiénoique, est un
inhibiteur de la PLA2, enzyme responsable de la libération de l’acide arachidonique en
position 2 des glycérophospholipides (Chen et al., 1998). Or, il est bien connu que l'acide
arachidonique généré par la PLA2 active une SMase membranaire qui hydrolyse la SM en
choline et céramide (Jajadev et al., 1994; Johns et Webb, 1998). Si l'on admet que la
composition en phopholipides de la membrane érythrocytaire refléte, in vivo, celles d'autres
types cellulaires, on peut faire I'nypothése que l'acide eicosadiénoique pourrait avoir un rdle
dans la composition membranaire en phospholipides. En effet, le groupe B
hyperinsulinémique est caractérisé par une teneur plus importante en SM membranaire et en

acide eicosadiénoique par rapport au groupe A insulino-sensible

B.3- ACIDE LIGNOCERIQUE

L'acide lignocérique (C24:0) corrélé positivement a l'insulinémie dans le groupe des obéses
(P = 0,05), explique également la variance de l'insulinémie. Cet acide gras minoritaire est
trouvé essentiellement dans la SM ou il représente de 15,7 % (Van Dijck, 1979) a 46,4 %
(Dougherty et al., 1987) des acides gras de ce sphingolipide dans la membrane d'hématie
humaine. Les autres acides gras de la SM sont les acides nervonique (C24:1n-9), palmitique
(C16:0), béhénique (C22:0) et stéarique (C18:0). Dans notre étude, la grande majorité du
groupe B insulino-résistant est caractérisée par des teneurs élevées en acide lignocérique
C24:0) et nervonique C24:1n-9) et par des teneurs faibles en acide stéarique et béhénique, a
Pinverse du groupe A insulino-sensible. Des différences dans la proportion des acides gras de

la SM ont été également observées entre les populations américaines, italiennes et
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finlandaises. La membrane érythrocytaire de la population finlandaise contient une SM
enrichie en acide stéarique et béhénique et appauvrie en acide ligocérique et nervonique, a
l'inverse des membranes érythrocytaires de la population américaine. Ces résultats suggérent
que ’acide lignocérique pourrait jouer un réle dans I’insulinorésistance, et va dans le méme
sens que des travaux antérieurs in vitro. En effet, I’addition de la SM dans les cultures
d’adipocytes 3T3-F442A inhibe I’expression du PPARY, I’inhibition étant maximale lorsque
la SM contient de 1’acide lignocérique (Al-Makdissy et al., 2001).

B.4- APRES LE REGIME HYPOCALORIQUE DE 3 MOIS

Une variation positive du taux d’acide arachidonique et négative du taux d’acide
eicosadiénoique sont des prédicteurs indépendants de I’amélioration de I’insulino-sensibilité.
A notre connaissance, il n’existe pas de données concernant une relation entre un
enrichissement de la membrane de I'hématie humaine en acide arachidonique et
l'augmentation de I'insulino-sensibilité aprés une perte de poids. Les seules données
disponibles concernent le plasma et le tissu adipeux et dans ces travaux, aucun ¢lément n’est
fourni sur des modification éventuelles de I’insulino-sensibilité des patients. Une perte de
poids chez des obéses est associée a une normalisation du taux d’acide arachidonique dans les
phospholipides plasmatiques (Phinney, 1996). Un régime hypocalorique riche en acides gras
polyinsaturés chez des adolescents obéses est associé & une baisse de 1’acide linoléique et a
une augmentation de ’acide arachidonique dans les phospholipides plasmatiques (Zwiauer et
Widhalm, 1987). En ce qui concerne le tissu adipeux, une perte de poids modérée sur une

courte durée (6 semaines), n'affecte pas ou trés peu sa composition en acide gras (Rossner et

al., 1989).

On peut émettre plusieurs hypothéses pour expliquer I’augmentation membranaire de 1 acide
arachidonique C20:4n-6 et la diminution de ’acide eicosadiénoique C20:2n-6.
L’augmentation de D’acide arachidonique C20:4n-6 membranaire refleterait une
augmentation de I’activité des désaturases et des élongases au niveau du foie. .

Une augmentation des acides gras n-6 polyinsaturés au niveau plasmatique a également été
observée (Bonnefont-Rousselot et al., 1999), résultant probablement d'une augmentation des
désaturases et élongases de la voie métabolique des acides gras n-6. Par ailleurs, une

augmentation de l'acide arachidonique C20:4n-6 et une baisse de l'acide linoléique C18:2n-6

186



Chapitre 4: Discussion

au niveau du cholestérol estérifié ont été rapportés aprés un régime hypocalorique de 2

semaines chez des femmes obéses (Schouten et al., 1981).

Enfin, I’augmentation de [’acide arachidonique membranaire refléterait une modification de
I’équilibre de I’incorporation des acides gras dans les phospholipides et/ou le cholestérol
estérifié au niveau du foie. Une production de l'acide arachidonique déplacerait 'équilibre

vers l'incorporation au niveau des phospholipides (Phinney, 1996).

En ce qui concerne la diminution de Pacide eicosadiénoique C20:2n-6, clle résulte
probablement de la balance entre 1’¢longase responsable de la production de I'acide

eicosadiénoique a partir de 1’acide linoléique et les désaturases responsables de la formation

de I’acide arachidonique.

En dépit de données plus importantes sur les acides gras que sur les phospholipides,

membranaires, la question que I’insulino-résistance peut étre la cause ou la conséquence des

modifications des acides gras membranaires reste posée.

Un état d’insulino-résistance peut €tre a Porigine des modifications en acides gras des
membranes cellulaires.

La perte de poids ne provoque pas seulement une diminution des particules riche en
cholestérol, mais aussi des modifications de leur composition en acide gras ayant pour résultat
une amélioration de l'insulino-sensibilité (Bonnefont-Rousselot et al., 1999). L'augmentation
de l'acide arachidonique observée dans la membrane résulterait de 'amélioration des échanges

entre les lipoprotéines plasmatiques et les membranes cellulaires, en particulier celles de

I’hématie.

Par ailleurs Pinsulino-résistance peut étre une conséquence des altérations de la
composition membranaire en acides gras.

Une corrélation négative entre la liaison spécifique de l'insuline et le contenu en acide
arachidonique des phospholipides de la membrane érythrocytaire a été rapportée sans qu'il y
ait de changement significatif dans le nombre de récepteurs par cellule ou l'affinité¢ des
récepteurs (Pelikanova et al., 1989). Toutefois, il est vraisemblable que les effets de I'acide
arachidonique ne se situent pas au niveau du récepteur de l'insuline. En effet, cet acide gras
stimule le transport du glucose dans des adipocytes en culture, cet effet étant dépendant de

l'activation du PPAR y (Nugent et al., 2001). Or, les métabolites de I'acide arachidonique ou
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l'acide arachidonique lui-méme sont des ligands endogenes du PPAR y (Yu et al., 1995;
Forman et al., 1997; Xu et al., 1999; Han et al., 2001), facteur de transcription qui joue un role
sur la sensibilité des cellules a I’insuline (Spiegelmann, 1998). Il est possible qu'un déficit en
acide arachidonique puisse entrainer une activation diminuée du PPARY, et par conséquent
une insulino-sensibilité réduite.

Le déficit en acide arachidonique pourrait étre relié & 1’activité des "sterol regulatory element-
binding" protéines (SREBPs). Des élongases sont régulées positivement par les SREBPs
(Moon et al., 2001). Une régulation positive existe également entre I'expression des formes
natures des SREBPs (la,1c et 2) et l'expression de A5 et A6 désaturases (Matsuzaka et al.,
2002). Or, l'expression de SREBP-1c¢ est diminuée chez les obéses normoglycémiques
(Kolehmainen et al., 2001) et dans les tissus adipeux lipoatrophiques qui sont insulino-
résistants (Bastard et al., 2002). Par conséquent, une diminution de I'expression de SREBP-1

pourrait entrainer une diminution de l'acide arachidonique.

Par ailleurs, I'administration d’un proliférateur de peroxysomes, l'acide clofibrique chez des
rats, augmente la conversion in vivo de l'acide linoléique en acide arachidonique par les
désaturases et I'élongase, alors que le taux de l'acide eicosadiénoique est diminué (Kawashima

et al.,, 1990). Or, les dérivés de P’acide clofibrique sont connus pour améliorer 1’insulino-

résistance ( Guerre-Millo et al., 2000).
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IV- CONCLUSION

En résumé, une diminution de I"hyperinsulinémie consécutive a une perte de poids, est associée a
une amélioration de la composition lipidique de la membrane dans le groupe des femmes obeses
hyperinsulinémiques, indépendamment de la variation de la masse grasse. Ces observations nous
suggerent que les altérations membranaires peuvent faire partie de PPensemble des altérations
métaboliques généralement trouvées chez les patients présentant un excés de tissu adipeux
viscéral. Une augmentation du contenu membranaire en SM ou PE, des acides eicosadiénoique
C20:2n-6 et lignocérique C24:0 et une diminution de I’acide arachidonique C20:4n-6 peuvent
étre considérées comme des marqueurs de I’insulino-résistance. Toutefois, le poids respectif des
variations de ces phospholipides et acides gras sur les variations d’insulinémie semble étre en
faveur des phospholipides. Leur introduction simultanée dans un modéle explicatif des variations
d’insulinémie ne fait ressortir que les variations de SM et de PE et les variations de masse grasse.
La SM semble présenter un importance particuliere. L’augmentation de la SM est corrélée avec le
phénotype de I’insulino-résistance (hyperinsulinémie et HDL cholestérol diminués chez des
sujets obéses. Par ailleurs, la SM plasmatique est un prédicteur indépendant des pathologies
coronariennes aprés ajustement sur les autres facteurs de risques (Jiang et al., 2000). Il reste a
déterminer la relation de cause & effet entre I’insulino-résistance et les altérations de la
composition en phospholipides et en acides gras des membranes cellulaires chez des femmes
obeses hyperinsulinémiques. L’altération de la composition lipidique de la membrane plasmique
pourrait étre incluse dans le syndrome métabolique de I’obésité associé & I’insulino-résistance.
Les associations complexes entre hyperinsulinémie et/ou insulino-résistance et altération de la
composition lipidique membranaire, nécessitent des études complémentaires. L'utilisation de
médicaments (thiazolidinédiones, métformine, et orlistat) peut apporter la preuve du role de

I'insuline dans l'apparition des altérations de composition de la membrane indépendamment de

l'obésité.
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CHAPITRE 5

Traitement pharmacologique de I’obésité: effet
de P’Orlistat sur la perte de poids, ’insulino-
sensibilité et la composition lipidique de la
membrane érythrocytaire
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I- INTRODUCTION

Les programmes de traitement de 1’obésité qui associent un régime hypocalorique & d’autres
mesures portant sur le comportement alimentaire et 1’activité physique entrainent une perte de
poids et une amélioration des facteurs de risque et des comorbidités, trés variables d’une étude
a ’autre. En général, la réduction de poids est modérée et la plupart des patients regagnent du
poids au bout de quelques mois ou de quelques années. Il semble donc justifier d’envisager un
traitement médicamenteux de 1’obésité (Carek et Dickerson, 1999). Ainsi, des molécules ont
été développées ou sont en cours de développement pour augmenter la perte de poids et
stabiliser le poids ensuite. L’objectif est aussi de réduire I’insulino-résistance qui est
généralement présente dans les sujets en surpoids ou obeses et diminuer les risques de
maladies cardio-vasculaires.

Une amélioration des facteurs de risque peut &tre relativement facilement obtenue avec des
molécules ayant une action métabolique spécifique. Par exemple les fibrates diminuent les
taux de triglycérides a jeun et en post-prandial, souvent élevés chez le sujet obése androide.
Le traitement avec des inhibiteurs de la synthése du cholestérol (statines) peut réduire la
production hépatique de VLDL et augmenter la clairance des LDL et des « remnants de
VLDL » athérogéniques. L’utilisation de dérivés des thiazolidinediones pour augmenter la
sensibilité a I’insuline peut étre une des options pour réduire le risque d’athérosclérose chez
les sujets obeses (Castro Cabezas et al., 2001).

D’autres médicaments ont pour principal objet de diminuer la masse grasse. La Sibutramine
est le produit d’une nouvelle classe de molécules agissant comme inhibiteur de la recapture de
la sérotonine et de la noradrénaline (Hauner, 2001). Elle a pour propriété de renforcer la
sensation de satiété et diminue le désir de s’alimenter. Bien elle ait des effets adrénergiques
responsables d’une augmentation discréte de la tension et de la fréquence cardiaque, elle a été
utilisée pour provoquer une perte de poids chez des sujets obeses insulino-résistants. A la
suite du traitement, une amélioration de I’insulino-sensibilité a été constatée (McLaughlin et
al., 2001). Enfin, I’Orlistat, est une molécule contre I’obésité qui inhibe I’activité de la lipase
gastro-intestinale, réduisant d’environ 1/3 I’absorption des triglycérides alimentaires et
également celle du cholestérol (Mittendorfer et al., 2001). Dans des essais randomisés d’une
durée de 1 an ou 2 contre placebo, le traitement par Orlistat, associé 4 un régime modérément
hypocalorique, a entrainé une perte de poids significativement plus grande que celle obtenue

avec le régime seul. De plus, le traitement par I’Orlistat entraine une amélioration
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significative de plusieurs facteurs de risque cardio-vasculaires, dont le cholestérol total et le
cholestérol LDL, I’insulinémie, ’hypertension (Hauptman, 2000). L’action sur le cholestérol-
LDL est plus importante que ne le voudrait la perte de poids. Ainsi dans I’étude de Sjostrom
et al., (1998), les sujets dont le poids a diminué de plus de 5 % ont obtenu une baisse du
cholestérol LDL plus importante sous orlistat que sous placebo. Les meilleurs résultats ont été

obtenus chez les patients présentant une dyslipidémie marquée (Muls et al , 2001 ; Naumov et

al., 2002),

Etant donné I’effet inhibiteur de 1’Orlistat sur 1’absorption du cholestérol, on peut se
demander s’il n’aurait pas un effet également sur la composition des membranes cellulaires.
Nous avons étudié la composition en phospholipides et en acides gras de la membrane
érythrocytaire chez des sujets obéses insulino-résistants avant et aprés un traitement de trois
mois avec 120 mg 3 fois par jour d’Orlistat. Ce traitement a été associé a un régime
hypocalorique modéré (déficit de 500 kcal/j) comportant 30% des calories sous forme de
lipides (10% d’acides gras saturés, 10% de monoinsaturés, 10% de polyinsaturés), 50% de
glucides, 20% de protéines. Les apports en cholestérol étaient limités a 300 mg/jour et la

consommation d’alcool & 150 g/semaine.
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II- RESULTATS

A- LES PHOSPHOLIPIDES

A.1- ETAT BASAL

Les caractéristiques cliniques, métaboliques et membranaires des 17 femmes obéses a 1’état

basal sont données dans le tableau 21. L’ IMC varie de 32,5 a 44,8 kg/mz, la masse grasse de

39,4 4 62,9 kg, I’insulinémie a jeun de 4,8 4 33 mU/L, et le HOMA de 1,12 a 7,69.

Tableau 21. Paramétres cliniques, métaboliques et membranaires des femmes obéses a

I'état basal.

Obéses
n=17
Age (an) 38,6 £2,3
Poids (kg) 103,9+3,4
IMC (kg/m?) 38,1+0,9

Tour de taille (cm)

Masse grasse (kg)
Glycémie (mmol/L)
Insulinémie a jeun (mU/L)
HOMA

Triglycérides (mmol/L)
Cholestérol total
(mmol/L)

Cholestérol HDL (g/L)

Cholestérol LDL (g/L)

110(107-115)
50,1(44,1-56,4)
5,16 £0,15
17,65 + 1,73
4,06 + 0,42
1,61(1,21-2,09)
5,03 0,25

0,49 + 0,03
1,10(0,90-1,43)

Cholestérol membranaire (CL)

214(204-261)

Phosphatidyléthanolamine (PE) 310+ 10
Phosphatidylinositol (PI) 38+ 1
Phosphatidylsérine (PS) 130+ 6
Phosphatidylcholine (PC) 289+9
Sphingomyéline (SM) 210(196-234)
Phospholipides totaux (PL) 982+ 17
SM/PE 0,71 £ 0,03
SM/PC 0,75 £ 0,02
SM/CL 0,97 £ 0,02
CL/PL 0,23 £ 0,04

PE, PL, PS, PC, SM et CLI: en pg/mg de protéines; les valeurs correspondent aux moyennes +

SEM ou aux médianes avec le 25 iéme et le 75 iéme percentile (pour les distributions log

normale).
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Dans un premier temps, nous avons comparé les caractéristiques de ce groupe d’obéses
« Orlistat » avec le groupe d’obéses du chapitre 4 défini comme régime seul. Dans un
deuxiéme temps, nous avons étudié les relations entre les paramétres métaboliques, lipidiques

et membranaires a I’intérieur du groupe « Orlistat ».

A.1.1- Différences a 1’état basal entre le groupe « Orlistat » et le groupe « régime ».

L’examen des valeurs moyennes des différents paramétres montre que le groupe Orlistat

différe significativement du groupe « régime ».

Les 17 femmes obéses sélectionnées pour un traitement avec 1’Orlistat présentent des valeurs
moyennes significativement plus élevées en ce qui concerne I’'IMC (£ < 0,0001), le tour de
taille (P < 0,0001), la masse grasse (P < 0,05), I’insulinémie (P = 0,0001) et le HOMA (P <
0,0005) que celles enregistrées pour le groupe obése « régime ».

En ce qui concerne les paramétres lipidiques, les TG sont plus élevés (P < 0,05). Le
cholestérol LDL est plus faible mais les différences ne sont pas significatives.

Pour les paramétres membranaires, les 17 obéses « Orlistat » ont des teneurs en PE, PC,
SM et en PL plus élevés (P < 0,01, P < 0,005, P <0,0001, et P <0,0001, respectivement) et
des teneurs plus faibles en PI (P <0,05) et en CL (P <0,05).

A.1.2- Relations entre les paramétres métaboliques, lipidiques et membranaires

au sein du groupe « Orlistat ».

L’insulinémie a jeun n’est corrélée & aucun des parametres anthropométriques mais est
positivement corrélée au cholestérol LDL (r = 0,603, P <0,05). En outre, elle est positivement
corrélée a la SM (0,473, P < 0,05). Une corrélation avec le rapport SM/PE est proche de la
signification (r = 0,422, P = 0,09).

Tout comme I’insulinémie a jeun, le HOMA n’est corrélée d aucun des paramétres
anthropométriques mais est positivement corrélé au cholestérol LDL (r = 0,549 P < 0,05). Le
HOMA est également corrélé au rapport SM/PE (r = 0,475 P < 0,05) et la corrélation avec la
SM est proche de la signification (r = 0,432 P = 0,08).
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Etant donné les quantités importantes de SM élevées dans ce groupe d’obéses, il nous a paru
important de rechercher les parametres avec lesquels la SM pouvait étre corrélée. Il en est de
méme pour le CL qui présente une forte affinité pour la SM.

La SM est corrélée positivement au tour de taille (r = 0,534, P <0,05), ala PS (r=10,532, P <
0,05), a la PC (r = 0,501, P < 0,05), aux PL (r = 0,680, P < 0,005), au cholestérol
membranaire (r = 0,662, P <0,005), au rapport CL/PL (r = 0,483, P < 0,05), et négativement
corrélée a la PI (r = -0,549, P <0,05).

Outre la corrélation avec la SM citée ci-dessus, le CL. membranaire est corrélé positivement

au rapport SM/PE (r = 0,594, P <0,05).
Une analyse de régression multiple pas a pas (tableau 22) montre que la SM et les TG sont

des prédicteurs indépendants de Pinsulinémie (1* ajusté = 0,312, P < 0,05).

Par contre, le rapport SM/PE explique 22,6 % de la variance du HOMA (¢* ajusté = 0,352, P
<0,05).

Le CL, la PI et Pinsulinémie a jeun expliquent respectivement 43,8 %, 17,7 % et 10,8 % de
la variance de la SM dans ce groupe d’obéses (r* ajusté = 0,659, P < 0,001).

En revanche, seule la SM explique 43,8% de la variance du CL (r2 = 0,400, P < 0,005).
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Tableau 22: Analyse de régression pas a pas expliquant l'insulinémie, le HOMA, la SM

et le cholestérol membranaire a 1'état basal.

Insulinémie:

Variables Coefficient f 1* partiel F P partiel
SM 0,146 0,224 4,329 <0,05

TG 3,669 0,398 4,624 <0,05
¥=0312 P<0,05

HOMA

Variables Coefficient 1’ partiel F P partiel
SM/PE 6,559 0,226 4,372 < 0,05
*=0,174 P<0,05

Sphingomyéline (SM)

Variables Coefficient 8 r° partiel F P partiel
CL 0,350 0,438 11,688 < 0,005

PI -1,872 0,615 11,167 < 0,005

Ins 1,255 0,723 11,300 < 0,001

¥ =0,659 P<0,001

Cholestérol membranaire (CL)

Variables Coefficient 3 1’ partiel F P partiel
SM 1,250 0,438 11,688 < 0,005

¥ =0400 P<0,005
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A.2- APRES TRAITEMENT A L’ORLISTAT ASSOCIE A UN

REGIME HYPOCALORIQUE PENDANT 3 MOIS.

membranaires

Aprés 3 mois de traitement, 15 patientes ont perdu du poids et le'poids de 2 patientes est resté

stable.

Les caractéristiques cliniques et métaboliques apres traitement & 1’Orlistat sont données dans

A.2.1- Evolution des caractéristiques cliniques, métaboliques et

le tableau 23. Les données de 1’état basal ont été remises a titre comparatif.

Tableau 23. Paramétres cliniques et métaboliques des femmes obéses a 1'état basal et

aprés 3 mois sous Orlistat.

Etat basal Apres 3 mois sous  P(test de rang
Orlistat de Wilcoxon)
n=17 n=17
Age (an) 38,6 +23
Poids (kg) 103,9+ 3.4 97,3 +3,1 <0,0005
- IMC (kg/m®) 38,1+ 0,9 35,6+ 0,9 <0,0005
Tour de taille (cm) 110(107-115) 106,7 £2,5 < 0,001
Masse grasse (kg) 50,1(44,1-56,4) 46,2(39,9-52,6) <0,0005
Glycémie (mmol/L) 5,16 £0,15 5,27(4,91-5,65) NS
Insulinémie a jeun 17,65 + 1,73 13,40(8,10-19,95) < 0,05
(mU/L)
HOMA 4,06 +£0,42 3,44 £ 0,36 NS
Triglycérides 1,61(1,21-2,09) 1,09(1,01-1,71) < 0,05
(mmol/L)
Cholestérol total 5,03 + 0,25 4,69 £ 0,16 <0,05
(mmol/L)
Cholestérol HDL (g/L) 0,49 £ 0,03 0,46 £ 0,02 <0,05
Cholestérol LDL (g/L)  1,10(0,90-1,43) 1,13 +£0,08 NS

Les valeurs correspondent & des moyennes £ SEM ou des médianes avec le 25 ieme et le 75

ieme percentile (pour les distribution log normale).
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La moyenne de la perte de poids est de -3 £ 1,0 % (-6,6 = 1,1 kg), elle correspond a une
diminution de I’IMC de 38,1 & 35,6 kg/m?.

On enregistre une diminution significative du tour de taille (-4,5 %, P < 0,001), de la masse

grasse (-7,8 %, P < 0,0005) et de I’insulinémie (-18,8 %, P < 0,05). Par contre, la baisse du
HOMA n’est pas significative.

Parmi les paramétres lipidiques, une diminution significative est observée pour les TG (-32,3
%, P < 0,05), le CT (-11,7 %, P < 0,05) et le cholestérol HDL (-6,1 %, P < 0,05). En

revanche, le cholestérol LDL ne varie pas.

Les paramétres de la membrane érythrocytaire aprés 3 mois de traitement sont données dans

le tableau 24, les valeurs a I’état basal étant également dans le tableau pour une comparaison

plus facile.
On observe une diminution du CL (-6,1 %, P <0,05), de la PS (-13,7 %, P <0,05), de la PC (-

14,2 %, P <0,01), de la SM (-12,4 %, P <0,01) et des PL (-10,3 %, P <0,005).

Tableau 24. Paramétres membranaires des femmes obéses a 1'état basal et aprés 3 mois

sous Orlistat.

Etat basal Aprés 3 mois sous Orlistat P(test de rang
de Wilcoxon)
n=17 n=17
Cholestérol membranaire (CL) 214(204-261) 201 +38 <0,05
Phosphatidyléthanolamine (PE) 310+ 10 299(285-321) NS
Phosphatidylinositol (PI) 38+ 1 37+2 NS
Phosphatidylsérine (PS) 1306 113(97-120) <0,05
Phosphatidylcholine (PC) 289+9 248 + 8 <0,01
Sphingomyéline (SM) 210(196-234) . 184 +6 <0,01
Phospholipides totaux (PL) 982 +17 881 +21 <0,005
SM/PE 0,71 £ 0,03 0,62 £ 0,02 =0,07
SM/PC 0,75+ 0,02 0,74 £ 0,02 NS
SM/CL 0,97 £0,02 0,94 £ 0,05 NS
CL/PL 0,23 £ 0,04 0,23 +0,01 NS

PE, PI, PS, PC, SM et CL: en ug/mg de protéines; les valeurs correspondent aux moyennes +

SEM ou aux médianes avec le 25 iéme et le 75 i€éme percentile (pour les distributions log

normale).
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A.2.2- Relations entre les variations des marqueurs de ’insulino-

résistance, des paramétres lipidiques et membranaires apres traitement.

Les variations de Pinsulinémie entre 1’état basal et aprés traitement sont positivement
corrélées aux variations de I’'IMC (r = 0,529, P < 0,05), du poids (r = 0,485, P = 0,056), de la
SM (r = 0,710, P <0,005) et du rapport SM/PE (r = 0,558, P <0,05).

Les résultats en ce qui concerne le HOMA sont identiques. Les variations du HOMA sont
positivement corrélées aux variations de I'IMC (r = 0,501, P < 0,05), du poids (r = 0,467, P =
0,068), de la SM (r = 0,646, P <0,01) et du rapport SM/PE (r = 0,582, P <0,05).

Les variations de la SM sont positivement corrélées aux variations de la PS (r = 0,773, P <
0,005) et de la PC (r = 0,754, P <0,005).

Les variations du CL sont positivement corrélées aux variations de ’IMC (r = 0,477, P =
0,052), du poids (r = 0,531, P < 0,05), du rapport SM/PE (r = 0,621, P < 0,05), et

négativement corrélées aux variations du cholestérol HDL (r = -0,507, P < 0,05).

Une analyse de régression pas a pas a été effectuée pour déterminer les facteurs
indépendants les plus significatifs prédictifs des variations des marqueurs de ’insulino-

résistance ainsi que des variations de la SM et du CL. membranaires. (Tableau 25).

Les variations d’insulinémie aprés perte de poids seraient expliquées par les variations de la
SM (54 %) et de la PS (21,2 %) avec un r* ajusté = 0,678, P < 0,001.
Les variations de la SM (46,3 %) et de la PS (19,3 %) expliqueraient également les variations

du HOMA avec un t* ajusté = 0,598, P < 0,005.

Les facteurs prédictifs de la variation de la SM seraient les variations de PC (58,5 %) et
d’insulinémie (21,5 %) avec un 12 ajusté = 0,767, P <0,0001. Par contre, les variations du CL
membranaire seraient expliquées par les variations du poids (28,7%) et du cholestérol HDL

(31,7%) avec un r* ajusté de 0,538 (P < 0,005).

201



Chapitre 5: Résultats

Tableau 25: Modéle de régression pas a pas expliquant la variation de l'insulinémie

(dIns), du HOMA (dHOMA), de la SM (dSM) et du CL. membranaires (dCL), exprimés

en %, aprés traitement sous Orlistat.

dIns (%)
Variables Coefficient B 1° partiel F P partiel
DSM (%) 1,205 0,504 13,216 < 0,005
DPS (%) -0,937 0,711 14,745 < 0,001
r*=0,663 P <0,001
dHOMA (%)
Variables Coefficient r* partiel F P partiel
dSM (%) 1,245 0,463 11,221 <0,01
dPS (%) -0,974 0,656 11,419 < 0,005
r¥=0,598 P <0,005
dSM (%)
Variables Coefficient B r* partiel F P partiel
dPC (%) 0,835 0,585 18,336 < 0,001
dIns (%) 0,293 0,800 24,001 <0,0001
" =0,767 P <0,0001

\
dCL (%)
Variables Coefficient f3 r° partiel F P partiel
dPoids (%) 2,599 0,287 5,240 < 0,05
dHDL (%) -0,936 0,604 9,138 < 0,005
r'=0,538 P <0,005
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A.2.3- Effet de I’Orlistat et d’un régime hypocalorique de 3 mois

sur Pinsulino-sensibilité : mise en évidence de « bons répondeurs» « et mauvais

répondeurs ».

En dépit d’une baisse globale de I’insulinémie a jeun aprés 3 mois de traitement, |’examen des
valeurs individuelles montre des variations trés hétérogenes: soit une baisse ou une
augmentation de I’insulinémie.

Par conséquent, afin de mieux évaluer les relations entres les parametres métaboliques et
membranaires, et les variations des marqueurs de I’insulino-résistance, les 17 éujets obeses
ont été séparés en 2 sous groupes selon la variation de I’insulinémie apres traitement. Le
groupe « bons répondeurs » voit son insulinémie diminuée (n = 11 sujets), alors que le

groupe « mauvais répondeurs » voit son insulinémie augmentée (n = 6 sujets).

A T’état basal, les « mauvais répondeurs » ne différent significativement des « bons
répondeurs » que par des concentrations significativement plus faibles en cholestérol
plasmatique (P < 0,05), LDL cholestérol (P < 0,01), SM (P < 0,05) et dans les rapports
SM/PE (P < 0,05) et SM/PC (P < 0,05) (Tableau 26).

Le tableau 26 montre les données concernant les parametres cliniques, métaboliques et
membranaires des « bons répondeurs » et « mauvais répondeurs » aprés le traitement.

Le sous groupe «bons répondeurs» présente une diminution significative de
Pinsulinémie (-38,9 % ; P < 0,0005) et du HOMA (-35,7 % ; P < 0,001). En revanche, le
sous groupe « mauvais répondeurs » présente une augmentation significative de I’insulinémie

(+28,7 %, P <0,01)etdu HOMA (+39,8 %, P <0,05).
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Tableau 26. Paramétres cliniques, métaboliques et membranaires des groupes « bons

répondeurs » et « mauvais répondeurs », a I’état basal et aprés 3 mois sous Orlistat.

ETAT BASAL Sous Orlistat
« bons « mauvais « bons « mauvais
répondeurs » répondeurs » répondeurs » répondeurs »
n=11 n=6 n=11 n=6

Poids (kg) 102,0 £3,9 115,5(90,8-115,4) 952438  107,5(85,4-109,7)
IMC (kg/m?) 37,6 £1,2 38,1(36,8-42,9) 350401277 37,0034,6-38,0) "
Tour de taille (cm) 109,0(107-113,5) 110,5(110,0-117,0) 104,443,117 110(107,6-116) *
Masse grasse (kg) 492£22 54,3(44,5-60,4)  452(36,4-50,5)"  49,9(40,5-53,3) "
Glycémie (mmol/L) 5,38(4,82-5,47) 4,87(4,19-5,25) 5,45+ 0,21 523+0,22
Insulinémie a jeun (mU/L) 19,31 £2,29 15,57(13,75-16,50)  11,80(7,9-13,59) " 20,95(16,00-23,00)
HOMA 4,56+ 0,53 3,144 0,57 2,93+037 4,3940,66 "
Triglycérides (mmol/L) 1,61(1,14-2,58) 1,6 £0,17 1,08(1,02-2,58) " 1,34(1,01-1,62)
Cholestérol total (mmol/L) 5,94(5,08-6,55) 4,82(4,42-4,91) 4,82+0,18" 4,37(3,80-5,12)
Cholestérol HDL (g/L) 0,49(0,45-0,53) 0,49(0,36-0,59) 0,46 + 0,02 0,50(0,33-0,58)
Cholestérol LDL (g/L) 1,30(1,10-1,65) 0,92 +0,05° 1,22 £0,09 0,90(0,80-1,11)
Cholestérol membranaire 235(205-264) 203 £17 215+ 10 176 +7
CL)
Phosphatidyléthanolamine 302+ 10 329(296-370) 297(284-318) 292(288-330)
(PE)
Phosphatidylinositol (PI) 3742 39(35-46) 3742 32(29-47)
Phosphatidylsérine (PS) 122(109-155) 127(114-145) 105(95-120) 115+8
Phosphatidylcholine (PC) 279(268-315) 274(260-314) 243(268-315) " 257+ 13
Sphingomyéline (SM) 226 +8 193(187-204) * 180+8 " 193 £ 10
Phospholipides totaux (PL) 983 + 24 1001(911-1021) 871(806-956) 908 +29 "
SM/PE 0,80(0,65-0,83) 0,60(0,51-0,74) * 0,61+0,03" 0,60(0,58-0,69)
SM/PC 0,76(0,73-0,82) 0,71(0,60-0,77) ® 0,71(0,69-0,79) 0,79(0,68-0,81) +
SM/CL 0,94 + 0,04 1,01 0,09 0,90 % 0,05 1,03(1,01-1,19)
CL/PL 0,24(0,22-0,26) 0,22(0,16-0,24) 0,25+ 0,01 0,21(0,17-0,21)

PE, PI, PS, PC, SM et CL: en ug/mg de protéines;

les valeurs correspondent aux moyennes + SEM ou aux médianes avec le 25 ieme et le 75

ieme percentile (pour les distributions log normale).

AP <0,05,°%P<0,01, groupe « mauvais répondeurs comparé au groupe « bons répondeurs »

a I’état basal.

TP <0,05; " P <0,005; I’état basal comparé a ’état aprés Orlistat.
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Il faut noter que la perte de poids est trés voisine dans les deux sous groupes : -6,61 + 1,20 %

et-5,61 + 1,77 % pour les bons et mauvais répondeurs, respectivement..

En ce qui concerne les variations des paramétre lipidiques, on observe une baisse des TG
(-32,9 %, P <0,05), du CT (-17,3 %, P < 0,05), du cholestérol HDL (-10,2 %, P = 0,05), mais
aucune variation significative du cholestérol LDL chez les « bons répondeurs ».

En revanche, on n’observe aucune variation significative des paramétres lipidiques dans le

groupe « mauvais répondeurs ».

Pour les paramétres membranaires, dans le groupe « bons répondeurs », on observe une
diminution de la PC (-16,1 %, P < 0,05), de la SM (-20,4 %, P < 0,05), des PL (-12,3 %, P <
0,05) et du rapport SM/PE (-23,7 %, P <0,05).

Dans le groupe « mauvais répondeurs », seul le rapport SM/PC est augmenté (+12,34 %, P <

0,0005).

B- LES ACIDES GRAS

Le tableau 27 rassemble les données concernant la composition en acide gras de la membrane

érythrocytaire de tous les obéses, des groupes « bons et mauvais répondeurs » a 1’état basal.
B.1- ANALYSE DE L'ECHANTILLON DES 17 OBESES

B.1.1- Etat basal
L'insulinémie a jeun est corrélée négativement au rapport C20:2n-6/C18:2n-6 (r = -0,531 P
< 0,05).
Le HOMA est corrélé négativement a I’acide eicosadiénoique (C20:2n-6), (r = -0,633 P <
0,01) et au rapport C20:2n-6/C18:2n-6 (r = -0,578 P <0,05).
La SM est corrélée négativement a [’acide stéarique (C18:0) (r =-0,560 P <0,05).
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Tableau 27: Composition en acides gras totaux de la membrane érythrocytaire de la

population totale des obéses, des groupes « bons et mauvais répondeurs » a 1'état basal.

Acide palmitique C16:0

Acide palmitol¢ique C16:In-7 - =

Acide stéarique C18:0

Acide oléique C18:1n-9

Acide linoléique C18:2n-6

nl
26,21+0,71 26,20 £ 0,11 2621+ 1,25
2,72(2,03-3,63) . 2,72(2,02-3,54) 2,74(2,05-3,73)
22,56 + 0,95 20,07(18,93-24,93) 23,65(21,85-25,75)
. 10,29%0,56 9,97(9,34-12,04). 9,93(6,42-11,56)
6,68 £ 0,24 6,58 £0,36 6,75(6,45-7,27)

Acide y-linolénique C18:3n-6

10,30(0,11-0,98)

0,50(0,11-1,48)

0,18(0,13-0,30)

Acide o-linolénique C18:3n-3

0,17(0,01-0,28)

70,19(0,01-0,45)

0,12(0,03-0,17)

Acide arachidique C20:0

1,24(0,69-2,74)

1,50(0,68-2,43)

1,10(0,69-4,20)

Acide eicosénoique C20:1n-9. . .

0,43(0,35-0,74)

0,37(0,29-0,70)

0,88(0,39-1,33)

Acide eicosadiénoique C20:2n-6

0,18(-0,16-0,26)

0,18 +0,02

0,22(0,17-0,34)

Acide homo-y=linolénique €20:3n:6

0,11(0,03-0,20)

0,11+0,02:

0,12(0,04-0,21)

Acide eicosatrienoique C20:3n-3

1,22(1,00-1,38)

1,09(0,99-1,35)

1,26 £ 0,17

Acide arachidonique C20:4n-6

9,67+0,32

9,45(8,51-11,06)

9,63(8,57-10,24)

Acide eicosapentaénoique C20:5n-3

0,48(0,37-0,63)

0,46(0,38-0,61)

0,58(0,27-0,62)

Acide béhénique C22:0

1,55(1,31-2,01)

1,80(1,36-2,04)

1,39(1,30-1,55)

Acide érucique C22:1n-9

0,26 £ 0,05

0,14(0,10-0,37)

0,33(0,17-0,50)

Acide docosatétraénoique C22:4n-6

2,29(1,76-2,68)

1,99(1,76-2,64)

2,31(1,76-2,68)

Acide docosapentaénoique C22:5n-3

0,97 + 0,09

1,06 £ 0,10

0,76(0,44-1,21))

Acide lignocérique C24:0

2,72(1,45-3,96)

3,24+ 0,37

1,40(1,05-2,50)

Acide docosahéxaénoique C22:6n-3 4,68 + 0,52 3,53(2,80-7,04) 5,08(2,84-6,27)
Acide neryonique C24:1n-9 3,10+ 0,24 3,17(2,29-3,64) 2,8(2,23-3,79)
SFA (somme des saturés) 5520+ 1,01 54,54 £ 1,06 54,45(51,84-61,73)
MUFA (somme des monosaturés) 17,28 + 0,70 17,45(17,12-18,52) 17,45(12,41-19,62)
PUFA (somme des polysaturés) 27,70+ 0,79 27,93+ 1,09 26,34(25,11-30,71)
PUFA/SFA 0,508 + 0,022 0,517+0,018 0,472(0,419-0,592)
Somme des-acides gras (n-9) 14,25 + 0,65 14,62(13,80-15,45) 15,29(9,48-15,64) -
Somme des acides gras (n-6) 19,71 + 0,54 19,71 £0,77 19,68(18,36-21,37)
Somme des acides gras (n-3) 7,99 £ 0,49 7,37(6,15-10,25) 7,19(6,66-9,18)

Rapport n=6/n-3

2,55(2,25-2,78)

2,56(1,95-2,80)

2,50(2,34-2,77)

A9 desatl (C16:1-7/C16:0)

0,11(0,08-0,13)

0,11(0,08-0,13)

0,11 £ 0,02

A9 desat2 (C18::1-9/C18:0)

-0,50(0,45-0,54)

0,50(0,49-0,58)

0,44(0,21-0,53)

A6 desat (C18:3n-6/C18:2n-6)

0,04(0,02-0,15)

0,08(0,02-0,22)

0,03(0,02-0,04)

AS5desat (C20:4n-6/C20:3n-6)

92,4(49,6-361)

92,42(63,94-609,23)

132,45(49,97-225,75)

E(n-6): C20:3n-6/C18:3n-6

0,26(0,11-1,09)

0,22(0,06-1,00)

0,45(0,25-2,10))

E(n-6): C22:4n-6/C20:4n-6

0,22(0,20-0,25)

0,22(0,18-0,25)

0,22(0,21-0,32)

E(n-6):; C20:2n-6/C18:2n-6

0,03(0,02-0,04)

0,03 £0,003

0,03(0,02-0,05)

E(n-3): C22:5n-3/C20:5n-3

1,81(1,37-2,16)

1,83(1,52-2,82)

1,70(0,82-1,95)

Les valeurs correspondent aux moyennes =+

erreur standard (valeurs exprimées en

pourcentage) ou médianes avec le 25MC ot e 751m percentile (pour les distributions suivant

une log normale).
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Chapitre 5: Résultats

Une analyse de régression multiple pas a pas a été entreprise pour identifier les
déterminants spécifiques indépendants de 1’insulinémie a jeun, du HOMA et de la SM

(tableau 28).

11 n'existe aucun modeéle pouvant expliquer la variance de 1’insulinémie a jeun ou du HOMA a

1’état basal.

En revanche, les acides stéarique, palmitoléique et oléique expliqueraient 28,4, 17,4 et 17,1 %

respectivement de la variance de la SM a I’état basal (r* ajusté = 0,544 P <0,005)

Tableau 28: Analyse de régression pas a pas expliquant la SM a 1'état basal.

Variables Coefficient 1” partiel F P partiel
Log C18:0 -189,036 0,284 5,947 <0,05

Log C16:1n-7 -77,587 0,458 5,922 <0,05

Log C18:1n-9 -104,355 0,629 7,350 < 0,005

r’=0,544 P <0,005

B.1.2- Aprés trois mois sous Orlistat

Dans le groupe des 17 obéses, les acides palmitoléique C16:1n-7, linoléique C18:2n-6 et
arachidique C20:0 sont significativement diminués (P < 0,05, P < 0,05, P < 0,05,
respectivement) et ’acide arachidonique C20:4n-6 significativement augmenté (P < 0,005)
(tableau 29). On observe également une augmentation du rapport C22:5n-3/C20:5n-3 (P <
0,05) et une baisse du rapport C16:1n-7/C16:0, (delta 9 désaturase), (P < 0,05).

L’analyse de corrélation dans la population des obéses montre que la variation de
I’insulinémie a jeun entre 1’état basal et aprés perte de poids, est corrélée positivement a la
variation de 1’acide docosapentaénoique (C22:5n-3), (r = 0,533 P < 0,05). La variation du
HOMA est corrélée négativement a celle de I’acide docosahexaénoique (C22:6n-3),
(r=-0,437 P=10,079).

On n’a pas mis en évidence de modeéle de régression multiple pas & pas pouvant expliquer la

variation de I’insulinémie ou du HOMA aprés perte de poids.
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Chapitre 5: Résultats

Tableau 29: Composition en acides gras totaux de la membrane érythrocytaire des

femmes obéses a I'état basal et aprés 3 mois sous Orlistat.

T

25,73(24,77-28,24)

Acide palmitique C16:0 26,21 0,71 NS
Acide palmitoléique C16:1n-7 . =~ 2,72(2,03-3,63) 2.55(1,82-2,80).. <0,05°
Acide stéarique C18:0 22,56 + 0,95 22,314+ 0,79 NS
Acide oléique C18:1n-9 10294056 - - 1030£045 NS
Acide linoléique C18:2n-6 6,68 + 0,24 5,73(5,22-6,59) <0,05
Acide y-linolénique C18:3n-6 T 030011098 051(0,14147) NS
Acide o-linolénique C18:3n-3 = .0,17(0,01-0,28) 0,23(0,13-0,48) NS
Acide arachidique C20:0 1,24(0,69-2,74) 0,74(0,65-1,23) <0,05
Acide eicosénoique C20:1n-9 0,43(0,35-0,74). 0,45(0,37-0,76) NS
Acide eicosadiénoique C20:2n-6 0,18(-0,16-0,26) 0,22(0,14-0,37) NS
Acide homo-y-linolénique €20:3n-6 0,11(0,03-0,20) 10,16(0,03-0,21) NS
Acide eicosatrienoique C20:3n-3 1,22(1,00-1,38) S 1,2040,08 NS
Acide arachidonique C20:4n-6 9,67 + 0,32 10,95(10,53-11,34) <0,005
Acide docosapentaénoique C20:5n-3 0,48(0,37-0,63) 0,42(0,27-0,53) NS
Acide béhénique C22:0 1,55(1,31-2,01) 1,50 £ 0,08 NS
Acide érucique C22: 10-9 0,26 + 0,05 0,17(0,13-0,41) NS
Acide docosatétraénoique C22:4n-6 2,29(1,76-2,68) 2,15(2,03-2,84) NS
Acide eicosapentanoique C22:5n-3 0,97 £ 0,09 0,76(0,51-1,27) NS
Acide lignocérique C24:0 2,72(1,45-3,96) 1,30(1,14-3,97) NS
Acide docosahéxaénoique C22:6n-3 4,68 + 0,52 4,72(3,87-6,00) NS
Acide nervonique C24:1n-9 : 3,10 +0,24 3,19+0:18 NS
SFA (somme des saturés) 55,20 + 1,01 53,96 + 0,85 NS
MUFA(somme des monosaturés) 17,28 +£0,70 17,10 £ 0,63 - NS
PUFA (somme des polysaturés) 27,70+ 0,79 28,68(27,25-26,64) NS
PUFA/SFA 0,508 + 0,022 0,533(0,503-0,550) NS
Somme des acides gras (n-9) 14,25 £ 0,65 14764061 NS
Somme des acides gras (n-6) 19,71+ 0,54 20,86(19,29-21,68) NS
Somme des acides gras (n-3) 7,99 + 0,49 7,90(7,17-8,64) NS
Rapport n-6/n-3 2,55(2,25-2,78) 2,625+0,106 . NS
A9 desatl (C16:1-7/C16:0) 0,11(0,08-0,13) 0,09 + 0,01 <0,05
A9 desat2 (C18 :1-9/C18:0) 0,50(0,45-0,54) 0,48 +0,03 NS
A6 desat (C18:3n-6/C18:2n-6) 0,04(0,02-0,15) 0,08(0,02-0,25) NS
AS5desat (C20:4n-6/C20:3n-6) 92,4(49,6-361) 70,94(53,55-457) NS
E(n-6): C20:3n-6/C18:3n-6 0,26(0,11-1,09) 0,39(0,08-1,04) NS
E(n-6): C22:4n-6/C20:4n-6 0,22(0,20-0,25) 0,21(0,18-0,250) NS
E(n-6): C20:2n-6/C18:2n-6 0,03(0,02-0,04) 0,04(0,02-0,06) NS
2,09(1,44-2,74) <0,05

E(n-3): C22:5n-3/C20:5n-3

1,81(1,37-2,16)

Les valeurs correspondent aux moyennes + erreur standard (valeurs exprimées en

pourcentage) ou médianes avec le 25°™ et le 75°™ percentile (pour les distributions suivant

une log normale).
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Chapitre 5; Résultats

La variation de la SM entre 1’état basal et aprés perte de poids est corrélée positivement aux
variations des acides linoléique (C18:2n-6), (r = 0,699 P < 0,005), docosapentaénoique
(C22:5n-3), (r = 0,731 P < 0,005) et lignocérique (C24:0), (r = 0,543 P < 0,05), et
négativement aux variations de I’acide stéarique (C18:0), (r = -0,698 P < 0,005). Dans une
analyse de régression pas a pas, seules les variations des acides docosapentaénoique et

lignocérique expliquent 53,4 et 11,8 % respectivement de la variation de la SM (r* ajusté =

0,598 P < 0,005) (tableau 30).

Tableau 30: Modéle de régression pas a pas expliquant la variation de la SM aprés
traitement sous Orlistat.

Variables Coefficient 1* partiel F P partiel
dC22:5n-3 (%) 10,264 0,534 16,053 < 0,005

dC24:0 (%) 0,128 0,652 12,161 < 0,005

n=16 r’=0,598 P <0,005

B.2- ANALYSE DES GROUPES « BONS REPONDEURS » ET
« MAUVAIS REPONDEURS »

A T’état basal, le groupe « bons répondeurs » differe significativement du groupe « mauvais
répondeurs » par une valeur plus élevée en acide lignocérique C24:0 (P < 0,05).

Les variations des acides gras ont également été étudiées dans les deux sous-groupes aprés

traitement (tableaux 31 et 32).

Dans le groupe « bon répondeurs », on observe une diminution des acides palmitoléique
C16:1n-7 et linoléique C18:2n-6 (P < 0,05, P < 0,05), et une augmentation de [’acide
arachidonique C20:4n-6 (P < 0,05). On note également une diminution du rapport C16:1n-7/
C16:0 (P <0,05) et une augmentation du rapport C20:2n-6/C18:2n-6 (P < 0,05).

Dans le groupe « mauvais répondeurs », les acides a-linolénique C18:3n-3 et arachidonique
C20:4n-6 sont augmentés (P<0,05, P<0,05), et I’acide eicosapentaénoique C20:5n-3 diminué
(P<0,05). On observe également une augmentation significative du rapport C22:5n-3/C20:5n-

3 (P<0,05).
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Chapitre 5: Résultats

Tableau 31: Composition en acides gras totaux de la membrane érythrocytaire du

groupe « bons répondeurs », a I'état basal et aprés 3 mois sous Orlistat.

T

Acide pa

T 26,20+0,11

2590 0,80

NS

_Acide palmitoléique C16:1n-7 U 2722,02-3,54) 12,02(1,88-2,73) 0,05
Acide stéarique C18:0 20,07(18,93-24,93) 21,64+ 0,78 NS
“Acide oléique C18:1n-9 9.97(9,34-12,04) . 11,2009,03-11,84) NS
Acide linoléique C18:2n-6 6,58 + 0,36 5,71+0,28 <0,05
Acide y-linolénique C18:3n-6 - . 0,50(0,11-1,48) 0,99(0,15-1,66) NS
Acide a-linolénique C18:3n-3 -~ 0,1900,01-0,45) 0.20(0,09:0.31) NS
Acide arachidique C20:0 1,50(0,68-2,43) 0,76(0,67-1,42) NS
Acide eicosénoique C20:1n-9 0,37(0,29-0,70) ~0,55(0,34:0,93) NS
Acide eicosadiénoique C20:2n-6 0,18 + 0,02 0,25(0,16-0,57) NS
'Acide homo-y-linolénique C20:3n-6 0,11+0,02 0,16(0,13-0,21) NS
“Acide eicosatrienoique C20:3n-3 1,09(0,99-1,35) 1,17+0.10 NS
Acide arachidonique C20:4n-6 9,45(8,51-11,06) 10,95(10-11,33)) <0,05
Acide eicosapentaénoique C20:5n-3  0,46(0,38-0,61) - 0,44(0,32-0,54) NS
Acide béhénique C22:0 1,80(1,36-2,04) 1,54 + 0,09 NS
Acide érucique C22:1n-9 =~ 0,14(0,10-0,37) 0,17(0,13-0,35) NS
Acide docosatétraénoique C22:4n-6 1,99(1,76-2,64) 2,06(1,92-2,96) NS
Acide docosapentaénoique C22:5n-3 .~ 1,06+ 0,10 0,93(0,54-1,44) NS
Acide lignocérique C24:0 13,244 0,37 2,85(1,22-4,54) NS
Acide docosahéxaénoique C22:6n-3 3,53(2,80-7,04) 4,49(4,00-6,42) NS
“Acide nervonique C24:1n-9' 3,17(2,29-3,64) 3,17£0.25 NS
SFA (somme des saturés) 54,54 + 1,06 53,38+ 0,91 NS
MUFA(somme des monosaturés) 17,45(17,12-18,52) 17,18(16-18,67) NS
PUFA (somme des polysaturés) 27,93+ 1,09 29,14(28-29,75) NS
PUFA/SFA 0,52+ 0,02 0,53(0,52-0,56) NS
Somme des acides:gras-(n-9) 14,62(13,80-15,45) -~ 15,30+ 0,71 NS.
Somme des acides gras (n-6) 19,71 + 0,77 20,91 + 0,43 NS
Somme des acides gras (n-3) 7,37(6,15-10,25) 7,82(7,20-8,55) NS
Rapportn-6/n-3 - 2,56(1,95-2,80) 2,63 £0,14 NS
A9 desatl (C16:1-7/C16:0) 0,11(0,08-0,13) 0,09 + 0,01 <0,05
A9 desat2 (C18 :1-9/C18:0) 0,50(0,49-0,58) 0,50 + 0,04 NS
A6 desat (C18:3n-6/C18:2n-6) 0,09(0,02-0,22) 0,13(0,03-0,32)) NS
A5desat (C20:4n-6/C20:3n-6) 92,42(63,94-609,23) 66,25(51-84,92) NS
E(n-6): C20:3n-6/C18:3n-6 0,22(0,06-1,00) 0,39(0,08-0,98) NS
E(n-6): C22:4n-6/C20:4n-6 0,22(0,18-0,25) 0,18(0,17-0,26) NS
E(n-6): C20:2n-6/C18:2n-6 0,03 + 0,003 0,04(0,04-0,11) <0,05
1,83(1,52-2,82) 2,19(1,41-3,03) NS

E(n-3): C22:5n-3/C20:5n-3

Les wvaleurs correspondent aux moyennes + erreur standard (valeurs exprimées en

pourcentage) ou médianes avec le 25°™ et le 75°™ percentile (pour les distributions suivant

une log normale).
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Tableau 32: Composition en acides gras totaux de la membrane érythrocytaire du

groupe « mauvais répondeurs », a I'état basal et aprés 3 mois sous Orlistat.

5 ,ji_i‘, 5 .

+0,96

‘Acide palmitoléique C16:1n-7

2,74(2,05-3,73) -

2,76(1,66-3,00)

Acide stéarique C18:0

23,65(21,85-25,75)

23,56+ 1,72

Acide oléique C18:1n:0

79,93(6,42-11,56)

9,69(7,67-12,39)

Acide linoléique C18:2n-6

6,75(6,45-7,27)

5,97(5,73-6,75)

Acide y-linolénique C18:3n-6 0,18(0,13-0,30) ©0,26(0,12-0,98) NS
Acide o-linolénique C18:3n-3 0,12(0,03:0,17) 0,54(0,14-0,94) 20,05 .
Acide arachidique C20:0 1,10(0,69-4,20) 0,70(0,65-1,10)
Acide eicosénoique C20:1n-9 0,88(0,39-1,33) 0,44(0,39-0,64) NS
Acide eicosadiénoique C20:2n-6 0,22(0,17-0,34) 0,18+ 0,03
Acide homo-y-linolénique C20:3n-6 ~0,12(0,04-0,21) 0,10(0,01-0,16)- NS
Acide eicosatrienoique C20:3n-3 1,2640,17 1,27(0,95-1,52) NS
Acide arachidonique C20:4n-6 9,63(8,57-10,24) 10,90(10,05-11,35) <0,05
Acide eicosapentaénoique €20:5n-3 0,58(0,27-0,62) .0,29(0,24-0,52) <0,05 .
Acide béhénique C22:0 1,39(1,30-1,55) 1,39 (1,13-1,86) NS
Acide érucique C22;1n-9 0,33(0,17-0,50) 0,18(0,15-0,42) NS
Acide docosatétraénoique C22:4n-6 2,31(1,76-2,68) 2,25(2,15-2,82) NS
Acide docosapentaénoique C22:5n-3 0,76(0,44-1,21)) 0,69(0,51-1,09) NS
Acide lignocérique C24:0 ' 1,40(1,05-2,50) 1,17(0,92:4,16) ‘NS
Acide docosahéxaénoique C22:6n-3 5,08(2,84-6,27) 4,88+ 0,54 NS
Acide nervonique C24:1n-9 2,8(2,23-3,79) 3,22 40,23 NS
SFA (somme des saturés) 54,45(51,84-61,73) 55,02 £1,78 NS
MUFA(somme des monosaturés) 17,45(12,41-19,62) 16,86(14,29-18,91) NS
PUFA (somme des polysaturés) 26,34(25,11-30,71) 27,85(26,98-28,96) NS
PUFA/SFA 0,47(0,42-0,59) 0,51(0,46-0,54) NS
Somme des acides gras (n-9) 15,29(9,48-15,64) 14,53(10,85-16,03) NS
“Somme des acides gras (n-6) 19,68(18,36-21,37) 19,83(19,09-21,9) NS
Somme des acides gras (n-3) 7,19(6,66-9,18) 8,00+ 0,45 NS
Rapport n-6/n-3 2,50(2,34-2,77) . 2,49(2,35-2,69) NS
A9 desatl (C16:1-7/C16:0) 0,11+0,02 0,10(0,07-0,11)
A9 desat2 (C18 :1-9/C18:0) 0,44(0,21-0,53) 0,42(0,30-0,63) NS
A6 desat (C18:3n-6/C18:2n-6) 0,03(0,02-0,04) 0,04(0,02-0,17) NS
ASdesat (C20:4n-6/C20:3n-6) 132,45(49,97-225,75) 172,72(58,50-1005) NS
E(n-6): C20:3n-6/C18:3n-6 0,46(0,25-2,10)) 0,35(0,01-1,33) NS
E(n-6): C22:4n-6/C20:4n-6 0,22(0,20-0,32) 0,21(0,20-0,25) NS
E(n-6): C20:2n-6/C18:2n-6 0,03(0,02-0,05) 0,02(0,02-0,04)
2,07(1,89-2,58) 0,05

E(n-3): C22:5n-3/C20:5n-3

1,70(0,82-1,95)

Les valeurs correspondent aux moyennes * erreur standard (valeurs exprimées en

pourcentage) ou médianes avec le 25°™ et le 75°™ percentile (pour les distributions suivant

une log normale).
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Dans le groupe « bon répondeurs », on observe une diminution des acides palmitoléique
Cl6:1n-7 et linoléique C18:2n-6 (P < 0,05, P < 0,05), et une augmentation de [’acide
arachidonique C20:4n-6 (P < 0,05). On note également une diminution du rapport C16:1n-7/
C16:0 (P <0,05) et une augmentation du rapport C20:2n-6/C18:2n-6 (P <0,05).

Dans le groupe « mauvais répondeurs », les acides a-linolénique C18:3n-3 et arachidonique
C20:4n-6 sont augmentés (P < 0,05, P < 0,05), et ’acide eicosapentaénoique C20:5n-3
diminué (P < 0,05). On observe également une augmentation significative du rapport C22:5n-

3/C20:5n-3 (P < 0,05).
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Chapitre 5: Discussion

I1I- DISCUSSION

A- ACIDES GRAS

En ce qui concerne I’effet de 1’Orlistat sur les acides gras, les variations observées sont peu
importantes et ne sont pas des facteurs explicatifs des variations de 1’insulinémie et du
HOMA. On remarque uniquement qu’apres traitement, une augmentation significative de
P’acide arachidonique qui est observée dans le groupe total des obéses et les deux sous-
groupes. Cette augmentation est similaire & celle observée précédemment chez les obeses
aprés un régime hypocalorique seul. Par ailleurs, la baisse significative de [’acide linoléique
est en accord avec les données rapportées sur la composition en acides gras des différentes
fractions du sérum aprés traitement a 1’Orlistat de sujets obeéses (Vidgren et al., 1999).
Toutefois, il faut noter qu’elle est observée dans le groupe des 17 obéses, chez les « bons

répondeurs » et pas chez les « mauvais répondeurs ».

Enfin, on remarque que le traitement a 1’Orlistat semble affecter essentiellement les acides
gras de la série n-6 chez les « bons répondeurs » alors que ce sont les acides gras n-3 qui sont
affectés chez les « mauvais répondeurs ». Toutefois, les répercussions sur le rapport n-3/n-6
sont insignifiantes. Par conséquent, on peut avancer I’hypothése qu’au cours de cette période

de traitement de trois mois, il n’y a pas d’effet spécifique de I’Orlistat sur la composition

en acides gras de la membrane érythrocytaire.

B- PHOSPHOLIPIDES

B.1- ETAT BASAL

A D’état basal, les deux marqueurs de I’insulino-résistance : insulinémie a jeun et HOMA du
groupe d’obéses étudié dans le cadre d’un traitement a 1’Orlistat sont significativement plus
élevés que ceux du groupe « régime » étudié¢ dans le chapitre 4, indiquant que les 17 obéses

sont plus insulino-résistants.

213



Chapitre 5: Discussion

L’observation que le contenu en SM de la membrane érythrocytaire est aussi
significativement plus élevé confirme de nouveau qu’il existe bien une relation positive entre

Pinsulino-résistance et le contenu membranaire en SM.

Un rapport CL/PL trés diminué constitue une autre anomalie significative de la membrane
érythrocytaire de ces 17 obeses. Ce rapport faible peut sembler paradoxal étant donné
’affinité tres forte entre le CL et la SM (Slotte et al., 1999).

Toutefois, ce résultat peut étre expliqué par les niveaux relativement faibles de LDL
cholestérol enregistrés chez les 17 obéses. En effet, il a ét¢ montré précédemment que le
rapport CL/PL. de la membrane érythrocytaire était corrélé positivement au LDL cholestérol et

négativement au HDL cholestérol (Martinez et al, 1996; Piazze Garnica et al., 1997; Martinez
et al., 1998).

Les taux de triglycérides élevés constituent un facteur supplémentaire en faveur d’un rapport
@Ddiminué. Dans une étude sur I’activité Na+/K(+)-ATPase de la membrane d’hématie
chez des hommes d’4ge moyen, il a été rapporté qu’une diminution du rapport CL/PL de la
membrane d’hématie était associéé a une augmentation des TG et de I'IMC (Ishizaki et al.,
1994). Par ailleurs, le contre transport Na/Li dans la membrane érythrocytaire est diminué a
la suite d’un traitement par régime ou pharmacologique d’une hypertriglycéridémie. Il a été
suggéré que D’effet des TG sur ce systeme de transport résulterait de modifications dans
I’environnement lipidique de la membrane (Pagano et al., 1997).

Des triglycérides élevés constituent un des éléments du syndrome métabolique, les autres
composants étant une hypertension, une insulino-résistance et 1’obésité. Ceci est confirmé
dans notre étude par I’analyse de régression pas & pas puisque avec la SM, les TG constituent

le second déterminant de la variance de I’insulinémie a jeun.

En ce qui concerne la SM, elle reste le premier facteur prédictif de la variance de
’insulinémie a jeun, la PE étant un autre déterminant puisque le rapport SM/PE expliquerait
la variance du HOMA, la PE ayant tendance a diminuer lorsque la SM augmente. Ces
résultats apportent des arguments supplémentaires a I’hypothése membranaire de I’insulino-
résistance. Il a été suggéré que des changements inverses de la SM et de la PE pouvaient étre
liés a une activité élevée de la Phospholipase A2 (Ponizovsky et al., 2001). Or cet enzyme,

marqueur humoral de 1’inflammation, augmente avec I’obésité chez les Indiens Pimas (Weyer

et al., 2002).
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Etant donné le rdle vraisemblable de la SM dans 1’insulino-résistance confirmé par ces
résultats et le fait que I’Orlistat inhibe 1’absorption intestinale du cholestérol avec des
répercussions éventuelles sur la composition des membranes cellulaires, il nous a paru

nécessaire de rechercher les facteurs qui pourraient expliquer la variance de la SM et du CL

membranaires.

A D’état basal, le CL et la PI membranaires, ainsi que I’insulinémie expliquent 66% de la

variance de la SM alors que seule la SM explique 43,8 % de la variance du CL

membranaire.

Les relations entre SM et cholestérol au sein de la membrane érythrocytaire ne sont pas
surprenantes. 1l existe une forte affinité de la SM pour le cholestérol et ils sont co-localisés
dans des microdomaines membranaires. L’interaction préférentielle du cholestérol avec la SM
est le résultat d’interactions de forces de Van der Waals entre les chaines N-acyl des acides
gras saturés et la moitié de la base sphingoide du sphingolipide et le cycle plan du cholestérol
(MclIntosh et al., 1992; Kan et al., 1991), de liaison hydrogéne entre ’azote de 1’amide du
sphingolipide et du groupe 3-B hydroxyl du cholestérol (Bittman et al., 1994; Sankaram et
Thompson, 1990). Par ailleurs, la co-localisation au niveau de la membrane induit une

régulation du cholestérol membranaire dépendante de celle de la SM (Slotte, 1999; Ridgway,
2000).

En ce qui concerne la PI qui expliquerait négativement la variance de la SM, il est possible
que la relation trouvée soit tout a fait indirecte. En effet des travaux antérieurs ont montré une
altération du métabolisme des phosphoinositides dans I’insulino-résistance. Les hépatocytes
de rats Zucker (fa/fa) insulino-résistants ont des niveaux plus faibles de glycosyl-
phosphatidylinositol que les rats insulino-sensibles, ce phénoméne étant associé a une
altération du signal de ’insuline dépendant de la PI (Sanchez-Guttierrez et al., 1994). Dans
des membranes d’adipocytes humains, notre équipe a observé précédemment chez des obéses
non diabétiques et diabétiques que le contenu en PI était plus faible chez les sujets ayants
I’insulinémie & jeun la plus élevée (Zeghari et al., 2000 (a)). Par ailleurs, dans les obéses

« régime » du chapitre 4, la variation de la SM est corrélée négativement & la PI aprés perte de

poids.
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B.2- APRES TROIS MOIS SOUS ORLISTAT

Quinze obéses sur 17 perdent du poids, la perte de poids moyenne étant supérieure a 6,3%.
Les données publiées antérieurement concernent pour la plupart des traitements plus longs (de

six mois & deux ans). Toutefois, nos résultats semblent en accord avec des données rapportant

une perte de poids de 6,8% apres un traitement de 6 mois (Muls et al., 2001).

L’Orlistat est connu pour entrainer une diminution du cholestérol LDL ( Muls et al., 2001 ;
Gokcel et al, 2002 ; Naumov et al, 2002, Kelley et al, 2002). Dans notre cas, nous n’avons

observé aucune variation du cholestérol LDL. On peut envisager plusieurs hypothéses pour

expliquer ce résultat.

11 est possible qu’une période correspondant & un traitement de trois mois soit trop courte pour
observer des variations significatives du cholestérol LDL. Le traitement avec 1’Orlistat varie
entre 1 et 2 ans (Karhunen et al., 2000; Rosenfalck et al., 2002; Ballinger et Peikin, 2002,) et
les effets bénéfiques sur les facteurs de risques cardiovasculaire incluant le CT, le cholestérol
LDL, la pression sanguine et la glycémie ne sont significatifs qu'aprés une durée de traitement
minimale de 6 mois (Audikovszky et al., 2001, Gokceel et al, 2002).

Par ailleurs, des variations significatives des paramétres lipidiques apres un traitement
avec Orlistat ne sont observées que chez des sujets obéses caractérisés par le syndrome X
(taux de TG > 2,2 mM/L et taux de cholestérol HDL < 1,0 mM/L), (Reaven et al., 2001). Or,
sur les 17 obéses de cette étude, 3 seulement répondent a ce critére et le taux moyen de
cholestérol LDL basal est relativement faible.

L’amélioration des marqueurs de I’insulino-résistance, significative pour I’insulinémie a jeun
et limite pour le HOMA est inférieure au données rapportées par Kelley et al. ( 2002). Dans ce
cas encore, la période d’observation est vraisemblablement trop courte. Toutefois, le fait que
sur les 17 obéses de I’étude, I’insulinémie baisse chez 11 d’entre eux et augmente chez 6

obeses, permet d’envisager d’autres hypothéses qui seront exposées a la fin de cette

discussion.

Pour les paramétres membranaires, 4 notre connaissance, il n’existe aucune donnée dans la
littérature sur I’influence d’un traitement avec 1’Orlistat (associé au régime hypocalorique),

sur la composition en phospholipides des membranes.
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Dans ce groupe d’obéses dont les perturbations membranaires étaient plus importantes a 1’état
basal que dans le groupe « régime seul » du chapitre précédent, la diminution de la PC, SM et
PS correspond & une tendance a la normalisation des paramétres membranaires.

Les résultats mettent de nouveau en évidence les relations étroites entre la SM et les
marqueurs de D’insulino-résistance. Seules les variations de la SM expliqueraient les
variations de I’insulinémie a jéun et du HOMA.

Le fait que I’insulinémie a jeun et la PC expliqueraient les variations de la SM n’est pas
contradictoire. La SM et la PC sont localisés pratiquement exclusivement dans la couche
lipidique externe de la membrane érythrocytaire. Des interactions existent entre ces deux
lipides qui dépendent de la longueur de la chaine acyle ou de son degré d’insaturation. La
miscibilité entre les deux phospholipides est augmentée lorsque les chalnes acyles sont de
longueurs identiques ou en présence d’une double liaison (Lentz et al., 1981, Barenholz,
1984). Or, les chaines acyles majoritaires dans la sphingomyéline de I’érythrocyte humain
comportent 16 carbones (palmitique), qui existe également en proportion importante dans la
PC et 24 carbones avec une double liaison (nervonique) (Barenholz, 1984). Par conséquent,

on peut supposer que les variations de ces deux phospholipides soient plus ou moins liées.

En ce qui concerne les variations du CIL. membranaire, celles de la SM, en dépit des
interactions fortes entre le sphingolipide et le cholestérol, n’expliqueraient pas les variations
de cholestérol. Seules les variations du poids et du cholestérol HDL seraient des facteurs
explicatifs de la variation du CL membranaire. Les relations inverses entre le CL
membranaire et le cholestérol HDL sont bien connues. Les enfants hypercholestérolémiques
ont un rapport CL/PL élevé au niveau de la membrane d’hématie, et ces altérations lipidiques
membranaires sont corrélées négativement au cholestérol HDL (Martinez et al., 1998).

Un régime riche en graisses induit une augmentatioﬁ du CL et des phospholipides
membranaires, une augmentation des CT et du cholestérol LDL, et une diminution du
cholestérol HDI. (Shanmugasundaram et al., 1986).

Toutefois, le réle du poids et du cholestérol HDL dans la variation du CL. membranaire peut
étre une effet spécifique de 1I’Orlistat. En effet, le Orlistat diminue 1’absorption intestinale du
cholestérol alimentaire (Mittendorfer et al., 2001). Il est vraisemblable qﬁe la composition des
lipoprotéines puisse étre modifiée avec une augmentation en particulier de la proportion des
phospholipides (PL) dans les HDL. Or, il a été rapporté que les HDL PL sont les déterminants

majeurs de I’efflux de cholestérol (Fournier et al., 2001).

217



Chapitre 5: Discussion

En se basant sur I’évolution des marqueurs de I’insulino-résistance, notre étude a permis de
mettre en évidence des sujets « bons répondeurs » et « mauvais répondeurs ». On constate
qu’a I’état basal, le groupe « bons répondeurs » a une insulinémie a jeun, un contenu
membranaire en SM et un rapport SM/PC plus élevés que le groupe « mauvais répondeurs »,
suggérant que le syndrome métabolique serait plus important chez les « bons répondeurs ».
Apres Orlistat, pour les « bons répondeurs », I’insulinémie et le HOMA baissent ainsi que le
contenu en SM et le rapport SM/PC alors que pour les sujets « mauvais répondeurs » I’
insulinémie, le HOMA et le rapport SM/PC augmentent et le contenu en SM ne varie pas. Ce
résultats est a rapprocher des résultats de Reaven et al., (2001), qui ont montré que 1’Orlistat
diminue les facteurs de risques cardio-vasculaires chez des sujets avec le syndrome X alors

que les effets sont beaucoup moins marqués chez les sujets ne présentant pas de syndrome X.

C- ANALYSE DE LA REPONSE A LA PERTE DE POIDS
DANS LES GROUPES « REGIME » (CHAPITRE 4) ET

ORLISTAT

Nos différentes ¢tudes ont clairement établi que les sujets les plus hyperinsulinémiques ont
les concentrations membranaires de SM les plus élevées. La réponse a la perte de poids
constitue un « phénotype dynamique » qui permet de mieux comprendre les relations entre
I’obésité, I’hyperinsulinémie ou I’insulino-résistance dont ce dernier paramétre est le
marqueur, et les phospholipides membranaires.

Il nous a semblé intéressant d’analyser conjointement les résultats de I’étude régime seul et de
I’étude médicamenteuse en fonction de la perte de poids (au moins 5 % du poids initial ou
moins de 5 %). Il n’est pas licite d’envisager a ce stade une quelconque analyse statistique.
Les effectifs sont trop faibles et surtout les groupes ne sont pas comparables, par définition,
puisque sélectionnés sur des critéres différents. Cependant, les constatations suivantes
apparaissent clairement :

- les sujets de I’étude Orlistat, trés androides, sont aussi trés hyperinsulinémiques. Leur
taux de SM membranaire est élevé par rapport a celui observé dans le groupe « régime
seul ».

- La diminution de la SM membranaire est la plus importante (18,6 %) chez les patients

hyperinsulinémiques qui perdent plus de 5 % de leur poids initial. Au contraire la SM
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ne baisse que de 1,15 % chez les sujets moins hyperinsulinémiques du groupe
« régime seul » qui ont pourtant perdu également environ 8 % de leur poids initial. On
peut penser que 1’Orlistat n’est pas en cause, car il n’est pas connu pour avoir des
effets directs sur la sensibilité a I’insuline. La poursuite de ces deux études permettra
de mieux clarifier ce point.

- Les mémes constatations peuvent étre faites vis a vis des anomalies lipidiques du
syndrome métabolique : ce sont les sujets a priori les plus insulino-résistants qui ont
la baisse la plus importante de la triglycéridémie et la baisse la moins forte du
cholestérol HDL.

- En revanche le cholestérol LDL diminue plus chez les sujets a priori moins insulino-
résistants du groupe régime seul (chapitre 4) qui ont perdu plus de 5 % de leur poids
initial. Ce n’est pas étonnant car 1’excés de cholestérol LDL ne fait pas partie des
anomalies caractéristiques du syndrome métabolique. L’effet propre de 1’Orlistat ne
peut étre analysé ici. Rappelons néanmoins que selon 1’analyse de Reaven et al.,
(2001), la perte de poids qu’il entraine est associée & une amélioration franche de la
dyslipidémie du syndrome métabolique.

Au total I’excés de SM membranaire semble bien associé aux autres anomalies

métaboliques du syndrome X, dans les études transversales comme dans les études

longitudinales d’intervention.
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IV- CONCLUSION.

Nos résultats ont mis en évidence une amélioration marquée de la composition en
phospholipides des membranes d’hématies apres un traitement de trois mois avec 1’Orlistat.
Toutefois, il est difficile de conclure sur un petit nombre de sujets quant a un effet spécifique

de I’Orlistat sur la perte de poids, I’insulino-sensibilité et les paramétres membranaires.

Pour élucider son mécanisme d’action, il faudrait envisager :

- un nombre plus important de patients étudiés simultanément avec des obéses traités
seulement avec un régime hypocalorique, les deux groupes étant appariés au niveau des

paramétres anthropométriques et des marqueurs de I’insulino-résistance,
- une période d’observation supérieure a trois mois.

- une sélection de patients ayant en particulier des taux de triglycérides et de

cholestérol LDL plus élevés.

- 11 a été montré in vitro dans le modele de cellule intestinale humaine (Caco-2) que les
ligands de [I’hétérodimére : récepteur hépatique X/récepteur rétinoide X (LXR/RXR)
augmentaient I’expression du géne de « I’ATP-binding cassette » transporteur (ABCA-1)
(Murthy et al., 2002). Les auteurs ont fait I’hypotheése que ABCA-1 jouerait un rle important
dans la production d’HDL intestinales et 1’absorption du cholestérol. L’Orlistat inhibant

I’absorption du cholestérol, il serait important de rechercher s’il a une action sur I’expression

du géne ABCA-1.

- Il a été suggéré que la capacité a perdre du poids a la suite d’un régime
hypocalorique ne varie pas chez les femmes obéses comme une fonction de I’insulino-
résistance ou I’hyperinsulinémie (McLaughlin et al., 1999). Nos résultats nous conduisent a
émettre ’hypothese que la capacité a améliorer 1’insulino-sensibilité chez des femmes obéses
a la suite d’un régime hypocalorique ou d’une association médicament-régime (Orlistat) n’est
pas une fonction de la perte de poids. Par conséquent, il serait indispensable de déterminer
avec précision les caractéristiques des sujets obeses « bons répondeurs» et « mauvais

répondeurs » a I’un ou I’autre des traitements.
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CHAPITRE 6

Composition des lipoprotéines au cours de la lipémie
post prandiale — Relations avec les marqueurs de
Pinsulino-résistance et la composition lipidique de
I’hématie et de ’adipocyte

(Etude préliminaire)
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I- INTRODUCTION

Les mécanismes impliqués dans les anomalies de composition en phospholipides des
membranes cellulaires mises en évidence chez des femmes obé&ses insulino-résistantes ne sont
pas élucidés pour I’instant.

Deux hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer ces altérations:

- un processus mettant en jeu des modifications de la synthése ou du catabolisme des
phospholipides,

- des altérations du processus dynamique régulant les échanges de phospholipides entre les
lipoprotéines et les membranes cellulaires, un processus de simple diffusion étant le seul
en cause au niveau des membranes d’hématie. En revanche, il peut se faire dans d’autres
types cellulaires par I’intermédiaire de récepteurs: CLA-1 équivalent chez ’homme de
SR-BI, ABCA-1 (Calvo et al., 1998 ; Gillotte-Taylor et al., 2002) ou 4 la suite d’une
incorporation des lipoprotéines dans des cellules comme les adipocytes (Fong et al.,

1984 ; Despres et al., 1987).

Des données antérieures sont en faveur de I’hypotheése de la modification des €changes de
phospholipides entre les lipoprotéines et les cellules. En effet, des anomalies du métabolisme
des lipoprotéines ont été décrites dans I’insulino-résistance associée a ’obésité¢ (Howard,
1999; Ginsberg et Huang, 2000). Quelques travaux mettent en évidence des anomalies au
niveau des phospholipides des lipoprotéines. Une diminution de PE, PI+PS, et SM a été
retrouvée dans les VLDL + LDL ainsi que dans les sous fractions HDL2 et HDL3 chez des
patients hypertendus qui présentent fréquemment une baisse de la sensibilité a I’insuline
(Bagdade et al., 1995). Une baisse significative des PL totaux dans les HDL a été retrouvée
chez des patients obéses non diabétiques mais insulino-résistants (Tilly-Kiesi et al., 1996).
Chez des patients diabétiques de type 11, il existe une augmentation de la SM et de la PC dans
les HDL2 (Bagdade et al., 1990). Les phospholipides des HDL (HDL PL) pourraient jouer un
role particuli¢rement important car 1’efflux de cholestérol est li¢ au taux de HDL PL et de
plus en relation avec les sous classes de phospholipides dans les HDL, particuliérement la PC,
SM et le rapport SM/PE (Fournier et al., 1997). Enfin, le taux de HDL PIL semble
négativement lié au taux de triglycérides plasmatiques (Kahri et al., 1995),

I’hypertriglycéridémie étant fréquemment associée a 1’insulino-résistance dans le syndrome

X.
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Dans la plupart des cas, la composition des lipoprotéines est déterminée a jeun et refléte le
métabolisme lipidique «au repos». Or, méme les sujets sains sont dans un état
d’hypertriglycéridémie postprandiale la plupart du temps en raison de la fréquence des repas
et chez les sujets hyperlipidémiques, la situation est quasiment permanente (De Man et al.,
1996). Des anomalies du métabolisme postprandial des lipoprotéines riches en triglycérides
(LRT) ont été décrites dans 1’obésité, méme sans hypertriglycéridémie a jeun (Mekki et al.,
1999). Par conséquent, les anomalies des phospholipides des lipoprotéines pourraient étre
accentuées en situation post prandiale, car au cours de cette période, les échanges lipidiques
plasmatiques sont majorés et le degré d’insulino-résistance intervient également sur les
parametres de D’épuration lipidique post prandiale. Or, il existe peu de données sur les
altérations post prandiales de composition des phospholipides des lipoprotéines (Lewis et al.,
1990; Groener et al., 1998). Enfin, & notre connaissance, il n’existe pas de données présentant

I’existence de relations entre la composition des membranes cellulaires et celles des fractions

lipoprotéiques.

L’objectif de cette étude a été€ de déterminer dans un échantillon de femmes obéses présentant

des degrés variables d’insulino-résistance:

(1) les profils de composition en phospholipides de la membrane d’hématie et de celle de
I’adipocyte et des acides gras de la membrane d’hématie,
(2) I’évolution de la composition lipidique du plasma et des fractions lipoprotéiques en
période post-prandiale,
(3) le niveau des relations entre la composition lipidique du plasma, des fractions
lipoprotéiques en période post prandiale et :
~ le degré d’insulino-résistance des patientes,
- la composition en phospholipides et acides gras de la membrane d’hématie,
- la composition en phospholipides de la membrane d’adipocyte,

(4) le niveau des relations entre la composition en phospholipides des HDL et celle de la

membrane d’hématie et de I’adipocyte.

Les résultats sont tout a fait préliminaires. En raison de la lourdeur des investigations
cliniques (clamp euglycémique hyperinsulinémique), ils ne concernent pour I’instant que 8

patientes.
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II- RESULTATS

A- CARACTERISTIQUES CLINIQUES, LIPIDIQUES, ET
METABOLIQUES

Les caractéristiques cliniques, lipidiques et métaboliques des sujets sont résumées dans le tableau

33.

Tableau 33 : Caractéristiques cliniques et plasmatiques des obéses

Parameétres Obéses (8 sujets)
Age (ans) 36 L4 (%)
IMC (kg/m?) 32,6 + 1,4
Tour de taille (cm) 104,9 £ 4.8
Tour de hanches (cm) 109,0 £3,1
RTH 0,96 £ 0,03
Glycémie a jeun (mM) 4,96 + 0,24
Insulinémie a jeun (mU/I) 10,71 £ 1,43
HOMA 2,31 (1,64-2,72)
M (mg/kg/min) 5,43 (4,80-7,02)
Triglycérides (mmol/l) 1,51+0,20
Cholestérol total (mmol/l) 5,31 (5,24-5,77)
Cholestérol HDL (g/1) 0,47 £ 0,05
Cholestérol LDL (g/l) 1,48 £0,12

(*) Les valeurs correspondent aux moyennes * SEM ou médiane avec le 25°™ et le 75°™

percentile (pour les distributions log normales).

1l s’agit de sujets d’Age moyen (36 % 4 ans), obéses (IMC = 32,6 + 1,4 kg/ m?), plutdt androides
(RTH = 0,96 £ 0,03), et insulino-résistants (M Clamp = 5,43 mg/kg/min).

La moyenne du M clamp d’une population non obese est de 8,03 1 0,68 mg/kg/min (DeDronzo et
al., 1979).

225



Chapitre 6: Résultats

B- PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES DE L’HEMATIE,
DE L’ADIPOCYTE ET ACIDES GRAS DE L’HEMATIE

Les classes majeures de phospholipides, ainsi que le CL de la membrane des hématies et des

adipocytes des sujets, et les acides gras de la membrane de 1’hématie sont résumés dans les

tableaux 34 et 35.

Tableau 34: Composition en phospholipides et en CL de la membrane de Phématie et de

Padipocyte.

Phospholipides Hématie Adipocyte P
membranaires

Phosphatidyléthanolamine 267 £ 17 390 =27 <0,01
(PE)

Phosphatidylinositol (PI) 35+1 107 £5 < 0,005
Phosphatidylsérine (PS) 101(100-127) 178 £11 < 0,005
Phosphatidylcholine (PC) 250(213-274) 484 +26 < 0,001
Sphingomyéline (SM) 116(110-128) 120+ 7 NS
Phospholipides totaux (PL) 786 + 30 1278 + 66 < 0,001
Cholestérol membranaire 234(201-281) 135(92-150) < 0,005
(CL)

CL/PL 0,29(0,25-0,37) 0,10£ 0,01 <0,001
PE/PC 0,99(0,84-1,27) 0,81+ 0,04 NS
SM/PE 0,46 £ 0,03 0,32 (0,30-0,35) < 0,005
SM/PI 3,45(3,09-3,63) 1,18(1,07-1,27) <0,005
SM/PC 0,47(0,45-0,48) 0,25 £ 0,02 < 0,001
SM/CL 0,51 £ 0,05 0,94(0,78-1,47) < 0,005

PE, PI, PS, PC, SM et CL sont exprimés en pug/mg de protéines (moyenne + SEM ou médiane

avec le 25°™ et le 75°™ percentile (pour les distributions log normales).

La PC et la PE sont les phospholipides majoritaires des membranes d’hématies et d’adipocytes.
La membrane d’adipocyte contient plus de PE, PI, PS et de PC et moins de CL. membranaire par

rapport & la membrane d’hématie. En revanche, on retrouve les méme quantités de SM dans les

deux types cellulaires.
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La composition en acides gras de la membrane d'hématie est reportée dans le tableau 35.

Tableau 35: Composition en acide gras de la membrane érythrocytaire.

Acides gras membranaires

Moyenne + SEM

Acide palmitique C16:0

Acide palmitoléique C16:1n-7
Acide stéarique C18:0

Acide oléique C18:1n-9

Acide linoléique C18:2n-6

Acide y-linolénique C18:3n-6

Acide a-linolénique C18:3n-3
Acide arachidique C20:0

Acide eicosénoique C20:1n-9

Acide eicosadiénoique C20:2n-6
Acide dihomoylinolénique C20:3n-6
Acide eicosatriénoique C20 :3n-3
Acide arachidonique C20:4n-6
Acide eicosapentaénoique C20:5n-3
Acide béhénique C22:0

Acide érucique C22 :1n-9

Acide docosatétraénoique C22:4n-6
Acide docosapentaénoique C22 :5n-3
Acide lignocérique C24 :0

Acide docosahexaénoique C22 :6n-3
Acide nervonique C24 :1n-9

SFA

MUFA

PUFA

PUFA/SFA

Somme des n-9

Somme des n-3

Somme des n-6

Rapport n-6/n-3

29,99 + 1,50
2,25 (1.,56-2,67)
21,06 (20,14-23,33)
9,74 + 0,49
6,70 0,48
0,52 (0,43-0,67)
0,14 (0,07-0,20)
0,69 (0,51-0,83)
0,23 £ 0,03
0,62 0,16
0,36 % 0,09
1,34 (0,98-1,68)
10,57 + 0,45
0,54 0,05
2,08 +0,22
0,39 + 0,04
1,86 + 0,06
0,47 (0,38-0,63)
2,80 + 0,47
5,19 +0,44
0,30 (0,14-0,98)
49,90 (47,11-53,68)
13,68 + 0,45
28,65 + 0,67
0,568 + 0,031
11,49 (10,51-11,67)
7,96 + 0,44
20,68 + 0,82
2,68 + 0,23

Les valeurs sont exprimés correspondent aux moyennes = SEM ou médiane avec le 25 et le

75™ percentile (pour les distributions log normales).
Par comparaison au groupe d’obéses de 1’étude Orlistat (chapitre 5), ce groupe est caractérisé par

un rapport PUFA/SFA plus élevé (un taux de SFA plus faible), des proportions en acides gras n-6

plus élevées (les acides y-linolénique, eicosadiénoique, arachidonique sont augmentés), et par de
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plus faibles proportions en acides gras n-9 (le taux d’acide nervonique est plus faible). Le rapport

n-6/n-3 est donc plus élevé dans ce groupe.

C- COMPOSITION DES LIPIDES PLASMATIQUES ET DES
LIPOPROTEINES AU COURS DE LA LIPEMIE POST

PRANDIALE

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 36.

C.1- LIPIDES PLASMATIQUES

L’ANOVA montre une différence significative dans la modification du taux de TG totaux en
fonction du temps : (ANOVA : F= 4,16 ; P<0,05): avec un taux de 1,23 g/l (T0); 1,91 g/l (T4);
0,89 g/1 (T10). La différence est significative entre TO et T4 (P <0,05) et T4 et T10 (P<0,01).

L’ANOVA ne met pas en évidence de modifications significatives du taux du CT et des PL

totaux en fonction du temps.

C.2- LIPOPROTEINES RICHES EN TRIGLYCERIDES (LRT)

L’ANOVA met en évidence des modifications significatives du taux des TG dans les LRT en
fonction du temps (ANOVA: F= 9,83; P<0,005). Les valeurs moyennes sont: 0,56 + 0,07 g/l
(TO); 1,05 g/ (T4); 0,26 g/l (T10). La différence est significative entre TO et T4 (P < 0,05) et T4
et T10 (P<0,0005).

II'n’y a pas de modifications significatives du taux de CT et des PL totaux en fonction du temps.
C.3- LDL

L’ANOVA ne montre pas de différences significatives concernant les taux de TG, PL et CT dans

les LDL.
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C.4- HDL

L’ANOVA ne montre pas de différences significatives concernant les taux de TG, CT et PL dans

les HDL.

Il existe également cependant une tendance a I’augmentation du taux des PL et du taux de PC; les
valeurs des PL dans les HDL aux différents temps de la lipémie sont: 0,69 + 0,07 g/l (T0); 0,71 £
0,07 g/1 (T4); 0,76 £ 0,08 g/l (T10), et ceux de la PC : 0,72 + 0,10 g/l (TO); 0,79 £ 0,14 g/l (T4);
0,85+0,16 g/1 (T10).

Tableau 36: Composition des lipoprotéines a jeun (T0) et en période post prandiale (T4 et
T10)

TO h T4 h T10 h ANOVA
TG plasmatique 1,23 (0,89-1,54) 1,91 (1,40-2,16)* 0,89 (0,60-1,08) " <0,05
CT plasmatique 1,92 (1,80-2,17) 2,07 (1,74-2,18) 2,01 (1,89-2,16)
PL plasmatique 2,13 0,15 2,26+0,16 2,13 (2,02-2,42)
LRT TG 0,56 + 0,07 1,05 (0,75-1,12)* 0,26 (0,16-0,47) " <0,005
LRT CT 0,25 £ 0,06 0,30 +£ 0,05 0,19 + 0,06
LRT PL 0,19 £ 0,04 0,27 + 0,05 0,10 (0,04-0,28)
LDL TG 0,17 £ 0,02 0,17 £ 0,02 0,15 40,01
LDL CT 1,51 £0,17 1,48 £0,15 1,34 (1,27-1,83)
LDL PL 0,68 + 0,07 0,71 £ 0,05 0,72 £0,05
HDL TG 0,12 £0,01 0,13 (0,12-0,15) 0,10 +0,01
HDL CT 0,52 £ 0,05 0,49 0,05 0,55 + 0,05
HDL PL 0,69 +0,07 0,71 £0,07 0,76 + 0,08
HDL PC 0,72 0,10 0,79 + 0,14 0,85 0,16
HDL SM 0,12 +£0,03 0,12 +£0,02 0,13+ 0,01

Les valeurs (exprimées en g/l), correspondent aux moyennes + SEM ou médiane avec le 25™ et

le 75" percentile (pour les distributions log normales).

® P <0,05; comparé au temps TO h.
"P<0,05; " P<0,01;"" P<0,0005; letemps T4 comparé au temps T10 h.
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D- RELATIONS ENTRE LES DIFFERENTS PARAMETRES

D.1- PARAMETRES CLINIQUES, LIPIDIQUES ET INSULINO-
RESISTANCE

L’analyse de régression linéaire met en évidence des relations significatives entre la valeur M du
clamp et le poids (r =-0,858 P <0,01), PIMC (r =-0,881 P <0,005), le tour de taille (r =
-0,799 P <0,05), le cholestérol HDL (r = 0,791 P <0,05) et le cholestérol LDL (r = -0,723

P <0,05).

En revanche, les paramétres cliniques et plasmatiques ne sont pas corrélés avec les valeurs du

HOMA et de I’insulinémie a jeun.

D.2- PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES ET INSULINO-
RESISTANCE

Au niveau de I’hématie, 'insulinémie a jeun est corrélée a deux phospholipides: PC (r = 0,871
p <0,005) et SM (r=0,844 p<0,01). Le HOMA est également corrélé a la PC (r = 0,797
p <0,05)etalaSM (r=0,678 p<0,05).

M n’est corrélé & aucun des paramétres membranaires du globule rouge.

Au niveau de Padipocyte, I'insulinémie a jeun est corrélée a la SM (r = 0,745 p < 0,05), ainsi

que le HOMA (r = 0,692 p < 0,05).

M n’est corrélé a aucun des parameétres membranaires de ’adipocyte.

D.3- ACIDES GRAS MEMBRANAIRES DE L’HEMATIE ET
INSULINO-RESISTANCE

L’insulinémie a jeun est positivement corrélée a I’acide docosapentaénoique C22:5n-3 (r = 0,722

P <0,05).
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Le HOMA est corrélé négativement & ’acide arachidonique C20:4n-6 (r = -0,724 P < 0,05), au
rapport PUFA/ SFA (r = -0,894 P < 0,005), et positivement aux acides gras saturés SFA (r =

0,828 P <0,05).
M est positivement corrélé a ’acide arachidonique C20:4n-6 (r = 0,755 P <0,05).

D.4- PARAMETRES DE LA LIPEMIE POST-PRANDIALE ET
INSULINO-RESISTANCE

Aucune relation n’a été trouvée entre les parametres de I’insulino-résistance (M du clamp,

Pinsulinémie a jeun et le HOMA) et les variations de composition des LRT et LDL en période

postprandiale au trois temps.

En ce qui concerne les HDL, il n’existe aucune corrélation avec I’insulinémie a jeun et le
HOMA. Les seules corrélations significatives ont été trouvées avec le M du clamp et sont

rassemblées dans le tableau 37.

Tableau 37: Coefficients de corrélation entre I’indice d’insulino-résistance M du

clamp et la composition des HDL au cours de Ia lipémie post prandiale.

M du clamp (mg/ Kg/ min)

HDL TG T4 0,839 P < 0,01
HDL CT T4 0,807 P < 0,05
AUC HDL CT 0,747 P < 0,05
HDL PL TO 0,710 P <0,05

T4 0,846 P <0,01

T10 0,765 P < 0,05
AUC HDL PL 0,827 P <0,05
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Au temps TO, seul le taux de phospholipides des HDL est corrélé avec M du clamp (r=0,710p <
0,05).

Au temps T4, les taux des triglycérides, du cholestérol total, et des phospholipides des HDL sont
corrélés avec le degré d’insulinorésistance mesuré par clamp euglycémique hyperinsulinémique
(respectivement, r = 0,839 P <0,01;r=10,807 P <0,05; r=0,846 P <0,01).

Au temps T10, seuls les phospholipides des HDL sont corrélés avec le degré d’insulinorésistance
mesuré par clamp (r = 0,765 P <0,05).

Le M du clamp est également corrélé positivement & ’AUC HDL CT (r = 0,747 P < 0,05), et &
aire sous la courbe (AUC) des HDL PL (r = 0,827 P <0,05). |

La figure 26 montre la relation entre le M du clamp et ’AUC HDL PL.

r=40,827 P<0,05

Log M.(mg/Kg/min)

,6 T T T T — T T y T T T 1

250 300 350 400 450 500 550 600 650
AUC HDL PL (g/l.min)

Figure 26: Régression linéaire du M du clamp (mg/Kg/min) en fonction de I'AUC
HDL PL (g/l.min).
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D.5- PARAMETRES DE LA LIPEMIE POST PRANDIALE ET

PARAMETRES MEMBRANAIRES DE L'HEMATIE

D.5.1- Phospholipides

Il existe uniquement une corrélation négative entre les HDL PL et le rapport SM/PE de la

membrane érythrocytaire a jeun et aux deux temps de la lipémie post prandiale (tableau 38).

L’AUC HDL PL est également négativement corrélée au rapport SM/PE (tableau 38 et figure 27).

Tableau 38: Coefficients de corrélation entre le rapport SM/PE et les variations

postprandiales des HDL PL.

SM/PE
HDL PL TO -0,751 P <0,05
T4 -0,782 P <0,05
T10 -0,725 P <0,05
AUC HDL PL -0,842 P < 0,05

La figure 27 montre la relation entre le rapport SM/PE de la membrane de I’hématie et PAUC

HDL PL.

58 7
55
53 7

3 7]
48 7
A5 7
A3 7

4]

r=-0,842 P<0,05

Rapport SM/PE hématie

33 AN R R M ) L R SRR
250 300 350 400 450 500 550 600 650

AUC HDL PL (g/L.min)

Figure 27: Régression linéaire du rapport SM/PE de I’hématie en fonction de I'AUC

HDL PL (g/l.min).
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D.5.2- Acides gras

Seul, P’acide arachidonique C20:4n-6 est corrélé négativement au cholestérol total et aux

phospholipides des LDL au temps TO et en post prandial & T10. Cet acide gras est corrélé

positivement a la PC et a la SM dans les HDL (tableau 39).

L’acide arachidonique C20:4n-6 est également corrélé positivement a I’AUC HDL PC (tableau

39).

Tableau 39: Coefficients de corrélation entre Pacide arachidonique et les variations des

LDL et HDL.
Acide arachidonique C20:4n-6
LDL CT TO -0,800 P < 0,05
T10 -0,887 P < 0,05
LDL PL TO -0,736 P < 0,05
T10 -0,904 P <0,01
HDL PC TO 0,852 P < 0,05
T4 0,928 P < 0,05
AUC HDL PC 0,884 P < 0,05
HDL SM T4 0,925 P < 0,05
T10 0,949 P < 0,05
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D.6- PARAMETRES DE LA LIPEMIE POST PRANDIALE ET
PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES DE L'ADIPOCYTE.

Les corrélations entre les phospholipides membranaires de I’adipocyte et les variations de
composition des lipoprotéines a jeun et en postprandial sont plus nombreuses par rapport a celles
observées avec les phospholipides de I’hématie. 1 ressort de I’analyse de régression linéaire que
le rapport SM/PE est corrélé aux HDL comme dans le cas de la membrane érythrocytaire.

Par ailleurs, des corrélations existent également entre la SM, la PC et les lipoprotéines.

D.6.1- Rapport SM/PE

Le rapport SM/PE de I’adipocyte est corrélé négativement avec les HDL CT en post prandial et
’AUC HDL CT (tableau 40). Il faut noter que dans le cas de la membrane érythrocytaire, le

rapport SM/PE est corrélé négativement avec les HDL PL & jeun et en post prandial.

Tableau 40: Coefficients de corrélation entre le rapport SM/PE et les HDL CT.

SM/PE
HDL CT T4 -0,753 P < 0,05
T10 -0,764 P <0,05
AUCHDL CT -0,759 P <0,05

D.6.2- Sphingomyéline (SM)
Le contenu en SM de la membrane adipocytaire est corrélé positivement aux triglycérides (TG) et
cholestérol total (CT) plasmatiques, et a ’AUC des TG et CT plasmatiques a jeun et en post
prandial. Il est également corrélé positivement aux LDL CT et PL, et & ’AUC des LDL CT et PL

a jeun et en post prandial (tableau 41 et figure 28).

235



Chapitre 6: Résultats

Tableau 41: Coefficients de corrélation entre la SM et les variations de composition

des lipides plasmatiques et des LDL au cours de la lipémie postprandiale.

SM (png/ mg de protéines)

TG plasmatique TO 0,692 P <0,05
T4 0,714 P < 0,05
T10 0,721 P < 0,05
AUC TG plasmatique 0,717 P <0,05
CT plasmatique TO 0,797 P <0,05
T10 0,790 P < 0,05
AUC CT plasmatique 0,757 P < 0,05
LDL CT TO 0,779 P <0,05
T4 0,755 P < 0,05
T10 0,726 P < 0,05
AUCLDL CT 0,805 P < 0,05
LDL PL TO 0,781 P < 0,05
T10 0,798 P < 0,05
AUC LDL PL 0,866 P < 0,05

La figure 28 montre la relation entre la concentration en SM dans I’adipocyte et ’AUC LDL PL

160 7

r= 0,866 P < 0,05

150 T
140
130 1

120 7

SM adipocyte (ng/mg de prot)

90 T T T T T T T T T 1
2,53 2,55 2,58 2,6 2,63 2,65 2,68 2,7 2,73 2,75 2,78

Log (AUC LDL PL) (g/l.min)
Figure 28: Régression linéaire de la SM (ug/ mg de protéines) en fonction de ' AUC
LDL PL (g/l.min).
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D.6.3- Phosphatidylcholine (PC)

A P’inverse de la SM, la PC est corrélée négativement aux lipoprotéines: aux TG et PL des LRT a

jeun et au temps T4, et aux TG des LDL au temps T10 (Tableau 42). La PC est également

corrélée négativement 4 ’AUC LRT TG et a ’AUC LRT PL (Tableau 42 et figures 29 et 30).

Tablean 42: Coefficients de corrélation entre la PC et les variations de composition des LRT

et des LDL au cours de la lipémie postprandiale.

PC (ng/ mg de protéines)

LRT TG TO -0,756 P < 0,05

T4 -0,834 P < 0,05
AUC LRT TG 0,787 P < 0,05
LRT PL TO -0,755 P < 0,05

T4 0,839 P < 0,05
AUC LRT PL -0,814 P < 0,05
LDL TG T10 -0,796 P < 0,05

Les figures 29 et 30 illustrent les relations entre la PC de la membrane adipocytaire et les AUC

des LRT TG et LRT PL.
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PC adipocyte (ug/mg de prot)

PC adipocyte (pg/mg de prot)
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Figure 29: Régression linéaire de la PC adipocytaire (ug/mg de protéines) en

fonction de ' AUC LRT-TG (g/l.min).
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Figure 30: Régression linéaire de la PC adipocytaire (ng/mg de protéines) en

fonction de ' AUC LRT-PL (g/l.min).
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Etant donné que la PC est le phospholipide majoritaire dans la membrane de ’adipocyte, il est
logique de trouver des corrélations pratiquement identiques mais positives entre le rapport CL/
PL de la membrane adipocytaire et la composition des LRT et des LDL.

Les figures 31 et 32 illustrent les relations entre le rapport CL/ PL. membranaire et les AUC des

LRT TG et LRT PL.

r=0,962 P<0,0005

CL/PL membranaire
=
=]

®
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AUC LRT TG (g/l.min)

Figure 31: Régression linéaire du rapport CL/PL membranaire en fonction de ' AUC LRT

PL (g/l.min).

16 7 r=0,869 P<0,05

CL/PL membranaire
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Figure 32: Régression linéaire du rapport cholestérol/ PL tot en fonction de I'AUC

LRT TG (g/l.min).
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D.7- COMPOSITION EN PC ET EN SM DES HDL A JEUN ET

EN POST PRANDIALE ET PHOSPHOLIPIDES MEMBRANAIRES.

Aucune corrélation significative n’a été trouvée avec les phospholipides membranaires de

I’hématie.

Par contre, le contenu en PC et SM des HDL, ainsi que 'AUC HDL PC, sont corrélés

positivement a la PC adipocytaire et négativement au rapport CL/PL de I’adipocyte (tableau 43).

Il faut noter que les corrélations avec la PC des HDL sont observées a la fois a jeun et en post

prandial alors que les corrélations avec la SM des HDL sont notées uniquement a jeun.

Tableau 43: Coefficients de corrélation entre la PC de la membrane adipocytaire et

les variations de composition en PC et en SM des HDL.

PC (ng/ mg de protéines)
HDL PC TO 0,857 P <0,05
T4 0,835 P <0,05
T10 0,831 P < 0,05
AUC HDL PC 0,853 P <0,05
HDL SM TO 0,955 P < 0,005

La figure 33 illustre la relation entre ’AUC HDL PC et la PC de la membrane adipocytaire.
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Figure 33: Régression linéaire de la PC de la membrane adipocytaire (ng/mg de

protéines) en fonction de ' AUC HDL PC (g/l.min).

D.8- ANALYSE GLOBALE DES RELATIONS ENTRE LES
PARAMETRES DE LA LIPEMIE POSTPRANDIALE ET LES
PARAMETRES MEMBRANAIRES

En dépit de la complexité des résultats, le schéma de la figure 34 qui rassemble les relations
entres les différents paramétres, permet plusieurs observations.

Chaque phospholipide semble en relation avec un type de lipoprotéine.

- La PC est corrélée avec la composition en TG et PL des LRT et la composition
en PC et en SM des HDL.

- La SM est corrélée avec la composition en CT et PL des LDL.

- Le rapport SM/PE est corrélé avec la composition en CT et PL des HDL.

- En revanche, I’acide arachidonique C20:4n-6 de la membrane erythrocytaire est

corrélé aux CT et PL des LDL et a la PC et SM des HDL.
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- L’insulino-sensibilit¢ (M du clamp) est corrélée positivement a [’acide

arachidonique C20:4n-6 et a Ia composition des HDL.

Membrane d'adipocyte

Membrane d'hématie
-
S E .
6

Figure 34: Les relations entre les paramétres de la lipémie postprandiale et membranaire.
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ITI- DISCUSSION

Cette étude est préliminaire. Par conséquent, I’interprétation des résultats qui suit doit étre
considérée comme provisoire d’autant plus que les éléments d’un groupe témoin qui

manquent actuellement semblent indispensables.

Evolution de la composition des lipoprotéines en TG, CT et PL au cours de la lipémi.e

post prandiale.

Globalement, dans le groupe de sujet obéses étudié, les modifications des TG, CT et PL
semblent quantitativement moins importantes que dans la littérature. Des variations plus
importantes ont été rapportées dans le cas de sujets sains (Taskinen et Kuusi, 1986, Cohn et
al ., 1988), de sujets non obéses hypertriglycéridémiques (Hughes et al., 1995) et de sujets
obeses (Lewis et al., 1990, Couillard et al., 1998).

11 est possible que ces résultats quantitativement différents soient dus a des charges lipidiques
différentes. Il a été rapporté des réponses significativement différentes des lipoprotéines en
post prandial aprés des charges lipidiques de composition différentes (Taskinen et Kuusi,

1986; Dubois et al., 1994; Dubois et al., 1998).

Relations entre la composition des lipoprotéines et I’insulino-résistance, les parameétres

membranaires de ’hématie et de ’adipocyte.

e Relation avec I’insulino-résistance

Le clamp euglycémique hyperinsulinémique constitue la méthode de référence pour évaluer la
sensibilité a I’insuline. Dans un large effectif, I’index du clamp est en général corrélé avec les
autres index en particulier le HOMA, bien que ces index n’explorent pas les mémes domaines
de sensibilité & I’insuline, le HOMA étant un reflet de I’insulino-résistance hépatique et le

clamp reflétant ’effet périphérique, principalement musculaire, de ’insuline.

L’effectif tres réduit de cette étude explique vraisemblablement I’absence de corrélation entre

le clamp d’une part et I’insulinémic a jeun ou le HOMA d’autre part. Toutefois, il est
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surprenant que 1’index du clamp soit corrélés uniquement avec les paramétres lipidiques
plasmatiques alors que I’insulinémie a jeun et le HOMA sont corrélés uniquement avec les
paramétres membranaires. Il est indispensable d’analyser un échantillon plus important pour

confirmer ou non ces différences.

I’ observation marquante est la corrélation positive entre le M du clamp et la concentration de
PL dans les HDL. Les sujets les plus insulino-résistants (valeur de M glucose faible) ont des
taux abaissés de HDL PL par rapport aux sujets insulino-sensibles a la fois 4 jeun et en post
prandial. A notre connaissance, c’est la premicre fois qu’une relation est trouvée entre un
marqueur de I’insulino-résistance et les HDL PL. Cette relation semble plus forte que celle
observée avec le HDL cholestérol. Par conséquent, on peut faire 1’hypothése que la
concentration en PL des HDL pourrait étre un marqueur plus sensible de I’insulino-résistance
chez la femme obése androide que les paramétres classiques du syﬁdrome métabolique ou
syndrome X. Les mécanismes & I’origine de cette diminution des PL. des HDL avec I’insulino-
résistance nécessite des investigations complémentaires. Des modifications de Pactivité de la
proté¢ine de transfert des phospholipides (PLTP), facteur majeur du transfert des
phospholipides des VLDL vers les HDL pourraient étre évoquées. Le transfert de PC éther
des VLDL vers les HDL est complétement aboli chez des souris homozygotes PLTP -/- qui
présentent une diminution marquée des HDL PL (Jiang et al., 1999). Toutefois, ’activité de la
PLTP est augmentée chez les sujets obéses (Kaser et al., 2001) et corrélée a I’insulino-

résistance (Riemens, 1998).

Cette importance des phospholipides semble confirmée par 1’existence d’une corrélation
négative entre les LDL PL et le M du clamp au temps T10 alors que le LDIL CT n’est pas

corrélé au marqueur de I’insulino-résistance ni a jeun ni en post-prandial.

e Relations avec les phospholipides de I’hématie

Au niveau de I’hématie, seul le rapport SM/PE est corrélé négativement aux HDL PL & jeun
et en période post prandiale. Plus la composition en PL des HDL est faible, plus le rapport
SM/PE de la membrane érythrocytaire est élevé. Le rapport SM/PE semble présenter une
importance particuliére. Dans 1’ étude précédente (Orlistat), la variance du HOMA dans le

groupe d’obeses était expliquée positivement par le rapport SM/PE de la membrane
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érythrocytaire. Par conséquent, une concentration en HDL-PL faible et un rapport SM/PE
élevé dans I’hématie semblent étre associés et reliés tous deux a ’insulino-résistance.

Si la composition membranaire en SM et PE est le reflet de celle des HDL, elle n’est pas
connu pour I’instant. Chez des diabétique non insulinodépendants, il existe une augmentation
de la SM dans les HDL.2 (Bagdade et al., 1990). Par ailleurs, dans le cas de concentrations en
cholestérol HDL > 1,75 mM, les HDL sont enrichies en PE et appauvries en SM (Fournier et
al., 1997). Ces deux observations sont en faveur de relations étroites entre la SM et la PE au
niveau des HDL et de la membrane érythrocytaire et qui pourraient jouer un réle dans les
efflux de cholestérol. En effet, I’efflux de cholestérol qui a un rdle de protection vis a vis du
risque cardiovasculaire est 1ié au taux de HDL PL et en relation avec les sous classes de

phospholipides dans les HDL (Fournier, 1997), particuliérement avec le HDL PC, HDL SM et
le rapport HDL PE/SM.

e Relations avec les phospholipides de la membrane adipocytaire

Dans P’adipocyte, le rapport SM/PE est corrélé négativement au HDL CT en période post
‘prandiale, argument supplémentaire en faveur de 'importance du rapport SM/PE dans la
composition en phospholipides des membranes cellulaires et les relations avec 1’insulino-

résistance puisque le cholestérol HDL est diminué chez les sujets insulino-résistants.

La SM de Ia membrane adipocytaire est corrélée positivement aux TG et CT plasmatiques

et aux CT et PL des LDL a jeun et en période post prandiale.

Dans cette ¢tude trés préliminaire comme dans d’autres données antérieures (Zeghari et al.,
2000 (a)), deux marqueurs de I’insulino-résistance : I’insulinémie et le HOMA sont associés
positivement & la SM membranaire au niveau de I’adipocyte. L hypertriglycéridémie étant
associée avec l’insulino-résistance dans le syndrome X, la corrélation avec les TG
plasmatiques était attendue. Il en est vraisemblablement de méme pour la corrélation positive
entre la SM et le LDL CT qui est la conséquence des relations positives entre la SM d’une

part et Ie LDL CT avec les marqueurs de I’insulino-résistance.
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Parmi les PL des LDL, la proportion de SM (environ 25 % des phospholipides chez les
diabétiques de type II) est plus importante que dans les VLDL et HDL (Bagdade et al., 1990).
La corrélation positive de la SM membranaire avec les LDL PL peut étre le reflet des
interactions de 1’adipocyte avec les LDL. En effet, il existe un récepteur spécifique des LDL,
le récepteur a Apo BE présent dans I’adipocyte (Fong et al., 1984; Fong et al., 1985), le ligand
principal étant I’Apo B. Les LDL pénétrent dans la cellule par un mécanisme d’endocytose du
complexe ligand-récepteur, ce phénoméne constituant un moyen d’enrichir la cellule en SM.

Par ailleurs, les phospholipides des lipoprotéines peuvent étre transférés aux cellules par une
voie indépendante de 1’endocytose liée a un récepteur du type SR-BI (scavenger récepteur
murin). En utilisant des LDL comme donneurs de phospholipides et des cellules exprimant le
SR-BI, il a été montré que le transfert de la SM dans les cellules était plus important que celui
des autres phospholipides (Urban et al ., 2000). L’expression de ce géne est induite lors de la
différentiation des adipocytes 3T3-L.1 ( Acton et al., 1994). I.’équivalent chez I’homme de
SR-BI est le gene CLA-1et une glycoprotéine, CD36, structurellement liée a SR-BI et CLA-
lest exprimée dans le tissu adipeux et constitue un récepteur de haute affinité pour les
lipoprotéines (Calvo et al., 1998). Par conséquent, on peut penser qu’un mécanisme de
transfert des phospholipides du type SR-BI existe dans I’adipocyte humain et qu’il pourrait

jouer un role dans les échanges en particulier de SM entre les LDL et les adipocytes.

La PC de la membrane adipocytaire est corrélée négativement aux TG et PL des LRT a
jeun et en post prandial, aux TG des LDL en post prandial, suggérant que les échanges de PC
entre les lipoprotéines et les adipocytes peuvent également jouer un rdle important dans

I’insulino-résistance.

La corrélation négative entre la PC adipocytaire et les LRT-PL en particulier est difficile a
interpréter. Le métabolisme des HDL et le remodelage est gouverné a la fois par la protéine de
transfert du cholestérol estérifié (CETP) et la protéine de transfert des phospholipides (PLTP),
le transfert des phospholipides des TRL vers les HDL étant facilité spécifiquement la PLTP.
Mais d’autres facteurs, en particulier « I’ATP binding cassette transporter » ABCA-1 qui est
exprimée dans les lignées murines d’adipocytes (Le Lay et al., 2001, Al-Makdissy et al.,
soumis) et le tissu adipeux humain (Kielar th al., 2001) peut jouer une role sur le métabolisme
des HDL. Les échanges de phospholipides entre lipoprotéines et cellules peuvent se faire

selon le schéma suivant. Au cours d’une premicre étape, 1’activité de ’ABCA-1 entraine un
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efflux cellulaire de PC et de cholestérol libre qui se combinent avec I’apoA-1 pour générer
des HDL naissantes (Gillotte-Taylor et al., 2002). Dans I’étape 2, les HDL naissantes
acquiérent des PL et du Cholestérol libre additionnels par transfert des TRL qui transforme les
HDL3 en petites et grandes particules HDL (Jiang et al., 1999; Lagrost et al., 1997).
L’expression de ABCA-1 est régulée positivement par les agonistes du PPARy (Chinetti et al.,
2001) et ’expression de PPARy est diminuée chez les obéses insulino-résistants (Zeghari et
al., 2000 (b)) . Par conséquent, on peut avancer 1’hypothese que I’efflux de PC de I’adipocyte

via ABCA-1 est diminué chez les obéses, pouvant expliquer la corrélation négative entre PC

et TRL PL.

En revanche, la corrélation positiVe de la PC adipocytaire avec la PC des HDL, peut traduire
I’interaction des HDL avec I’adipocyte, les échanges pouvant se faire via I’incorporation des
HDL ou [’interaction probable avec CLA-1, I’équivalent humain de SR-BI. La PC apparait
comme un phospholipide qui pourrait jouer un rdle important dans I’insulino-résistance. Il a
été rapporté que des sujets avec des concentrations €levées de cholestérol HDL présentent
également dans les HDL des concentrations plus élevées de PC et plus faibles de lyso PC que

les sujets avec un cholestérol HDL bas alors que les concentrations de SM et PE sont

inchangées (Ozerova et al., 2001).

e Relation avec les acides gras de ’hématie

La proportion d’acide arachidonique de la membrane érythrocytaire est corrélée
négativement aux CT et PL des LDL (a jeun et en post prandial au temps T10) et positivement
au HDL-PC a jeun et en post prandial au temps T4. Nous avons établi précédemment
(chapitre 4) qu’il existait une corrélation négative entre les marqueurs de 1’insulino-résistance
et I’acide arachidonique. Par conséquent, la corrélation négative avec les CT et PL des LDL
peut étre simplement expliqué comme étant le reflet de I’augmentation du LDL cholestérol au
cours de I’insulino-résistance. Cependant, les variations de I’acide arachidonique C20:4n-6
peuvent dépendre de celles du rapport SM/PE. En effet, I’acide arachidonique est un acide
gras constituant de la PC (5 a 7 %) mais surtout de la PE (24 & 25,5 %), (Rogiers et al., 1980;
Dougherty et al., 1987). Le rapport SM/PE érythrocytaire étant augmenté dans I’insulino-

résistance, il est logique que le taux d’acide arachidonique soit diminug.

247



Chapitre 6: Discussion

Ainsi, aux éléments qui sont fortement associés a I’insulino-résistance : SM, SM/PE, HDL
PL (et probablement LDL PL), vient s'ajouter un élément supplémentaire: [’acide

arachidonique C20:4n-6.
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IV- CONCLUSIONS

Au cours de cette étude préliminaire, nous avons pu mettre en évidence des relations entre les
marqueurs de I’insulino-résistance, les paramétres membranaires (phospholipides et acides
gras de ’hématie et phopholipides de I’adipocyte), et la composition des lipoprotéines a jeun
et en post prandial.

La petite taille de 1’échantillon doit rendre prudente 1’analyse statistique. Il est probable que

d’autres relations pourront étre mises en évidence avec un nombre plus important de sujet, et

en incluant un groupe témoin.

Un des objectifs de I’étude était de comparer le niveau des relations entre la composition des
lipoprotéines a jeun et en post prandial et les marqueurs de I’insulino-résistance ou les
paramétres membranaires. Il semble que le nombre de relations significatives soient plus

¢élevé en post prandial ce qui souligne tout I’intérét de futures études en post prandial.

Cette étude préliminaire montre:

- I’'importance des HDL PL
Les HDL PL sont significativement lides a un marqueur d’insulino-résistance (M du clamp),

en relation avec les parametres membranaires de 1’hématie (rapport SM/PE et acide

arachidonique), et de I’adipocyte (la PC ).

- I’importance également des LDL PL, qui sont en relation avec les paramétres
membranaires de I’hématie (acide arachidonique), et de I’adipocyte, particulierement avec la
SM. Deux autres phospholipides adipocytaires (PE, PC ) pourraient étre impliqués dans les

variations de composition des HDL PL, a la suite d’échanges entre les HDL et I’adipocyte.
Ces données originales devront étre confirmées sur un échantillon plus important de sujets,

obeéses ou non en association avec I’étude de I’expression de génes dans le tissu adipeux

comme SR-Bl et ABCAL.
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Notre étude apporte des arguments supplémentaires a 1’hypothése membranaire de 1’insulino-
résistance. Jusqu’a présent, les informations disponibles étaient centrées essentiellement sur
les acides gras. Nous apportons la preuve que des anomalies dans la répartition des classes de
phospholipides sont indiscutablement associées a I’insulino-résistance. La concentration de
SM membranaire est un des prédicteurs indépendants les plus significatifs de la variance des
marqueurs de ’insulino-résistance. La relation positive entre la concentration membranaire en

SM et I’insulino-résistance est observée a la fois chez des sujets non obéses et des sujets

obéses adultes et des enfants obéses.

Chez les obeses, deux autres phospholipides, la PI et la PE semblent également associés a

I’insulino-résistance. Il sera nécessaire de préciser leur importance dans des études ultérieures.

Chez les enfants obéses qui sont trés insulino-résistants, I’exces de SM membranaire n’est pas
associée avec les altération lipidiques plasmatiques observées chez les adultes et
habituellement trouvées dans I’insulino-résistance : hypertriglycéridémie et diminution du
cholestérol HDL. L’augmentation de la SM semble donc une anomalie précoce chez les
enfants obéses. Toutefois, [’échantillon est petit et il est indispensable de vérifier cette
observation sur un échantillon plus important. Une étude de la composition en acides gras est
également nécessaire afin de vérifier chez les enfants obéses D’existence éventuelle

d’anomalies au niveau de 1’acide arachidonique.

Les résultats des deux études d’intervention chez les sujets obéses ouvrent des perspectives de
recherche passionnantes. Une perte de poids qui induit habituellement une amélioration de
I’insulino-sensibilité a été initiée avec un régime hypocalorique ou un traitement
pharmacologique (Orlistat). Dans les deux études, en dépit d’une perte de poids pratiquement
similaire, deux groupes de sujets apparaissent. L’insulino-sensibilité est améliorée et la
concentration en SM tend & se normaliser chez les sujets qui a 1’état basal étaient les plus
insulino-résistants. Au contraire, chez les sujets dont I’insulino-résistance est modérée, les
marqueurs de [’insulino-résistance et les parameétres membranaires en particulier la
concentration en SM ne varient pas. [l sera indispensable d’élucider les mécanismes de cette

réponse différentielle a la perte de poids en termes d’insulino-sensiblité et d’excés de SM

chez les sujets obéses.
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La SM représente un phospholipide de premiére importance dans la signalisation cellulaire en
raison d’un cycle de la SM via l’action d’une sphingomyélinase et la production de
métabolites : céramide et sphingosine qui sont des seconds messagers. De plus la SM a une
forte affinité pour le cholestérol. Les deux lipides sont co-localisés dans des microdomaines
spécialisés de la membrane cellulaire : les rafts et cavéoles. Les cavéoles contiennent les
cavéolines, protéines qui ont un rdle dans le transport du cholestérol et de nombreuses

protéines concernées par la transduction du signal, en particulier le récepteur de I’insuline.

Par conséquent, les études sur la membrane d’hématie doivent étre complétées par des études
sur des cellules sensibles a ’insuline. L’adipocyte est la cible cellulaire que nous privilégions.
A T’heure actuelle, le tissu adipeux est considéré par beaucoup de chercheurs comme étant
I’organe ou I’insulino-résistance apparait en premier, les altérations de 1’insulino-sensibilité
dans le foie et le muscle étant secondaires. Par ailleurs, les études antérieures de notre
laboratoire ont montré que les anomalies en SM étaient retrouvées dans le tissu adipeux de
sujets obeses. Enfin, des études in vitro menées par d’autres membres de 1’équipe sur des
“modéles cellulaires d’adipocytes murins ont montré qu’un exces de SM régulait des génes
impliqués dans le métabolisme glucidique et lipidique. Les études ultérieures sur le tissu
adipeux passe en premier lieu par une recherche de nature méthodologique afin de pouvoir
déterminer la composition en phospholipides de la membrane adipocytaire & partir de
prélévements réduits de tissu adipeux (de ’ordre du gramme). Si cet obstacle méthodologique
est résolu, il sera alors possible de vérifier chez ’homme si I’exces de SM membranaire
associé¢ a I’insulino-résistance est également associé a des modifications de I’expression des
génes impliqués dans le métabolisme lipidique. En particulier, il sera indispensable d’étudier
I’expression de génés régulant les influx et efflux de cholestérol et phospholipides comme le
géne de I’ATP « binding cassette » ABCA1 et le récepteur « scavenger » SR-BI qui sont tous
deux exprimés dans 1’adipocyte. Ceci permettra d’aborder 1’étude des mécanismes conduisant

a D’excés de sphingomyéline membranaire en particulier I’hypotheése des altérations des

échanges lipoprotéines-cellules.
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