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‘Cause et effet’

Nous appelons cela ‘explication’ : mais c’est une ‘description’, ce qui nous distingue des stades plus anciens
de la connaissance et de la science. Nous décrivons mieux, nous expliquons tout aussi peu que tous nos
prédécesseurs. Nous avons découvert une succession multiple 12 ou I’homme naif et le chercheur des
cultures plus anciennes ne voyaient que deux instances, ‘cause’ et ‘effet’, comme on le disait ; nous avons
perfectionné I’image du devenir, mais nous ne sommes pas passés par-dela 1’image, ni derriére I’image.
Nous voyons la série des causes de maniére bien plus compléte dans chaque cas, nous concluons : telle et
telle chose doivent d’abord se produire pour que telle autre s’ensuive, mais par la, nous n’avons rien
compris.

Cause et effet: probablement n’existe-t-il jamais une telle dualité ; en vérité nous sommes face a un
continuum dont nous isolons quelques éléments.

Petit extrait de Nietzsche (Le Gai savoir) pour nous rappeler que le chemin est beaucoup trop long.
J’ajouterai ‘beau’, méme si nous ne voyons pour 1’instant ni derriere ni par-dela I’image.
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RESUME

Le syndrome métabolique (SM) décrit un concept ou un état pré-pathologique qui augmente le risque de diabete de
type 2 et de maladies cardiovasculaires (MCV). Les composantes classiques de cet état sont 1’obésité, I’hypertension,
le profil lipidique et la résistance a 1’insuline, alors que ’inflammation ainsi que 1’atteinte hépatique sont de plus en
plus considérées comme des éléments nouveaux de ce cluster.

L’obésité joue un rdle crucial et probablement causal/central pour le développement et I’installation des autres
composantes du SM. L’accumulation excessive de la masse grasse, particulierement abdominale, entraine une
inflammation systémique de faible niveau. En effet, le tissu adipeux secréte des adipokines, telles que la leptine, la
visfatine, I’'IL-6 et le TNF-a qui sont impliquées dans le processus d’inflammation. Les adipokines sont les
médiateurs des actions du tissu adipeux et pourraient engendrer des effets délétéres sur 1’organisme, avant
I’installation d’une obésité sévere.

La Cohorte STANISLAS a permis de mener nos travaux de recherche, grace :a) a son caractére longitudinal (3 points
de recrutement avec un intervalle de 5 ans) et familial (familles nucléaires), b) & sa composition relativement
homogene (des individus supposés sains, non atteints de diabéte, de MCV ou d’une obésité sévére), ¢) au recueil de
nombreuses données concernant les facteurs de risque classiques (caractéristiques anthropométriques, adiposité,
pression artérielle, profil lipidique, glucose..) et nouveaux (marqueurs d’inflammation, activité des enzymes
hépatiques, acide urique, leptine circulante..) du SM et d) a I’existence d’une banque de PBMCs (Peripheral
Mononuclear Blood Cells-cellules mononuclées circulantes) qui s’ajoute au matériel biologique classique (sérum,
plasma, ADN).

Ainsi, nous avons pu étudier d’une part, les associations de 1’évolution de 5 ans de I’indice de masse corporelle (IMC)
et de la leptine circulante avec les facteurs du SM classiques et nouveaux, et d’autre part, ’expression de certaines
adipokines (leptine, visfatine, IL-6 et TNFa) dans les PBMCs, afin d’approfondir leurs rdles dans le contexte de
I’inflammation.

L’étude longitudinale sur les changements de I’'IMC et les facteurs du SM a démontré que certains de ces facteurs
évoluent ensemble au fil du temps (clusters) et que ces groupes de facteurs sont liés avec I’IMC en fonction du sexe.
Nous avons pu distinguer 5 clusters : ‘lipides a risque’, ‘lipides de protection’, ‘inflammation’, ‘pression artérielle’,
‘enzymes hépatiques’. Les associations entre les ‘enzymes hépatiques’ et ‘lipides de protection’ et les changements de
I’'IMC sont significatifs seulement chez les hommes, alors que le cluster ‘inflammation’ est associé avec les
changements de 'IMC exclusivement chez les femmes, suggérant qu’une prise de poids équivalente, déclenche des
mécanismes métaboliques qui différent entre les deux sexes.

En ce qui concerne I’association du cluster ‘inflammation’ avec I’aggravation de I’IMC chez les femmes, elle pourrait
étre expliquée, au moins partiellement, par la leptine. Les taux circulants de cette adipokine sont associés avec les
taux de la CRP (C-Reactive Protein-protéine C-réactive), indépendamment de 1’adiposité chez les femmes. Dans le
méme contexte, nous avons étudié cette adipokine en relation avec un ensemble de facteurs du SM, en tenant compte
de I’adiposité. Nous avons pu constater une association de la leptine avec la CRP seulement chez les femmes et avec
les enzymes hépatiques, I’acide urique et le profil lipidique exclusivement chez les hommes. Ces résultats pourraient
refléter des actions différentes de cette adipokine liées au sexe et indépendantes de la masse grasse.

Pour approfondir I’implication des adipokines dans I’inflammation, nous nous sommes focalisés sur un tissu plus
spécifique de I’inflammation que le plasma, les PBMCs. Nous avons €largi notre champ d’intérét en étudiant, par une
puce faite ‘maison’, 10 voies métaboliques liées aux MCV (pression artérielle, adhésion cellulaire, coagulation, stress
oxydant, métabolismes lipidique et du glucose et obésité, facteurs de croissance cellulaire, enzymes du métabolisme
des médicaments, facteurs de transcription, systéme immunitaire et inflammation). La plupart des génes (166 sur 182)
étudiés étaient exprimés ; parmi eux les adipokines, avec des taux d’expression suffisants pour les quantifier, ce qui
souligne I’intérét des PBMCs en tant que modéle, pour explorer les mécanismes liant les adipokines a 1’inflammation.
La quantification de I’ARNm (RT-PCR) des adipokines, a démontré des associations, de la visfatine avec 'IMC et
I’expression du TNF-a, et de la leptine avec la pression artérielle systolique et diastolique. Ces résultats confortent
I’hypothése d’une contribution de ces molécules aux facteurs de risque des MCV, tels que 1’obésité et I’hypertension,
dans le contexte de I’inflammation.

L’ensemble de nos résultats souligne le role-médiateur de la leptine et I’impact du sexe sur les actions de cette
hormone et ouvre de nouvelles perspectives pour étudier les adipokines dans le contexte de 1’inflammation, en
proposant un modele d’étude : les PBMCs.
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AVANT PROPOS



L’obésité est notamment un facteur de risque pour le développement du syndrome
métabolique (SM) et des maladies cardiovasculaires (MCV), comme démontré par un grand
nombre d’études épidémiologiques. Toutefois, la gravité de I’impact de I’obésité dépend du
degré d’accumulation de la masse grasse (en surpoids, obésité modeste, obésité sévere) et de
sa distribution (région sous-cutanée, abdominale), les deux parameétres étant dépendants des
roles des molécules secrétées par ce tissu. Bien que la plupart des recherches étudie 1’obésité
sévere, il semble que déja en état de surpoids, des mécanismes pré-pathologiques
commencent a s’installer, surtout dans le cas d’une accumulation de masse grasse a la région
viscérale. Les études récentes, en particulier sur la leptine, renforcent 1’importance pré-
pathologique de ces adipokines comme des hormones avec des propriétés multiples et
supportent de plus en plus son implication dans les mécanismes pré-pathologiques et parmi
eux, I’inflammation.

Bien que les adipokines soient produites principalement par les cellules adipocytaires, leur
caractérisation en tant qu hormones signifie qu’elles ont des actions sur plusieurs organes et
voies biologiques qui ne sont pas forcement liées ou proportionnelles a I’accumulation de la
masse grasse dans 1’organisme. Une prise de poids modeste peut entrainer le démarrage de
mécanismes pré-pathologiques, au moins partiellement, par 1’intermédiaire des adipokines.
Ainsi, nous nous sommes fixé comme objectif, une étude approfondie de ces adipokines en
relation avec les facteurs de risque de MCV et leur évolution dans le temps qui pourrait
¢éclaircir et attribuer des réles supplémentaires a ces molécules. De plus, les études sur la
physiopathologie de 1’obésité nécessitent une certaine prudence en ce qui concerne le choix
de la population ainsi que son homogénéité en parlant du degré d’obésité et de la présence
d’autres maladies. Or souvent, les populations choisies peuvent introduire des biais
provenant de 1’hétérogénéité de la population. La cohorte STANISLAS nous permet
d’approfondir la physiopathologie de 1’obésité, grace justement a sa composition de sujets
supposé€s sains qui ne sont pas atteints d’une obésité grave ou d’autres maladies aigiies ou
chroniques.

L’évolution dans la compréhension des roles des adipokines impose d’élargir le champ de
leur investigation, aussi bien en choisissant d’explorer des mécanismes non obligatoirement
liés a I’obésité, qu’en proposant 1’étude d’autres tissus, outre le tissu adipeux, comme sources
potentielles de ces molécules. En effet, les cellules du systéme immunitaire pourraient étre un
tissu-cible pour étudier les adipokines sous I’angle de [I’inflammation, puisqu’elles
participent au dialogue complexe entre le tissu adipeux et les cellules du systéme

immunitaire via des récepteurs sur ces cellules. Dans ce contexte, nous nous sommes servis



de la banque de PBMCs de la cohorte STANISLAS, un outil adapté pour étudier ces

molécules dans un tissu étroitement lié¢ a I’inflammation.



CHAPITRE 1 - HYPOTHESES ET OBJECTIFS



L’obésité prend de plus en plus les proportions d’une épidémie. Pourtant, la population
générale est touchée plutdt par un état de surpoids ou une obésité modeste. Dans cet état, dit
pré-pathologique, les manifestations cliniques résultant des effets déléteres d’une
accumulation de masse grasse ne sont pas toujours apparentes. Cependant, une augmentation
faible du poids pourrait déja altérer 1’équilibre des mécanismes biologiques et le
fonctionnement physiologique des organes et ceci, via les actions des adipokines.

En plus, une inflammation de faible niveau, manifestée chez les sujets déja en surpoids,
suggere un dialogue entre le tissu adipeux et les cellules du systtme immunitaire qui
commence bien avant I’exceés d’accumulation de la masse grasse et I’installation d’une obésité
sévere.

Dans cet esprit de pré-pathologie dans le contexte de 1’obésité, nous avons choisi d’étudier la
leptine et une nouvelle adipokine, récemment découverte, dont les roles sont peu décrits, la

visfatine.

L’objectif général de nos travaux de recherche a été de :
Contribuer a la connaissance de la physiopathologie de 1’obésité par 1’étude des
adipokines en relation avec les facteurs du syndrome métabolique et également avec

I’inflammation de faible niveau.

Nos objectifs spécifiques se déclinent ainsi :

1. Observer I’'impact des changements modestes, a court terme (5 ans), de ’indice de
masse corporelle (IMC) sur les facteurs, classiques et nouvellement décrits par la
littérature, du SM chez les hommes et les femmes.

2. Etudier I’'implication de la leptine dans les relations précédentes, en tenant compte de
I’adiposité.

3. Démontrer la présence des adipokines, leptine et visfatine, dans un tissu lié¢ a
I’inflammation, les PBMCs.

4. Quantifier ’ARNm des adipokines, (leptine, visfatine), du TNF-a et de I’IL-6 dans les
PBMCs et mettre en évidence des associations €ventuelles avec I'IMC et la pression
artérielle.

La réponse aux objectifs décrits ci-dessus pourrait fournir des éléments supplémentaires a la
connaissance de la contribution des adipokines a la physiopathologie de I’obésité, si peu

étudié.



CHAPITRE 2 - SITUATION DU SUJET
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I. Le syndrome métabolique

Le terme ‘syndrome métabolique’ (SM) correspond a un ‘cluster’ de facteurs de risque des
maladies cardiovasculaires (MCV) [Girman et al. 2004 ; Isomma et al. 2001 ; Lakka et al.
2002 ; Malik et al. 2004 ; Galassi et al. 2006] et du diabéte de type 2 [Grundy et al. 2004a]. Le
SM décrit un concept ou un état qui n’est pas une pathologie en soi. Il est plutdt qualifié d’état
pré-pathologique qui augmente le risque de MCV et de diabéte de type 2. Globalement, le SM
peut étre considéré comme la co-occurrence (partielle/totale) d’une obésité viscérale, d’une
dyslipidémie, d’une hyperglycémie (intolérance au glucose, glycémie a jeun anormale), d’une
insulinorésistance (IR) et d’une hypertension, toutes étant des facteurs de risque pour les

MCV.
1.1 Historique et évolution du concept ‘syndrome métabolique’

La conception du syndrome métabolique (SM) est relativement ancienne. Des 1923, Kylin
décrit la co-occurence d’hypertension, d’hyperglycémie et d’hyperuricémie [Kylin 1923].
Plus tard, en 1947, Vague souligne 1’importance de la distribution de la masse grasse et il
énonce que la topographie de la masse grasse corporelle est mieux corrélée aux complications
de I’obésité (diabéte, hypertension, MCV) que n’est I’exces de graisse et utilise les termes
d’obésité androide (accumulation du tissu adipeux au niveau de I’abdomen) et d’obésité
gynoide (accumulation du tissu adipeux au niveau des hanches et des cuisses) [Vague 1947].
Dans les années 1960, plusieurs chercheurs ont observé un lien entre 1’obésité, I’IR et leurs
complications associées [Albrink et Meigs 1965 ; Welborn et al. 1966].

Ce travail de recherche, visant a mieux observer et décrire le concept d’un état, ou plusieurs
complications ont des relations entre elles et augmentent le risque des MCV et du diabéte, a
vu une ¢évolution depuis et, en 1988, a I’occasion du congrés annuel de 1’association
américaine de diabéte (American Diabetes Association-ADA), Reaven décrit sous le nom de
‘syndrome X’ une constellation d’anomalies associées a I’I[R qui en est 1’élément central
[Reaven 1988]. Apres cela, d’autres dénominations ont été proposées : le ‘deadly quartet’
[Kaplan 1989], le syndrome d’IR [DeFronzo et Ferrannini 1991] ou encore le syndrome
dysmétabolique [Groop et Orho-Melander 2001].

Le concept du SM a été bien accepté dans la communauté scientifique, malgré les contraintes
dues a I’explication des causes de cet état, mais c’est seulement en 1998 que la premicre
initiative pour développer une définition du SM est reconnue au niveau international. Dans un

effort de se mettre en accord pour une définition et pour offrir un outil aux cliniciens et aux
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chercheurs, 1’Organisation Mondiale de la Santé-OMS (World Health Organisation-WHO) a
proposé un ensemble de critéres en 1998 [Alberti et Zimmet 1998] et cette version a été

révisée en 1999 [WHO 1999].

1.2 Les définitions proposées pour le SM

Apres la premiere définition par ’OMS, le groupe européen d’IR (European Group for the
study of Insulin Resistance-EGIR) [Balkau et Charles 1999] et le NCEP-ATPIII (National
Cholesterol Educational Program Adult Treatment Panel III [NCEP-ATPII 2001] ont formulé
des définitions. Ces trois définitions ont des similitudes, notamment en ce qui concerne les
facteurs de risque retenus (intolérance au glucose, hypertension, obésité et dyslipidémie) mais
elles différent en terme de détails et de criteres. La définition de ’OMS inclut un critére
supplémentaire, la microalbuminurie. Les définitions de I’OMS et de I’EGIR privilégient I’IR,
a laquelle viennent s’ajouter d’autres critéres. En revanche, celle du NCEP-ATPIII attribue un
poids équivalent a chacun des criteres, prend doublement en compte la dyslipidémie
[triglycérides (TGL), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C)] et retient un seuil de
pression artérielle plus bas que celui retenu par ’OMS et ’EGIR. D’autres différences entre
les définitions concernent le nombre de critéres nécessaires (3 parmi 6 pour ’OMS et ’EGIR
et 3 parmi 5 pour le NCEP-ATPIII) ou les différences dans les combinaisons de criteéres. La
définition de ’OMS est plus appropriée pour la recherche contrairement a la définition
d’NCEP-ATPIII qui sert plutét comme un outil pour les cliniciens et ceci grace a la simplicité
de cette définition, puisqu’elle demande une simple mesure du glucose a jeun, alors que
I’autre définition exige un test de tolérance au glucose.

D’autres définitions ont été proposées. Il est a mentionner la définition de l’association
américaine d’endocrinologie (American Association of Clinical Endocrinologists-AACE)
[Einhorn et al. 2003] qui ne suggére pas 1’obésité comme élément principal du SM.

Les différentes définitions amenent inévitablement a des évaluations variables de la
prévalence du SM et aux problémes de comparaisons des différentes études. En plus, les
seuils définis, principalement pour 1’obésité, varient entre ethnies. Ainsi, la fédération
internationale du diabéte (International Diabetes Federation-IDF) a proposé une définition
[Alberti et al. 2005] ou pour la premiere fois, le sexe et les seuils sont inclus en fonction de
I’ethnie pour 1’obésité centrale mesurée par le tour de taille. Cette politique de I’'IDF d’établir

une définition qui pourrait étre utilisée mondialement, a été également adoptée par le
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NHLBI/AHA (National Heart, Lung and Blood Institute/American Heart Association)
[Grundy et al. 2004b].

1.3 Epidémiologie du SM

Malgré les essais des dernieres années d’atteindre a une définition unique du SM, il demeure
difficile de comparer les prévalences du SM estimées pour différentes populations. Ceci
provient de plusieurs parametres : design de 1’étude, sélection de I’échantillon, définition du
SM appliquée, age et sexe de la population, ethnie, niveau social et économique....

Une revue exhaustive [Cameron et al. 2004] rassemble les données sur la prévalence du SM
dans différentes populations et pays. Il remarque que dans les études avec des individus de la
méme tranche d’age, il existe une grande variation de la prévalence entre les hommes et les
femmes, soulignant I’importance du sexe. Pour des populations d’adultes, la prévalence varie
entre 8% (Inde) et 24% (Etats-Unis) pour les hommes et entre 7% (France) et 46% (Inde)
pour les femmes.

Dans la méme revue, il est également discuté 1I’importance de 1’ethnie, démontrée par la
comparaison de la prévalence du SM, en utilisant la méme définition (NCEP-ATPIII) et la
méme tranche d’age, d’hommes d’origines finnoise et américaine.

Un autre facteur qui joue un réle important pour le SM est I’age. En effet, dans une étude
réalisée chez des sujets Iraniens, la prévalence du SM a été inférieure a 10% pour les hommes
et les femmes agés de 20-29 ans, et elle augmentait a 38% et 67% pour le groupe d’age de 60
- 68 ans respectivement.

Le ‘Diabetes Atlas’ publié par 'IDF montre a quel point il est difficile de réussir des
comparaisons fructueuses entre populations quant au SM et aux complications associces a cet

état [Sicree et al. 2003].

1.4 Physiopathologie du SM

Malgré les différentes définitions et critéres du SM, globalement, nous pouvons distinguer les

composants suivants : IR, intolérance au glucose, dyslipidémie, hypertension et obésité.

13



1.4.1 Facteurs classiques

1.4.1.1 Insulinorésistance-IR

L’ hypothése la plus acceptée pour décrire la physiopathologie du SM repose sur la résistance
a Pinsuline. L’IR a été habituellement vue sous un angle glucocentrique (par exemple, un
défaut de I’action de I’insuline, résulte en une hyperinsulinémie pour maintenir des taux
normaux du glucose plasmatique). L’IR est un état correspondant a une altération de la
réponse des cellules-cibles a I’insuline (cellules adipeuses, musculaires, hépatiques..), et
globalement, de tout I’organisme a des concentrations plasmatiques usuelles de 1’insuline. Au
niveau des cellules adipeuses, I’'IR conduit a I’augmentation de la lipolyse des TGL stockés
dans ces cellules et par conséquent a 1’augmentation des taux des TGL dans le sang. Au
niveau des cellules musculaires, I’IR diminue 1’entrée du glucose dans ces cellules (et par
conséquent le stockage sous forme de glycogene) et la formation de glycogéne dans les
hépatocytes. Ces deux situations conduisent a I’augmentation des taux sanguins du glucose.
Les complications qui surgissent de I'IR, ainsi que les causes du développement de I'IR
constituent actuellement un champ riche en recherche. Il est intéressant de citer une revue
récente qui se focalise sur le role de I’hyperinsulinémie sur I’IR [Shanik et al. 2008]. Une
augmentation aigué¢ de I’insuline a des effets stimulateurs sur les cellules-cibles, mais des taux
sanguins de I’insuline constamment élevés conduisent a une désensibilisation de ces cellules
par des mécanismes multiples au niveau des récepteurs des cellules ou a d’autres niveaux de
signalisation cellulaire. L’IR est associée a une exposition constante des taux sanguins élevés
d’insuline sans que 1’on sache si I’hyperinsulinémie ou I’IR apparait en premier. Or il semble
que I’hyperinsulinémie perpétue I’'IR.

La Figure 1 montre la physiopathologie du SM avec I’IR comme mécanisme central [Eckel et

al. 2005].
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Figure 1. Physiopathologie du SM (insulinorésistance). Adopté par Eckel et al. 2005.

A : Les acides gras libres (Free Fatty Acids-FFA) sont émis en abondance par une masse ¢tendue de tissu
adipeux. Dans le foie, les FFA conduisent a une augmentation de la production du glucose et des TGL, et de la
sécrétion des VLDLs. Les anomalies des lipides et lipoprotéines associées incluent la diminution de la
concentration en HDL-C et une augmentation de la densité des LDLs. Les FFA réduisent également
I’insulinosensibilité au niveau musculaire en inhibant 1’entrée du glucose médiée par 1’insuline. Les défauts
associés incluent une diminution de la transformation du glucose en glycogéne et une augmentation de
I’accumulation des lipides sous forme des TGL. L’¢lévation de la concentration circulante en glucose et dans une
certaine mesure des FFA augmente 1’insulinosécrétion qui conduit a une hyperinsulinémie. L’hyperinsulinémie
peut conduire & une augmentation de la réabsorption rénale sodique et a une augmentation de I’activité du
systéme nerveux sympathique et contribuer ainsi au développement de I’hypertension. L’augmentation des FFA
circulants peut aussi conduire a I’hypertension.

B : Les effets endocrines et paracrines de 1’état pro-inflammatoire se superposent et contribuent a I’IR produite
par des FFA en exces. L’augmentation de la sécrétion de I’IL-6 et du TNF-a, par différentes cellules du tissu
adipeux, conduit a une aggravation de I’IR et a la lipolyse des stocks de TGL qui sont transformés en FFA
circulants. L’IL-6 et d’autres cytokines sont également augmentées et peuvent conduire a des productions
hépatiques ¢élevées de glucose et des VLDLs, ainsi qu’a une augmentation de I’IR au niveau musculaire. Les
cytokines et les FFA augmentent aussi la production hépatique de fibrinogéne et de I’inhibiteur-1 de 1’activateur
du plasminogeéne (Plasminogen Activator Inhibitor-1 PAI-1) qui compléte la surproduction de PAI-1 par le tissu
adipeux. Ceci conduit a un état pro-thrombotique. Des diminutions dans la production de 1’adiponectine, une
adipokine anti-inflammatoire et insulinosensibilisante, sont également associées au SM et pourraient contribuer a
la physiopathologie du SM.
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1.4.1.2 Intolérance au glucose

Les altérations de 1’action de I’insuline sur le métabolisme du glucose, comprennent la
diminution de la capacité de cette hormone d’inhiber la production du glucose par le foie et
les reins et de faciliter I’entrée du glucose dans des tissus-cibles (muscles, tissu adipeux...).
La relation entre I’intolérance au glucose (Impaired Glucose Tolerance-IGT), la glycémie a
jeun anormale (Impaired Fasting Glucose-IFG) et I’IR est bien documentée chez les humains
et les rongeurs. Afin de compenser les défauts de 1’action de 1’insuline, 1’insulinosécretion et
la clearance de I’insuline doivent étre modifiées afin de maintenir 1’euglycémie [Eckel et al.
2005].

Le réseau des complications qui impliquent le métabolisme du glucose et les fonctions de
I’insuline dans le SM est complexe ; néanmoins, il est reconnu que I’hyperglycémie et
I’intolérance au glucose constituent un facteur de risque majeur pour les MCV [Gerstein

1997 ; Leiter 2006].

1.4.1.3 Dyslipidémie

La dyslipidémie du SM associe TGL élevés, HDL-C bas et LDL (low density lipoprotein)
petites et denses indépendamment du taux de LDL-C (low density lipoprotein cholesterol) et
accumulation postprandiale de lipoprotéines riches en TGL.

Dans le cas de I’IR, I’augmentation du flux d’acides gras vers le foie entraine une élévation de
la synthése hépatique des TGL. Cependant, dans les conditions physiologiques, 1’insuline
inhibe la sécrétion des VLDL (very low density lipoprotein) dans la circulation systémique
[Lewis et Steiner 1996]. Cette réponse est en partie un effet de I’insuline sur la dégradation de
1I’ApoB (apolipoprotein B) [Taghibiglou et al. 2002]. Mais I’insuline est aussi lipogénique et
augmente la transcription et 1’activit¢ de nombreux genes liés a la biosynthese des TGL
[Foufelle et Ferre 2002 ; Taghibiglou et al. 2002]. Par ailleurs, I’IR pourrait aussi conduire a
une réduction des concentrations de lipoprotéine lipase dans les tissus périphériques [Eckel et
al. 1995], mais cette altération semble étre moins importante que la surproduction des VLDL
dans I’établissement de I’hypertriglycéridémie.

La diminution des concentrations en HDL-C observée dans le SM est la conséquence de
changements dans la composition et le métabolisme des HDL. En présence d’une
hypertriglycéridémie, une baisse du contenu en cholestérol des particules HDL conduit a une
diminution des esters de cholestérol du noyau des HDL accompagnée d’une augmentation
variable des TGL, rendant la particule HDL petite et dense, une fonction en partie due a la

CETP (Cholestérol Ester Transfer Protein) [Murakami et al. 1995]. Ce changement dans la
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composition des HDL conduit aussi a une augmentation de la clearance des HDL [Brinton et
al. 1991]. La relation qui lie ces changements a I’IR est probablement indirecte et apparait de
concert avec les changements observés dans le métabolisme des lipoprotéines riches en TGL
[Eckel et al. 2005].

La composition des LDL est modifiée de fagon similaire. Comme nous 1’évoquions plus haut,
les individus atteints de SM posseédent des LDL petites et denses, hautement athérogenes,
avec une durée de vie plus longue que les LDL ‘normales’ ce qui les rend plus facilement
oxydables, d’ou un catabolisme accru par les macrophages de la paroi artérielle. Dans
certaines ¢études, 1’altération de la composition des LDL est un facteur de risque indépendant
des MCV [Zambon et al. 1999]. Néanmoins, [’association avec les MCV n’est pas
indépendante, mais liée a des changements concomitants dans d’autres lipoprotéines et a

d’autres facteurs de risque [Sacks et Campos 2003].

1.4.1.4 Hypertension

La relation entre hypertension et IR a été bien établie [Ferrannini et al. 1987] et implique
certains mécanismes différents. Une revue a fait le point sur I’hypertension primaire [Reaven
2003]. Il en ressort que: 1) les patients présentant une hypertension primaire sont
insulinorésistants et hyperinsulinémiques, 2) les sujets normotendus, parents du premier degré
de patients atteints d’une hypertension primaire, sont relativement hyperinsulinémiques et
insulinorésistants comparés a un groupe de contrdles sans histoire familiale d’hypertension et
3) des études de populations ont montré que I’'IR estimée par I’hyperinsulinémie pouvait
prédire le développement de I’hypertension primaire chez les enfants, les adolescents et les
adultes. Cependant, I’auteur souligne que s’il existe des individus insulinorésistants qui
développent une hypertension primaire, tous les patients atteints d’hypertension primaire ne
sont pas insulinorésistants.

Une autre revue récente [Yanai et al. 2008] discute les mécanismes impliqués dans le
développement de I’hypertension dans le cadre du SM et il signale 1’obésité viscérale, I'IR,
I’activité élevée du systéme sympathique, le stress oxydant et le dysfonctionnement de
I’endothélium, le systéme rénine-angiotensine et les médiateurs d’inflammation tels que la

protéine C-réactive (C-reactive protein-CRP).
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1.4.1.5 Obeésité

L°’OMS a défini des seuils d’indice de masse corporelle (IMC) pour classer les individus :
IMC < 17kg/m” : maigreur modeste ou sévére, IMC >= 40kg/m”: obésité classe III (obésité
sévere) [WHO 1995].

Comme discuté auparavant, I’IR semble avoir un réle central dans le développement du SM et
dans D’aggravation des autres composants du SM. Cependant, I’importance cruciale de
I’obésité et en général de I’adiposité dans le modele du SM est également soutenue [Despres
et Lemieux 2006]. Ceci dit, il existe des sujets avec une IR qui ne sont pas obéses [Ruderman
et al. 1998].

L’évolution parallele de I’obésité et du diabete de type 2 a conduit a la conception du terme
‘diabesity’ pour fortifier le lien entre ces deux états [Astrup et Finer 2000 ; Pincock 2006 ;
Zimmet et al. 2001]. Pourtant, tout individu étant obese n’est pas susceptible de développer de
I’IR ou du diabete. L utilisation de 1’indice de tour de taille ou du rapport taille/hanches dans
les définitions du SM, introduit la notion de I’accumulation viscérale de la masse grasse. Pour
tout niveau d’adiposité, les individus avec une distribution sélective de la masse grasse
viscérale ont un risque plus €levé de développer une IR que les sujets avec une distribution de
la masse grasse ‘périphérique’ Despres et al. 1990 ; Despres 2006].

En parlant de 1’utilité du tour de taille, il y a un point a discuter. Un tour de taille élevé peut
étre di a une augmentation de I’accumulation de la masse grasse abdominale aux niveaux
sous-cutané ou viscéral. Cette distinction se réalise par des méthodes d’imagerie [Lee et al.
2004]. Cette distinction est importante, puisque la distribution de la masse grasse au niveau
abdominal entraine des mécanismes différents dans le cas d’une accumulation sous-cutanée
ou viscérale. En effet, ’accumulation de la masse grasse dans la région abdominale viscérale
résulte en 1’augmentation du flux des acides gras dérivés par le tissu adipeux vers le foie, par
la circulation splanchnique, alors que 1’accumulation dans la région sous-cutanée conduit a la
libération des acides gras dans la circulation, en évitant ainsi des effets directs sur le
métabolisme hépatique.

Il semble que le métabolisme altéré des acides gras peut contribuer a 1’état de I’IR chez des
individus avec une obésité viscérale. Les adipocytes hypertrophiques de la région abdominale
ont une action lipolytique élevée qui est résistante a 1’effet anti-lipolytique de 1’insuline
[Mauriege et al. 1995 ; Mittelman et al. 2002]. Par conséquent, le flux des acides gras peut
conduire a I’augmentation de la production du glucose par le foie. L’IR au niveau hépatique
est associée a une diminution de la dégradation de 1’ApoB et avec une augmentation de la

production des lipoprotéines riches en TGL.
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En plus, le tissu adipeux est un organe avec des réles endocriniens et il produit des molécules
telles que les cytokines TNF-a et IL-6, et les adipokines leptine et adiponectine [Trayhurn et
Wood 2004].

Ces hypotheses, impliquant le métabolisme des acides gras et I’action endocrinienne du tissu
adipeux, supportent un role causal de 1’obésité dans la physiopathologie du SM. Cependant,
une autre possibilité, qui n’exclut pas la contribution des mécanismes décrits auparavant, est
que I’exces de masse grasse viscérale représente un marqueur de 1’incapacité du tissu gras
sous-cutané de stocker la surcharge de graisse due au déséquilibre calorique. Ce déficit du
tissu adipeux sous-cutané de stocker la graisse en exces, conduit au dépot de la graisse sur
d’autres organes tels que le foie, les muscles, le coeur. Ceci est décrit comme le modele de
dépot de graisse ectopique (‘ectopic fat deposition’) [Miranda et al. 2005] (Figure 2).

Si nous partons du principe que 1’obésité a un role causal pour 1’évolution du SM et de ses
composants, il faut en méme temps tenir compte de certains parametres. Les études sur
I’obésité font souvent abstraction de deux points importants : 1) le sexe des individus et, 2) le
niveau d’obésité ou plutot d’adiposité. Comme décrit depuis déja longtemps par Vague et al.
[Vague 1947] la distribution de la masse grasse est différente entre les hommes et les femmes.
A ceci, vient se rajouter I’observation par imagerie que cette distribution différe également
avec I’évolution de I’adiposité [Schreiner et al. 1996]. Autrement dit, les hommes et femmes
avec le méme IMC, qui est I’indice classique pour la mesure de 1’obésité, accumulent de la
masse grasse dans des sites différents. Il faut ainsi, stratifier les populations par sexe, quant a
I’étude de 1’obésité, puisqu’il est probable que I’impact de I’excés de la masse grasse est
différent entre les deux sexes. En ce qui concerne le niveau de I’adiposité, nous ne savons, ni
a partir de quel IMC ou niveau d’adiposité commencent ses effets nocifs sur le métabolisme
(poids normal avec un exces de masse grasse dans 1’abdomen, surpoids ?) ni si ses effets sont
proportionnels a 1’accumulation de la masse grasse. Il serait ainsi préférable d’étudier a
chaque fois des tranches d’IMC relativement restreintes et ceci est rarement le cas. Un
exemple pourrait étre 1’étude de I’obésité des individus d’un poids normal a une obésité
modeste pour observer éventuellement son impact sur des composants du SM ou facteurs de
risque. L’étude de cette marge d’IMC, qui représente globalement la population générale,

pourrait apporter certaines connaissances dans le domaine pré-pathologique du SM.
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1.4.2 Facteurs nouveaux

1.4.2.1 Inflammation

L’association du SM avec I’inflammation est bien documentée [Sutherland et al. 2004].
Comme déja signalé, le tissu adipeux produit des molécules pro-inflammatoires (TNF-a, IL-
6..) et dans le cas de I’obésité, les macrophages infiltrent le tissu adipeux [Weisberg et al.
2003]. Ce mécanisme pourrait contribuer au profil inflammatoire trouvé chez des individus
avec une obésité abdominale [Yudkin et al. 1999]. Les taux sanguins de CRP sont élevés chez
des sujets avec une obésité viscérale [Lemieux et al. 2001]. La relation entre 1’adiposité et
I’inflammation a été ¢galement démontrée par une étude ou la perte de poids chez des sujets
obeses a ¢été associée avec D’expression des genes (dans le tissu adipeux) associés a
I’inflammation [Clement et al. 2004].

En dehors de la CRP, d’autres protéines circulantes telles que 1’orosomucoide et
I’haptoglobine (ISP-Inflammation Sensitive Proteins) semblent gagner du terrain dans la
recherche des MCV [Engstrom et al. 2003a]. Une autre étude a démontré que les taux élevés
de ces protéines sont associé¢s a la prédiction de la prise de poids [Engstrom et al. 2003b].
Cependant, les roles de ces molécules dans I’obésité et le SM sont a découvrir.

Enfin, les taux des globules blancs circulants sont associés avec le SM [Hsieh et al. 2007 ;

Kim JA et al. 2006a ; Onat et al. 2006].

1.4.2.2 Apolipoprotéines

La dyslipidémie est considérée comme un composant du SM mais sur quelle base,
épidémiologique ou autre, pourrait-on supposer que, par exemple, I’hypertriglycéridémie a un
caractére de gravité égal a celui d'une HDL-C basse ? Ceci dit, les perturbations du
métabolisme lipidique, observées dans le cas du SM, sont complexes et leur compréhension
nécessite la prise en compte des apolipoprotéines dans ces mécanismes [Sniderman et Faraj
2007]. La revue de Sniderman et Faraj discute certains résultats des études, en concluant que
la dyslipidémie du SM doit étre redéfinie en incluant les ApoB et ApoAl (apolipoprotéine
Al). De plus, des études épidémiologiques ont montré que le rapport ApoB/ApoAl est tres
associ¢ avec le SM et avec chacun de ses composants. En plus, I’ApoB a été associée plus que
les TGL ou les marqueurs de cholestérol, avec les marqueurs d’inflammation et I’IR. En se
basant sur ces résultats, il serait en effet judicieux d’inclure ces molécules dans 1’étude du SM

et de ses composants.
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1.4.2.3 Stéatose hépatique

Comme déja mentionné, dans le cas de I’obésité il peut y avoir un dépot de masse grasse sur
des organes tels que le foie. La relation entre la stéatose hépatique non-alcoolique et le SM est
de plus en plus mise en évidence. Environ 90% de patients avec une stéatose hépatique non-
alcoolique ont 1 ou plusieurs facteurs du SM et 33% ont un SM caractérisé [Marchesini et al.
2003]. Il semble alors que cet état de stéatose soit la représentation au niveau hépatique du
SM. Les individus en surpoids ou obéses avec des taux modestement élevés des enzymes
hépatiques ALAT (alanine aminotransférase), ASAT (aspartate aminotransférase), GGT
(glutamyltransférase gamma) sont les premiers a étre suspectés d’avoir une stéatose hépatique
non-alcoolique. La méthode la plus précise est la biopsie du foie mais il existe d’autres
méthodes non-invasives telles que I'ultrasonographie, la tomographie etc. Cependant, ces
méthodes sont difficilement applicables pour de grandes populations dans le cadre d’études
épidémiologiques ou cliniques [Rector et al. 2008].

Une distribution de la masse grasse viscérale, une stéatose débutante, et une intolérance au
glucose, sont souvent simultanément observées chez des sujets en surpoids ou avec un poids
normal [Banerji et al. 1995 ; Goto et al. 1995]. Les concentrations de HDL-C sont diminuées
[Seppala-Lindroos et al. 2002] et les concentrations de TGL et de cholestérol sont élevées
[McMillan et al. 2007 ; Seppala-Lindroos et al. 2002] dans le cas de la stéatose hépatique
non-alcoolique. Quant a I’IR, il n’est pas tres clair si I’IR au niveau du foie est la cause ou le
résultat d’une stéatose hépatique non-alcoolique [Adiels et al. 2006 ; Marchesini et al. 2005].
I1 est considéré que I’IR est un élément important pour le développement de cette stéatose par
les voies suivantes: 1) activation de la sécrétion des adipokines, avec des roles pro-
inflammatoires, par les adipocytes, 2) altération du ratio de synthése et transport des TGL par
les hépatocytes et 3) augmentation de la lipolyse dans le tissu adipeux, qui conduit a une
libération des acides gras libres qui passent par la veine portale vers le foie, exposant ainsi cet
organe a un exces d’acides gras. Une fois que la stéatose est développée, d’autres
mécanismes, tels que I’inflammation, ou les adipokines joue un rdle trés important,
prolongent et aggravent cet état [Rector et al. 2008]. L’inflammation du foie est associée avec
I’installation et la gravité du SM [Ryan et al. 2005].

Les enzymes hépatiques ALAT, ASAT et GGT sont des marqueurs habituellement utilisés
pour la stéatose hépatique et ’augmentation de leurs taux refléte les atteintes du foie, résultant
de Dl’infiltration des acides gras et de la stimulation des mécanismes d’inflammation. Des

études récentes indiquent que les taux sanguins élevés de ces enzymes sont associés avec tous
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les composants du SM [Liangpunsakul et Chalasani 2005 ; Oh et al. 2006 ; Yamada et al.
2006].

1.4.2.4 Acide urique

Il y a de plus en plus d’études qui suggerent que 1’acide urique est associ¢ aux MCV et au SM
[Gagliardi et al. 2008]. Cette revue rassemble des études qui montrent que les taux élevés de
I’acide urique sont associés avec le SM [Onat et al. 2006 ; Yoo et al. 2005] et ses composants,
I’hypertension [Lin et al. 2004 ; Verdecchia et al. 2000], 1’obésité abdominale [Takahashi et
al. 1997], I’'inflammation [Frohlich et al. 2000 ; Ruggiero et al. 2006] ...

Certaines ¢tudes suggerent que 1’hyperinsulinémie, due a I’IR et a I’obésité viscérale, conduit
a I’augmentation de 1’absorption de 1’acide urique par les reins qui, par conséquent, conduit
aux taux sanguins €levés de 1’acide urique. En dehors des problemes de clearance rénale, il y
a I’hypothése que ’association entre I’IR et les taux élevés d’acide urique est expliquée par
les taux élevés des TGL [Giacomello et al. 1997]. Par ailleurs, les associations de 1’acide
urique avec 1’obésité peuvent étre expliquées par le comportement alimentaire. Trés souvent,
les sujets obeses consomment beaucoup de viande et cette consommation élevée conduit a
I’augmentation des taux d’acide urique dans la circulation, puisque 1’acide urique est le
produit final du métabolisme des purines.

Malgré 1’évolution des connaissances de 1’acide urique en relation avec le SM, il reste encore
a clarifier s’1l est un indicateur ou un facteur de risque du SM. Cependant, on a de plus en plus
tendance a I’inclure dans les composants principaux du SM dans les études du SM et de ses

facteurs [Onat et al. 2006].

1.4.3 Comment étudier le SM et ses facteurs ?

Il est bien établi que la co-apparition des facteurs du SM chez un individu est loin d’étre due
au hasard. Il semble alors que le SM soit un état physiopathologique qui existe réellement
mais nous ne savons pas si cet état est tout simplement la somme de ces composants ou s’il a
une valeur supplémentaire a apporter dans la pratique clinique [Reilly et Rader 2003].
Autrement dit, nous nous demandons si ’addition de ces facteurs a juste des effets
proportionnels ou si cette addition conduit a des effets beaucoup plus nocifs que les effets
attribués par chacun des facteurs composant ce syndrome. En plus, a ces facteurs, avec
I’évolution des connaissances dans le domaine, viennent s’en ajouter d’autres dont nous ne

savons pas s’ils sont des causes, des effets, ou de simples manifestations du SM.
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Les opinions varient quant a 1’utilité¢ de la notion du SM. Il n’est pas encore clair s’il faut le
définir exclusivement en rapport avec I'IR, les conséquences métaboliques de 1’obésité, les
risques de MCV, ou simplement le considérer comme la somme des facteurs statistiquement
associés. Ainsi, différentes approches existent. Certaines études examinent I’impact du SM en
tant qu’entité sur le risque des MCV, d’autres se focalisent sur I'IR ou I’obésité en
considérant les autres facteurs comme conséquences de ces facteurs, et d’autres essayent de
décortiquer le SM en ses composants et observer leurs interrelations.

En effet, il est possible que parmi tous les facteurs du SM, certains s’agregent et sont liés plus
avec I’obésité ou I'IR et, par conséquent, évoluent ensemble au fil du temps. Telle a été notre
hypothese de départ et pour cette raison nous avons observé 1’évolution des facteurs
classiques et nouveaux du SM a court terme (5 ans) dans notre cohorte. Notre approche a
consisté a étudier les agrégations des facteurs du SM en supposant I’obésité comme le facteur
central. Pour mettre en évidence alors, des agrégats, nous avons appliqué I’analyse en
composantes principales qui permet de classer ensemble les facteurs les plus associés entre
eux. Cette analyse permet de diminuer le nombre de facteurs, de les rassembler et d’observer
également des relations nouvelles entre des facteurs que nous ne considérons pas associés
entre eux. En méme temps, il faut interpréter les résultats de cette analyse avec précaution,
puisque c’est la personne qui effectue I’analyse qui définit le nombre d’agrégats a obtenir et le
seuil pour qu’un facteur entre dans un agrégat. Il est évident alors, qu'une partie de 1’analyse
est dépendante du manipulateur et que c’est a lui d’utiliser le plus efficacement cet outil.
Cependant, cette analyse demeure un trés bon outil pour créer des ‘clusters’ a partir d’un
grand nombre de facteurs.

Pour conclure, chaque approche différente du SM apporte des éléments importants pour la
compréhension de cet état. Notre approche a eu comme but d’étudier 1’évolution des facteurs
du SM et les agrégats de leur évolution, en fonction de la prise de poids, dans la population
générale. Nos considérons que cette ¢tude peut apporter des connaissances pour mieux

comprendre les associations entre ces facteurs avant que le SM s’installe.

24



I1. Le tissu adipeux

Le tissu adipeux blanc est un tissu majoritairement composé par des adipocytes qui sont des
cellules différenciées, spécialisées dans le stockage de la graisse. En dehors du tissu adipeux
blanc, il existe le tissu adipeux brun qui joue un rdle important dans 1’homéostasie de
I’organisme lorsqu’il est exposé¢ au froid [Cinti 2006], mais ses roles physiologiques, ainsi que
son implication dans différentes pathologies ne sont pas encore bien connus.

Le tissu adipeux secréte des hormones avec plusieurs roles physiologiques ; ce qui permet de
le considérer plutot comme un organe endocrinien qu’un simple site de stockage. Ce dialogue
moléculaire sert a informer 1’organisme sur [’équilibre ¢énergétique et participe a
I’homéostasie et a la fonction physiologique de plusieurs organes. En effet, le tissu adipeux
est composé par d’autres types de cellules, en dehors des adipocytes. Il est trés vascularisé et
innervé, ce qui permet des liaisons entre ce tissu et le reste de I’organisme pour la régulation
du métabolisme. Le tissu adipeux est en équilibre dynamique, grace a la différentiation et a
I’apoptose de cellules adipeuses, en réponse a 1’état nutritionnel, aux changements de
I’environnement, a la consommation des médicaments, a la grossesse...Dans le cas de
I’obésité, le tissu adipeux est infiltré par des macrophages.

La base de la fonction des adipocytes est d’accumuler et libérer les acides gras. Les
adipocytes stockent de 1’énergie pour 1’organisme sous forme des TGL dans le cas d’un exces
calorique et mettent a disposition les TGL dans le cas de manque calorique, d’activité
physique intense, de jéune etc. Chez I’homme, les TGL stockés dans les adipocytes
proviennent de la circulation, puisque la capacité du tissu adipeux a produire des TGL par une
lipogenese de novo est treés faible et insignifiante par rapport a cette capacité du foie. Ainsi,
les TGL de I’alimentation et synthétisés de novo par le foie, sont transportés vers le tissu
adipeux par des lipoprotéines. Les TGL ne rentrent pas dans les adipocytes mais ils sont
hydrolysés et ce sont ensuite les acides gras qui entrent dans les adipocytes. Lorsque
I’organisme a besoin des lipides, les acides gras passent dans la circulation et sont distribués a
plusieurs tissus. Les acides gras sont également des molécules signaux et des substrats pour la
production des lipoprotéines par le foie. [Wang et al. 2008].

Sous des conditions normales, les adipocytes sont capables de maitriser 1’équilibre entre
lipolyse et lipogenése pour répondre a des besoins physiologiques. L’importance du tissu
adipeux peut se démontrer par deux exemples : 1) lorsqu’il y a un manque en masse grasse

(lipoatrophie) des complications similaires a celles du diabéte de type 2 se manifestent
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[Hegele et al. 2007] et 2) 1I’état de surpoids et d’obésité est associ¢ avec des maladies
chroniques telles que le SM, le diabete de type 2 et les MCV. 11 est évident alors, que le tissu
adipeux joue un rdle intrinséque dans I’homéostasie du glucose et des lipides.

Pourtant, il est a noter que le tissu adipeux exerce ses roles en concert avec le reste de
I’organisme. 11 régule ses fonctions en relation avec les signaux externes du tissu, tels que les
signaux provenant du systeme nerveux, et les substrats et hormones provenant de la
circulation. Il faut souligner également que le tissu adipeux est spécifique des especes [Arner
2005], et comme énoncé auparavant, des différences existent au niveau de la distribution de la
masse grasse qui dépendent du sexe, et au niveau du métabolisme de la masse grasse et de ses

propriétés de sécrétion en fonction du site/dépot de cette masse grasse [Klaus et Keijer 2004].

II.1. Organe endocrinien

L’identification de la leptine en 1994 [Zhang et al. 1994] a conduit a la conception du tissu
adipeux comme organe endocrinien. Cependant, bien plus tot, en 1987, Siiteri avait mis en
évidence le rdle endocrinien de ce tissu, par le fait que les adipocytes produisent des
hormones stéroides [Siiteri 1987]. En 1996, Smith a caractérisé le tissu adipeux comme un
organe endocrinien grace aux rdles de la leptine [Smith 1996]. Ensuite, en 1998, Mohamed-
Ali et al. se sont intéressé a observer globalement 1I’ensemble des molécules secrétées par le
tissu adipeux et ont pu identifier les substances, avec un role endocrine (hormones) et avec un
role paracrine, produites par le tissu adipeux [Mohamed-Ali et al. 1998]. Depuis, la recherche
dans le domaine a beaucoup évolué avec la découverte d’autres molécules et avec la
caractérisation de leurs roles.

Les actions autocrines/paracrines jouent un role dans le remodelage du tissu adipeux,
I’angiogenese et I’adipogenese. D’autres molécules secrétées par le tissu adipeux ont plutot
des actions endocrines et peuvent via la circulation, non pas locale mais systémique, participer
a la régulation des mécanismes tels que I’appétit et 1’équilibre énergétique.

Les adipocytes sont hautement spécialisés dans la sécrétion des protéines et plusieurs études
d’expression dans le tissu adipeux ont démontré qu’il est tres actif a ce niveau. Il secrete des
molécules telles que la leptine, la visfatine, 1’adiponectine, la resistine, des cytokines

également, telles que le TNF-a et I'IL-6....[Wang et al. 2008].
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I1. 2. Les adipokines

Le nombre de plus en plus élevé des protéines signaux identifiées comme produites par le
tissu adipeux a créé le besoin de leur accorder un nom collectif. Le terme initialement proposé
par Funahashi et al. a été ‘adipocytokines’ [Funahashi et al. 1999] et ce terme a été utilisé
extensivement. Cependant, ce nom sous-entend que les protéines secrétées par les adipocytes
sont des cytokines ou des molécules similaires aux cytokines. Il est vrai que ceci est le cas
pour certaines molécules comme le TNF-a et I’'IL-6 mais non pas pour la majorité des
molécules produites par les adipocytes. Ainsi, ce terme a été remplacé par le terme
‘adipokines’ [Trayhurn et Wood 2004]. La sécrétion est la caractéristique d’une importance
critique pour définir une molécule comme adipokine, puisque ce terme a ¢té faussement
utilisé pour d’autres molécules telles que 1’adiponutrine qui est une protéine
transmembranaire plutdt qu’un produit de sécrétion [Wiesner et al. 2004]. Le méme terme a
été également utilisé pour décrire une protéine produite par le tissu adipeux en général et pas
uniquement par les adipocytes. Par exemple, les protéines secrétées par les macrophages qui
infiltrent le tissu adipeux. Il est a préciser que le terme adipokines doit s’appliquer
exclusivement aux protéines produites et secrétées par les adipocytes [Wang et al. 2008].

Les adipokines possedent une multitude de fonctions dans plusieurs systémes et mécanismes :
appétit et équilibre énergétique, homéostasie, immunité, métabolisme des lipides, pression
artérielle, inflammation, angiogenése, sensibilité de 1’insuline...[Trayhurn et Wood 2004].
Etant donné leurs implications dans ces mécanismes, il ne serait pas surprenant qu’elles
jouent des roles importants dans la physiopathologie du SM.

Ici, nous allons nous intéresser a deux adipokines, la leptine et la visfatine. Ces adipokines ont
des roles relativement bien définis ; or elles révelent de plus en plus de nouvelles fonctions

qui restent a explorer.

11.2.] Leptine

11.2.1.1 Découverte et caractérisation

Une mutation chez la souris, conduisant a une obésité morbide (gene ob) a été identifiée en
1950 [Ingalls et al. 1950]. Les souris homozygotes pour la mutation ob et db, connues comme
souris ob/ob et db/db respectivement, développent une obésité et un diabéte similaires a
I’obésité morbide chez I’homme [Coleman 1978]. Ces découvertes ont créé un intérét pour

caractériser ce géne (clonage et séquengage) chez la souris et son homologue chez I’homme
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[Zhang et al. 1994]. La protéine de la leptine est composée de 167 acides aminés, avec un
résidu de 21 acides aminés qui est le peptide-signal (la protéine de la leptine a 146 acides
aminés) et cette structure est hautement conservée parmi les différentes especes.

En 1995, il a été démontré que 1’expression du gene dit ob a I’époque, est augmenté dans le
cas de I’obésité¢ chez I’homme d’une fagon proportionnelle a la sévérité de 1’obésité
[Considine et al. 1995 ; Zhang et al. 1994]. La méme année, la structure du geéne chez
I’homme, ainsi que son positionnement dans le génome, ont €té mis en évidence [Isse et al.
1995]. Ils ont trouvé que le geéne avait trois exons, séparés par deux introns (environ 20
kilobases), qu’il se positionne sur le chromosome 7q31.3 et que le géne donne un seul
transcrit. D’autres études [Gong et al. 1996] ont ensuite décrit plus extensivement la structure
du gene, ainsi que les différents sites de régulation de ’expression du geéne au niveau du
promoteur. L’expression du gene ob est induite pendant la différentiation des adipocytes et est
régulée par différents signaux hormonaux (glucocorticoides, cytokines, insuline..).

Des expériences d’injection de la leptine (provenant du mot ‘leptos’ qui veut dire mince en
grec) chez les souris ob/ob ont démontré que cette molécule peut normaliser le poids et cette
observation a depuis, trés tot, conduit a la proposition que la leptine joue un rdle tres
important dans la régulation de 1’équilibre énergétique [Campfield et al. 1995 ; Halaas et al.
1995 ; Pelleymounter et al. 1995]. Puisque cette nouvelle molécule a présenté un tel intérét, il
a été émergeant de caractériser sa structure protéique [Zhang et al. 1997]. Ils ont ainsi utilisé
la leptine E-100 (substitution a la position 100 d’une glutamine par une tryptophane) qui
correspond a une protéine tres similaire a la protéine ‘sauvage’, au niveau de la structure et
des propriétés biologiques, mais qui est plus facile a solubiliser et a cristalliser. La structure
de la leptine E-100 a montré qu’elle peut étre classée dans la famille des cytokines de
structure hélicoidale a longue-chaine qui inclut des cytokines telles que I’[L-6, I’'IL-11, I’IL-

12....

11.2.1.2 Récepteurs et sites d’action de la leptine

La démonstration, que I’injection périphérique ou centrale (au niveau du cerveau) de la
leptine recombinante chez les souris ob/ob a diminué le poids et la consommation de
nourriture, a conduit & ’hypothése que la leptine est impliquée dans le réseau du systeme
nerveux pour la régulation de I’équilibre énergétique [Campfield et al. 1995]. Suite a cette
observation, Tartaglia et al. ont essayé d’expliquer par quel mécanisme la leptine pénétre le
systeme nerveux central [Tartaglia et al. 1995]. Chez la souris, ils ont identifi¢ un récepteur de

la leptine, le OB-R au niveau du plexus choroide et ce récepteur ressemblait aux récepteurs de
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classe I des cytokines. Puisque le plexus choroide est responsable de la génération du liquide
céphalorachidien et fait partie de la barriere entre le sang circulant et le cerveau, Caro et al.
ont fait I’hypothése que la fonction du récepteur de la leptine a ce niveau a comme role, le
transport de la leptine dans le cerveau [Caro et al. 1996 ; Tartaglia et al. 1995]. Ainsi, ils ont
émis I"’hypothese de la résistance a la leptine dans le cas de 1’obésité, puisque les taux élevés
de leptine circulante conduisent a une saturation du récepteur OB-R et par conséquent le
systeme de transport chez les obéses fonctionnerait d’une fagon moins efficace.

Nous pouvons distinguer plusieurs isoformes du récepteur OB-R. Toutes ces isoformes ont
une partie extracellulaire et une partie transmembranaire communes mais la partie
intracellulaire varie entre les isoformes. Le OB-Rb qui est I’isoforme ‘complet’, contient des
motifs intracellulaires nécessaires pour [D’activation de la voie des ‘Janus Kinases
(JAK)/Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT)’. Il est considéré comme le
récepteur fonctionnel. Cet isoforme se trouve en grandes quantités au niveau du cerveau
(hypothalamus, thalamus...) [Tartaglia et al. 1997]. 1l est également exprimé par les cellules 3
pancréatiques et c’est via ce récepteur que la leptine exerce ses effets inhibiteurs sur la
sécrétion de I’insuline [Arora 2008]. Dans 1’isoforme ‘court’, autrement dit, le récepteur OB-
Ra, une partie intracellulaire est manquante et cet isoforme est trouvé abondamment dans le
plexus choroide et joue un rdle dans le transport de la leptine dans le cerveau. Enfin, le
récepteur soluble OB-Re facilite le transport de la leptine dans la circulation. Ce récepteur
n’a, ni la partie intracellulaire, ni la partie transmembranaire [Arora 2008 ; Tartaglia 1997].
Les récepteurs de la leptine ont été également trouvés dans les tissus périphériques tels que les
poumonts, les reins, le foie, le pancréas, les muscles...L’isoforme ‘court’ au niveau des reins
semble jouer un role pour la clearance de la leptine [Mantzoros 1999]. Les récepteurs de la
leptine sont aussi présents dans différents types de cellules du systeme immunitaire [LaCava
et Matarese 2004].

I1 a été estimé que sous des conditions physiologiques, seulement 5-25% des récepteurs OB-R
se trouvent a la surface cellulaire, alors que la majorité se trouve a I’intérieur de la cellule. Les
récepteurs OB-Ra et OB-Rb sont internalisés par les lysosomes et ensuite dégradés. Certaines
études suggerent que ’internalisation des récepteurs OB-Rb est plus grande que pour les
autres et que le récepteur ‘court’ se recycle plus vite a la surface cellulaire. Ces observations
pourraient contribuer a expliquer la résistance sélective a la leptine, en se basant sur le fait

qu’il existe une dégradation préférentielle du récepteur OB-Rb [Arora 2008].

11.2.1.3 Sources de la leptine
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La source majeure de la leptine est le tissu adipeux. Contrairement a la plupart des molécules
produites par des cellules du tissu adipeux, autres que les adipocytes, la leptine est produite
par les adipocytes [Fain et al. 2004]. Des études ont démontré que le tissu adipeux sous-
cutané produit plus de leptine que le tissu adipeux viscéral [Van et al. 1998]. 11 a été
également démontré que la production de la leptine par le tissu adipeux sous-cutané est plus
élevée par rapport au tissu adipeux viscéral pour des individus d’un IMC de 45kg/m? et qu’en
revanche cette production n’était pas différente pour des individus d’un IMC de 32 kg/m?,
suggérant que I’IMC peut influencer I’expression régionale de la leptine [Fain et al. 2004].
Ainsi, le site de dépdt de la masse grasse et la sévérité de I’obésité semblent avoir un impact
important sur I’expression de la leptine.

La leptine est également produite par I’estomac [Cinti et al. 2000], le placenta et les tissus
feetaux [Cervero et al. 2006]. Il est intéressant de noter que dans un modele de maladie
autoimmune chez la souris, la leptine a été trouvée exprimée par les lymphocytes T avec
probablement un réle autocrine/paracrine dans la prolifération des lymphocytes [Sanna et al.

2003].

11.2.1.4 Réles physiologiques

La Figure 3 montre globalement les actions de la leptine.
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Figure 3. Représentation globale des actions de la leptine. Adopté par Mantzoros 1999.
La leptine agit soit directement soit par ’activation de centres spécifiques au niveau du systéme nerveux central
sur la diminution de la consommation de nourriture, sur 1’augmentation de la dépense d’énergie, sur le
métabolisme du glucose et des lipides et sur les fonctions endocriniennes.

White adipose tissue
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La concentration de la leptine circulante est trés associée avec la masse grasse totale et avec
I’IMC. Au départ elle a été congue comme un signal de satiété, une hormone qui semblait
informer le cerveau sur ’accumulation de la masse grasse et sur 1’équilibre énergétique. La
détection des récepteurs de la leptine sur des tissus périphériques a suggéré que cette hormone
exerce ¢galement ses effets sur le métabolisme par des actions directes sur ces tissus. La
leptine agit sur le métabolisme lipidique et du glucose indépendamment des signaux de satiété
envoyés au cerveau.

Chez I’homme, le ‘pattern’ de sécrétion journalicre de la leptine est hautement organisé
[Sinha et al. 1996]. La marge des taux plasmatiques de la leptine pour les sujets sains est 3-
Sng/ml et les concentrations chez les sujets obeses varient entre 8 et 90 ng/ml [Arora 2008].
La leptine a une régulation double dans la physiologie humaine. Pendant les périodes de
maintenance du poids, c¢’est-a-dire quand il y a un équilibre énergétique, les taux de la leptine
circulante reflétent la masse grasse totale. Lors d’un déséquilibre énergétique (prise de poids
ou perte de poids) les changements dynamiques de la concentration plasmatique de la leptine
servent comme un témoin de ce déséquilibre et influencent I’action des voies impliquées dans
la régulation énergétique. Les taux élevés de la leptine informent le cerveau d’un exces
d’énergie et ce signal conduit a des adaptations au niveau de 1’appétit et de la dépense
énergétique pour résister au développement de 1’obésité. Les effets physiologiques d’une
diminution de la concentration de la leptine sont plus importants que ceux d’une augmentation
de la leptine.

L’inhibition de la consommation de nourriture par la leptine se produit via une voie au niveau
du systéme nerveux qui implique des actions communes de la leptine et de 1’insuline. Ainsi,
les signaux périphériques de ces deux hormones arrivent dans le cerveau et ceci résulte en une
régulation de ’homéostasie du métabolisme et du comportement alimentaire au niveau de
I’hypothalamus.

La régulation du comportement alimentaire par la leptine est en synergie avec des peptides
qui régulent I’appétit au niveau central. Il existe un équilibre entre les peptides qui
augmentent (neuropeptide Y, noradrénaline, orexines...) et qui diminuent [’appétit
[sérotonine, ‘cocaine- amphetamine-related transcripts (CART)....].

La leptine est également un régulateur endocrinien qui passe par I’axe hypothalamo-pituitaire-
thyroidien. L’état de malnutrition est associé avec une diminution de la leptine et de 1’activité

de I’axe thyroidien.
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Une augmentation physiologique de la leptine peut diminuer la sécrétion de I’insuline. La
leptine inhibe la production d’insuline par le pancréas a des concentrations de ’ordre de
0.0Inmol/l. La leptine peut également agir sur la sécrétion de I’insuline via le systeme
nerveux central. En revanche, I’insuline augmente la production de la leptine et I’axe leptine-
insuline consiste en un réseau de régulation bidirectionnel entre le tissu adipeux et le
pancréas. Dans le cas de I’obésité, I’hypérinsulinémie, qui peut précéder I’IR, peut conduire a
une augmentation de la production de la leptine. La sensibilité diminuée a la leptine peut
entrainer une dérégulation de I’axe entre la leptine et 1’insuline, résultant a une augmentation
de la production de I’insuline et a une aggravation de I’'IR.

La leptine et I’insuline, qui sont des signaux de satiété a long terme, peuvent, en synergie avec
des signaux a court terme (cholécystokinine), agir pour réussir la régulation énergétique.
Ainsi, les signaux a court terme et a long terme interagissent d’une maniere orchestrée (au
niveau central et périphérique).

La leptine a aussi d’autres actions, dans le métabolisme lipidique des muscles et du foie par
exemple [Arora 2008].

Récemment, il a ét¢ démontré que la leptine joue un role au niveau de la reproduction [Power
et Schulikn 2008] et, en parlant du systeme nerveux, elle est impliquée dans les mécanismes
de plasticité des neurones [Valerio et al. 2006].

La leptine agit alors sur plusieurs organes et axes que nous ne détaillerons pas ici.

11.2.1.5 Régulation de la leptine

L’expression de la leptine par les adipocytes a été corrélée avec le contenu de ces cellules en
lipides ainsi qu’avec la taille de I’adipocyte [Maffei et al. 1995]. Cependant, il a été
récemment trouvé que l’expression de la leptine dépend également du type de lipides
provenant de 1’alimentation [Fernandez-Quintela et al. 2007].

Comme énoncé auparavant, un axe existe entre la leptine et I’insuline. L’insuline semble étre
une hormone qui influence considérablement I’expression de la leptine par le tissu adipeux
[Havel 2000]. La réponse de I’insuline a I’augmentation des taux sanguins de glucose et de
lipides, suite a une consommation alimentaire, précéde les changements des concentrations
plasmatiques de la leptine.

Les glucocorticoides semblent également stimuler la production de la leptine [Hardie et al.
1996 ; Rentsch et Chiesi 1996]. Cependant, les glucocorticoides endogénes n’ont

probablement pas une action physiologique sur I’induction de 1’expression de la leptine,
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puisque, dans des conditions de taux augmentés des glucocorticoides (a jéun..), les taux de
leptine circulante diminuent [Dubuc et al. 1998].

La différence des taux circulants de la leptine entre les hommes et les femmes suggere que le
sexe a un role dans la production de la leptine [Saad et al. 1997]. Les femmes ont plus de
masse grasse totale que les hommes mais cette caractéristique n’explique pas cette différence
puisque pour la méme masse grasse totale, la production de la leptine chez les femmes est
plus grande que chez les hommes. Il semble que les adipocytes des femmes produisent plus de
leptine [Hellstrom et al. 2000 ; Lonnqvist et al. 1997], comparées aux hommes et ceci peut
étre, au moins partiellement, expliqué par I’implication de la leptine dans les fonctions de
reproduction.

Dans le cas de I’obésité, il existe un état inflammatoire au niveau du tissu adipeux et dans
I’organisme en général. Différentes cytokines, telles que le TNF-a et I’IL-6, participent dans
les mécanismes inflammatoires et régulent I’expression de la leptine [Bullo et al. 2003 ; Gil et

al. 2007].

11.2.1.6 Résistance a la leptine

L’obésité représente un état de résistance a la leptine. Les sujets obeses ont une IR avec des
taux élevés de leptine et d’insuline. L’échec de la leptine de réussir 1’homéostasie
métabolique et 1’équilibre énergétique, malgré les taux circulants élevés, suppose un état de
sensibilit¢ diminuée a la leptine. Cette résistance est considérée comme le résultat de la
combinaison d’une résistance au niveau des récepteurs périphériques et d’une capacité
diminuée de transport de la leptine dans le cerveau [Arora 2008]. L’hyperleptinémie est
souvent considérée comme la conséquence d’une résistance a la leptine, mais quelques études
donnent une autre explication [Scarpace et Zhang 2007]. La surexpression chronique de la
leptine au niveau du cerveau induit une résistance a la leptine avec des caractéristiques
similaires a celles associées avec I’obésité. Ces caractéristiques se résument en la diminution
du nombre des récepteurs de la leptine et la diminution des signaux intracellulaires. Ces
expériences chez les animaux, suggerent que I’hyperleptinémie dans le cas de 1’obésité,

résulte en la résistance a la leptine.

11.2.1.7 Leptine et systeme immunitaire
Puisque la leptine posseéde des récepteurs au niveau des cellules immunitaires, elle a des
actions sur ces cellules et par conséquent, elle participe a I’homéostasie du systéme

immunitaire.
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Un nombre d’études a constaté les liens entre les systémes immunitaire et endocrinien
[Haddad et al. 2002 ; Turnbull et Rivier 1999]. Les médiateurs entre ces deux systemes sont
des cytokines, telles que le TNF-a, I’IL-6, I’IL-1, et des adipokines, telle que la leptine et
informent le systéme nerveux central de I’inflammation périphérique. En plus, comme le tissu
adipeux est associ¢ anatomiquement avec des agrégats de cellules lymphoides (ganglions
lymphatiques, moelle osseuse), il y a un réseau d’interactions locales entre eux et la leptine
participe activement dans ce réseau [Matarese et al. 2002]. Par exemple, le TNF-a et les
chimiokines favorisent la différentiation des adipocytes et la sécrétion de la leptine et la
leptine de son co6té favorise la différentiation des lymphocytes T [Bruun et al. 2002 ; Gerhardt
et al. 2001]. Le réseau de communication de la leptine avec les systemes périphérique et
central est visualisé sur la Figure 4.

Le fait que les cellules immunitaires aient des récepteurs OB-Rb indique un rdle de la leptine
dans ’activation de ces cellules et la transduction des signaux [LaCava et Matarese 2004].

La leptine est impliquée, avec des roles bien définis, dans le systéme immun inné et adaptatif

(Figure 5).
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Figure 4. Effets neuroendocriniens de la leptine aux niveaux central et périphérique.
Adopté par La Cava et Matarese 2004.

Les systémes endocrinien et immun communiquent d’une fagon bidirectionnelle via des ligands et des récepteurs
communs. L’axe hypothalamo-pituitaire-adrénalien (Hypothalamus-Pituitary-Adrenal HPA) est une des
structures principales, responsable de cette communication, et de la sécrétion des hormones HPA
(corticotrophin-releasing hormone, CHR, adrenocorticotrophic hormone, ACTH, et glucocorticoides) pendant les
réponses au stress et aux phénomeénes immunitaires associés au contréle de 1’inflammation. Des molécules telles
que I'IL-1, I’IL-6 et le TNF-a peuvent influencer la sécrétion des hormones HPA. La leptine est une hormone
qui elle aussi peut influencer la production des hormones HPA. La leptine qui est principalement produite par le
tissu adipeux, et dans une certaine mesure par 1’estomac, les muscles et le placenta, est sécrétée dans le sang et
passe dans la circulation périphérique. Une fois dans la circulation, la leptine a des actions centrales et
périphériques. Au niveau de ’hypothalamus, la leptine régule 1’appétit, la masse osseuse et la production des
hormones HPA. Au niveau périphérique, la leptine : 1) induit le métabolisme basal, 2) influence la fonction de
reproduction, 3) régule la fonction des cellules  du pancréas et la sécrétion de I’insuline, 4) participe a
I’angiogénese, 5) régule le mécanisme hématopoictique et, 6) influence la génération des cellules T par le
thymus et la différentiation des cellules ‘T helper 1’ (Ty1) dans les ganglions lymphatiques. L’insuline, I’'IL-6 et
le TNF-a stimulent la production de la leptine, alors que la restriction calorique et quelques hormones comme la
testosterone, diminuent sa sécrétion.
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Figure 5. Effets de la leptine sur les systétmes immun inné et adaptatif. Adopté par La
Cava et Matarese 2004.

La leptine agit sur le systtme immun inné et également adaptatif. Au niveau du systéme inné, la leptine module
I’activité des neutrophiles par 1’augmentation de chimiotaxie et par la sécrétion des radicaux d’oxygene (H,0,,
0,) via des mécanismes directs et indirects. Chez I’homme, il semble que cette action de la leptine soit médiée
par le TNF-a produit par les monocytes. La leptine augmente la phagocytose par les monocytes/macrophages et
induit la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires et 1’expression des molécules d’adhésion. La leptine
augmente aussi la capacité toxique des cellules ‘natural killers’ (NK) et la sécrétion de la perforine et de I’'IL-2
par ces cellules. Au niveau du systeme adaptatif, la leptine module la génération, la maturation et la survie des
cellules T du thymus, en diminuant leur ratio d’apoptose. Aux cellules T ‘naives’, la leptine augmente leur
prolifération et la séerétion d’IL-2. Chez les cellules T ‘mémoire’, la leptine privilégie la stimulation des cellules
Tyl par I’induction de la production de I’interferon y (IFN-y) et du TNF-a. Ce processus est maintenu par une
voie autocrine ou la leptine est produite par les Tyl et agit sur les Tyl. Enfin, la leptine a des effets anti-
apoptotiques sur les cellules T matures et sur les précurseurs hématopoiétiques.

APC, antigen presenting cell (cellules présentant ’antigéne); MHC, major histocompatibility complex
(complexe majeur d’histocompatibilité); DTH, delayed-type hypersensitivity (hypersensibilité retardée)
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11.2.1.8 Leptine et inflammation

Le tissu adipeux contient, en dehors des adipocytes et des pre-adipocytes, des cellules
endothéliales, des fibroblastes, des leucocytes et des macrophages. Les macrophages sont
dérivés de la moelle osseuse et leur quantité dans le tissu adipeux, dépend du degré d’obésite.
L’obésité est associée a une inflammation chronique de faible niveau qui est caractérisée par
une production anormale de cytokines, une augmentation de la CRP circulante, et par
I’activation des voies pro-inflammatoires [Wellen et Hotamisligil 2005]. Bien que ces voies
pro-inflammatoires soient activées au niveau du tissu adipeux, les connaissances de la
contribution des adipocytes comme source de cytokines, adipokines et chimiokines
circulantes sont inexactes. A la production de ces molécules par le tissu adipeux contribuent
également les macrophages qui sont trés nombreux dans ce tissu dans le cas de I’obésité. Les
macrophages semblent étre la source principale du TNF-a, alors que pour I'IL-6, les
adipocytes contribuent a un tiers de sa concentration dans la circulation chez des sujets obéses
[Fantuzzi 2005]. Une fois que les macrophages sont présents dans le tissu adipeux, ils
perpétuent, avec la participation des adipocytes et d’autres cellules dans le tissu adipeux, leur
recrutement et la production des molécules pro-inflammatoires [Tilg et Moschen 2006]
(Figure 6).

Ainsi la leptine, par ses actions locales au niveau du tissu adipeux, ses actions au niveau du
systéme nerveux, et au niveau du systéme immunitaire, contribue d’une manicre cruciale dans
le processus d’inflammation, mais ses roles exacts ne sont pas encore bien décrits.
L’inflammation de faible niveau a été¢ également observée dans le cas de I’IR liée a 1’obésité
[Hotamisligil et al. 1993 ; Wellen et Hotamisligil 2005] et la leptine peut jouer un rdle
important dans ce mécanisme, puisqu’elle est trés liée avec les voies métaboliques de
I’insuline et avec I’IR [Antuna-Puente et al. 2008].

Il existe également quelques études qui suggerent un rdéle de la leptine circulante dans le
dysfonctionnement et le remodelage vasculaire, dans le contexte d’inflammation, d’obésité et
d’IR [Chudek et Wiecek 2006 ; Cleland et al. 2000 ; Singer et Grander 2007].

Dans ce chapitre, nous nous sommes focalisés sur la leptine et I’inflammation associée a
I’obésité, or la leptine est impliquée dans d’autres €tats qui sont associ€s avec I’inflammation,

tels que les maladies autoimmunes, le cancer....[Ting et Moschen 2006].
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Figure 6. Tissu adipeux : composants cellulaires et molécules synthétisées. Adopté par
Tilg et Moschen 2006.

L’extension du tissu adipeux dans le cas de prise de poids conduit au recrutement des macrophages via plusieurs
signaux, qui incluent la production des chimiokines par les adipocytes (par exemple le ligand 2 des CC
chimiokines, en anglais CC-chemokine ligand 2, CCL2). Ces macrophages se trouvent autour des adipocytes
apoptotiques. Des médiateurs variables provenant des adipocytes et des macrophages pourraient contribuer au
développement d’une inflammation locale et systémique. L’ensemble des adipokines-cytokines peut créer un
milieu pro-inflammatoire favorable.

11.2.1.9 Implication dans la physiopathologie du SM

La leptine joue un rdle dans le développement du SM via ’obésité. Cependant, comme
discuté auparavant, cette hormone a plusieurs roles physiologiques et ces effets déléteres dans
le cas du SM, peuvent apparaitre avant 1’installation d’une obésité aggravée. Ceci dit, elle
exerce ses actions, dés le commencement d’une accumulation faible de graisse, ¢’est-a-dire,
des le début d’un déséquilibre métabolique dans I’organisme. En effet, une étude a démontré
que la leptine est associée avec les paramétres du SM, indépendamment de 1’obésité [Franks
et al. 2005]. 1l faut noter quelques études qui ont trouvé une association entre la leptine et

I’insuline circulantes chez les hommes, indépendamment de la composition corporelle en

38



graisse [Valtuena et al. 2005], et une association de la leptine circulante avec I'IR et
I’inflammation, indépendamment du tour de taille [Wannamethee et al. 2007]. Une autre
étude a suggéré des associations entre des marqueurs métaboliques (leptine) et
d’inflammation (CRP), d’une maniére dépendante du sexe [Ukkola et Kesaniemi 2007], en
suggérant ainsi que les complications métaboliques peuvent différer entre les hommes et les
femmes. Pourtant, la seule étude qui a pu démontrer clairement une association de la leptine
circulante avec un facteur du SM, I’inflammation (par la mesure des taux circulants de la
CRP), indépendamment de la masse grasse et en fonction du sexe, est celle de Abdullah et al.
[Abdullah et al. 2006].

Quant aux mécanismes par lesquels la leptine agit sur les facteurs d’une importance majeure
dans le SM (IR, hypertension, dyslipidémie et inflammation), il existe quelques données mais
nous sommes loin de connaitre toutes les actions de la leptine en ce qui concerne le SM.
Ainsi, la leptine peut moduler la pression artérielle par ses actions aux niveaux vasculaire et
rénal et au niveau du systéme nerveux sympathique. La leptine peut diminuer la pression
artérielle par I’induction de la production de 1’oxyde nitrique par 1’endothélium vasculaire.
Pourtant, cet effet peut étre modulé par la présence d’une résistance a la leptine dans le cas de
I’obésité. La leptine induit également la production de 1’endotheline 1 par les cellules
endothéliales des vaisseaux chez ’homme. La leptine induit I’oxydation des acides gras et
une action de la leptine altérée peut conduire a I’accumulation des acides gras sur des organes
tels que les muscles et le pancréas. Ce dépot de graisse provoque une apoptose des cellules de
ces tissus. La lipotoxicité qui se développe au niveau des muscles et du pancréas entraine une
IR et un dysfonctionnement des cellules P respectivement. La leptine peut également
contribuer au développement du SM par des actions prolifératives, pro-inflammatoires, pro-
thrombotiques et oxydatives. Les actions prolifératives de la leptine s’effectuent via
I’activation des facteurs mitogéniques. Cette hormone inhibe I’expression de la
thrombomoduline, une protéine anti-thrombotique dans les cellules endothéliales des

vaisseaux chez I’homme [Correia et Rahmouni 2006].

Depuis sa découverte, la leptine attire I’attention des scientifiques et semble étre une hormone
avec des propriétés majeures pour I’organisme a différents niveaux et avec des roles dans le
développement du SM. Malgré 1’accumulation des connaissances sur la leptine, il y a encore

des pistes de recherche inexploitées et des questions sans réponse.
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11.2.2 Visfatine

11.2.2.1 Découverte et caractérisation

L’année de la découverte de la leptine, un autre géne a été caractérisé, le Pre-B-cell Colony-
Enhancing Factor (PBEF). La moelle osseuse est le premier site de lymphogenese des cellules
B puisqu’elle fournit un microenvironnement des cellules souches dans lequel les cellules B
peuvent se différencier. Plusieurs facteurs induisent la différentiation de ces cellules ; parmi
eux I’IL-7 et le facteur des cellules souches (stem cell factor-SCF). Samal et al. ont voulu
chercher d’autres facteurs qui participent dans ce mécanisme et ils ont trouvé une nouvelle
molécule qui agit en synergie avec I’IL-7 et le SCF. En se basant sur cette fonction, ils ont
appelé cette molécule PBEF. Cette molécule était exprimée par les cellules souches de la
moelle osseuse et par les lymphocytes activés. Ils ont ainsi caractérisé le géne du PBEF
(clonage et séquencage). Le gene se positionne sur le chromosome 7q22.2 et était considéré
comme ayant trois transcrits (il a été trouvé ensuite que le PBEF a un seul transcrit). La
protéine du PBEF est composée de 473 acides aminés et elle est secrétée par plusieurs types
de tissus : le foie, les muscles, le cceur, le placenta, les poumons, les reins, la moelle osseuse
et les lymphocytes activés [Samal et al. 1994].

En 2000, il a été observé que le PBEF était impliqué dans le développement physiologique
des membranes feetales [Nement et al. 2000]. Un an plus tard, cette étude a été confirmée par
le fait que le PBEF était exprimé dans les membranes feetales (expériences sur des lignées
cellulaires épithéliales amniotiques) [Orgnjanovic et al. 2001]. Cette méme équipe a pu
décrire la structure du géne PBEF. Celui-la comprend 11 exons et 10 introns (environ 34
kilobases) et a plusieurs sites de fixation pour des facteurs de transcription
(glucocorticoides...).

En 2005, Fukurama et al. se sont intéressé a la recherche des adipokines produites
préférentiellement par le tissu adipeux viscéral et parmi les transcrits révélés, il ont identifié le
transcrit qui correspondait au PBEF [Fukuhara et al. 2005]. Ils ont ensuite trouvé une
association des taux circulants du PBEF avec la quantité¢ de masse grasse viscérale mais pas
avec la quantité de masse grasse sous-cutanée. Ils ont ensuite observé que le PBEF avait une
fonction biologique concernant le métabolisme du glucose. En effet, ils ont constaté que chez
la souris, I’injection de PBEF diminue les taux de glucose plasmatique, en concluant qu’il a
des effets similaires a I’insuline. Ils ont ainsi prolongé leurs expériences dans ce sens et ils ont
trouvé que le PBEF se fixe sur le récepteur de I’insuline mais active d’autres signaux

intracellulaires que 1’insuline. Ces résultats ont révolutionné I’opinion sur les rdles et le
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fonctionnement de cette molécule. Ils lui ont donné alors, le nom de visfatine en considérant
que cette molécule fait partie de la famille des adipokines.

Cette molécule a été alors considérée au départ comme une cytokine (PBEF), et plus tard
comme une adipokine (visfatine). Il a été en plus suggéré qu’elle a des activités enzymatiques.
Il a été trouvé aussi que cette molécule est un nicotinamide phosphoribosyltransferase, un
enzyme impliqué dans la biosynthése de nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)
[Rongvaux et al. 2002 ; Van et al. 2005]. Ainsi, les noms PBEF, visfatine et nicotinamide
phosphoribosyltransferase (NAMPT) lui appartiennent mais son nom officiel est NAMPT.
Seulement récemment, sa structure protéique a été caractérisée [Kim MK et al. 2006].

Tandis que la caractérisation et les rdles de la visfatine ont bien évolué, plusieurs éléments,

tels que ses caractéristiques moléculaires et chimiques restent a décrire [Korner et al. 2007].

11.2.2.2 Sources de la visfatine

La visfatine est une molécule ubiquitaire. Samal et al. ont trouvé qu’elle est exprimée par
plusieurs organes et Fukurama et al. ont observé qu’elle est également produite par le tissu
adipeux. Elle a été aussi trouvée exprimée dans les membranes feetales. 11 a été aussi démontré
qu’elle est induite dans les neutrophiles par la cytokine IL-1f et qu’elle fonctionne comme un

inhibiteur de ’apoptose de ces cellules a la réponse des stimuli inflammatoires [Jia et al.

2004].

11.2.2.3 Régulation de la visfatine

Quelques études ont examiné la régulation de I’expression de la visfatine. Lorsque
Ognjanovic et al. ont étudié D’expression de la visfatine dans des lignées cellulaires
épithéliales amniotiques, ils ont trouvé que I'IL-1B, le TNF-a, et I'lL-6 augmentent
significativement 1’expression de la visfatine. Lorsqu’il a été trouvé que la visfatine est
exprimée par le tissu adipeux et qu’elle a des effets similaires a I’insuline, une étude sur des
adipocytes 3T3-L1, traités avec des hormones qui altérent la sensibilit¢ a I’insuline, a
démontré que I’expression de la visfatine est inhibée par TNF-a, et par I’hormone de
croissance et induite par le glucocorticoide dexaméthasone [Kralisch et al. 2005a] et par I’'IL-
6 [Kralisch et al. 2005b].

Enfin, il est intéressant de noter que trés récemment, une étude sur des cellules du tissu
adipeux viscéral, incubées avec le TNF-a, a constaté une augmentation de I’expression de la

visfatine [Hector et al. 2007].
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11.2.2.4 Visfatine et inflammation

Comme elle a été au départ considérée comme une cytokine, la recherche pour décrire ses
roles a été essentiellement orientée vers son implication dans le systéme immunitaire et
I’inflammation. Comme déja dit, cette molécule est exprimée par les leucocytes circulants
activés, et par les neutrophiles, ou elle joue un role protecteur de I’apoptose de ces cellules
[Jia et al. 2004] et induit la maturation des lymphocytes B. Il a été suggéré qu’elle puisse étre
un bio-marqueur pour I’inflammation pulmonaire aigué€ [Ye et al. 2005]. Cette molécule
semble avoir des propriétés pro-inflammatoires multiples et il est proposé qu’elle soit
impliquée dans plusieurs mécanismes de la régulation du systeme immunitaire [Moschen et
al. 2007]. Par exemple, I’incubation des leucocytes humains avec de la visfatine recombinante
active ces cellules et induit la production des cytokines. Une revue récente récapitule les
travaux de recherche effectués sur la visfatine et ses roles dans I’inflammation [Luk et al.
2008]. Ils soulignent que des taux élevés de visfatine circulante sont observés dans le cas
d’une multitude de maladies inflammatoires. Elle peut induire I’expression du TNF-a, de I’'IL-
6 et d 'IL-1B. Il y a une augmentation de sa production dans des maladies inflammatoires
aigués et chroniques, telles que la septicémie, [’arthrose rhumatoide, 1’infarctus du

myocarde....

11.2.2.5 Implication de la visfatine dans [’obésité, le SM et le diabéte

Un autre champ de recherche sur la visfatine a commencé d’étre exploré depuis la découverte
de sa production par le tissu adipeux et la corrélation de ses taux circulants avec la masse
grasse. Des études ont été réalisées sur sa relation avec I’adiposité [Berndt et al. 2005 ; Chen
et al. 2006 ; Pagano et al. 2006 ; Wang et al. 2007], les tissus adipeux sous-cutané et viscéral
[Berndt et al. 2005 ; Pagano et al. 2006 ; Wang et al. 2007], I’IR [Chen et al. 2006 ; Dogru et
al. 2007 ; Pagano et al. 2006 ; Wang et al. 2007] et I’inflammation [Manco et al. 2007 ;
Varma et al. 2007]. Pourtant, les résultats obtenus sont assez contradictoires. Ceci pourrait
éventuellement s’expliquer par le fait que cette molécule soit produite par plusieurs tissus, ce
qui signifie que la visfatine circulante n’est pas directement liée avec la quantité de tissu
adipeux, puisque celui-ci n’est pas la seule source de la molécule.

D’autre part, toutes les corrélations trouvées entre la visfatine circulante et 1’obésité, ainsi que
le fait qu’elle se fixe sur le récepteur de I’insuline, qu’elle régule la sécrétion de I’insuline par
les cellules B [Revollo et al. 2007] et que ces taux circulants, comme démontré récemment,

sont associés avec la HDL-C [Smith et al. 2006 ; Wang et al. 2007], supportent 1’hypothése
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que la visfatine a des propriétés dans 1’obésité et les facteurs du SM, méme si nous ne savons

que trés peu de choses sur ses propriétés.
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CHAPITRE 3 - POPULATIONS ET METHODES
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I. Populations

I.1 La cohorte STANISLAS

1.1.1Description générale

La cohorte STANISLAS (Suivi Temporaire Annuel Non Invasif de la Santé des Lorrains
Assurés Sociaux) est une étude familiale débutée en 1993 au Centre de Médecine Préventive
de Vandoeuvre-lés-Nancy avec pour objectif principal de départ, 1’étude du rdle et de la
contribution de facteurs génétiques et environnementaux sur les facteurs de risque
cardiovasculaire [Siest et al. 1998 ; Visvikis-Siest et Siest 2008]. C’est une étude a caractére
longitudinal sur dix ans, ou des familles de Meurthe-et-Moselle et des Vosges ont été invitées
par la Caisse primaire d’assurance maladie a venir passer un examen de santé tous les cing
ans. Lors du recrutement initial (tp, 1993-1995), les critéres d’inclusion étaient les suivants :
familles d’origine francaise (2 générations nées en France), supposées saines, exemptes de
maladies aigues et /ou chroniques et comprenant deux parents accompagnés d’au moins deux
enfants biologiques de plus de 6 ans. Le premier point du recrutement a ét¢ composé de 1006
familles (4295 sujets). Lors de la deuxiéme visite (t;, 1998-2000), 75% des familles sont
revenues (750 familles). La troisieéme visite (t,, 2003-2005) a vu un retour de 375 familles.
Chaque participant ou le parent ou tuteur 1égal (pour les mineurs) a donné son consentement
éclairé pour sa participation, et cette étude a été approuvée par le comité local d’éthique de

Nancy.

Le recueil des données est réalisé par un personnel qualifié :

-des médecins cardiologues : échographies cardiaques

-des médecins du Centre de Médecine Préventive (CMP) : établissement du développement
pubertaire

-des infirmieres du CMP : mesure de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque, du tour
de taille, du tour de hanches, de 1’épaisseur des plis cutanés, ostéodensitométrie

-des opératrices du CMP : poids, taille, impédance

La collection des données a été réalisée au méme centre avec des protocoles et procédures

standardisés et contrdlés par un programme de Controle Qualité.
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1.1.2 Questionnaires - Mode de vie

Certaines données telles que les habitudes de vie sont collectées dans des questionnaires
standardisés. Lors de 1I’examen de santé, il a ét¢ proposé aux participants de la cohorte
STANISLAS de répondre a différents questionnaires qui varient selon I’age de 1’individu
(enfant, adolescent, adulte).

Les questionnaires concernent par exemple les antécédents cardiovasculaires familiaux
(coronaropathie, obésité, hyperlipidémie, hypertension artérielle, diabéte), la prise de
médicaments (répertoriés par classe médicamenteuse), le systeéme digestif, le systéme
circulatoire, le systéme respiratoire, 1’appareil uro-génital, le systéme locomoteur, la peau et
le systeme sensoriel ou encore 1’équilibre général de 1’individu (sommeil, anxiété, nervosité,
vie sexuelle, psychisme..). Un questionnaire recense les loisirs et ’activité physique du
participant. Selon les réponses, il a été établi une activité sédentaire, une activité physique
modérée peu exigeante et une activité physique exigeante (codifiés par 1, 2, 3
respectivement). Un autre questionnaire renseigne sur les boissons consommées par le
participant (quantité et fréquence journaliére) : eau, vin, biere et cidre, café et thé, lait, autres
boissons non alcoolisées, apéritifs, digestifs. A partir de ces réponses, un logiciel interne au
CMP a permis de calculer la quantité d’alcool consommée par jour.

Un autre questionnaire concerne la consommation de tabac. Il est demandé au participant
s’il est fumeur, ex-fumeur ou non fumeur. Dans le cas des fumeurs et ex-fumeurs, le nombre
de cigarettes fumées par jour et le nombre d’années de tabagisme ont été enregistrés.
Concernant les enfants, il existe un questionnaire spécialisé (croissance, poids, taille...).

Pour les questionnaires mentionnés, il s’agit d’auto-questionnaires ou d’interrogations par du

personnel qualifié.

1.1.3 Données anthropomeétriques et cliniques

Différents paramétres ont été mesurés : le poids, la taille, le tour de taille et le tour de hanches.
Les individus ont été habillés légerement et sans chaussures, débout pour les mesures de la
taille et du poids. Le poids a été enregistré a partir de balances électroniques (avec une
précision de 200g). La taille a été mesurée avec une précision de 0.1 cm par des toises.

Le tour de taille et le tour de hanches ont ét¢ mesurés avec un metre-ruban avec une
précision de 0.1 cm, le sujet étant en position debout, en expiration douce et légerement
habillé.

A partir de ces parameétres, ont pu étre calculés deux indices morphométriques importants :

I’IMC et le rapport taille/hanches. L’IMC est calculé grace a la formule de Quetelet :
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IMC= poids (kg) / [taille (m)]
Pour minimiser les erreurs, toutes les mesures ont été réalisées par des infirmicres habilitées et
la fiabilité des appareils utilisés pour ces mesures a été périodiquement controlée tout au long

de la période d’étude.

La mesure de la pression artérielle a été faite sur le bras gauche avec un sphygmomanometre
(tensiometre & mercure) dans des conditions standards, aprés cinq minutes de repos, en
position couchée. La valeur enregistrée a été la moyenne de trois mesures répétées.

En ce qui concerne les adolescents, les médecins ont examiné les différents stades de leur
maturation pubertaire selon la classification de Tanner 1962. La puberté a été cotée du stade |
(pré-pubere) au stade V (stade adulte). Les stades de Tanner sont donc la somme de deux
scores allant chacun de 1 a 5. Pour les filles, les scores sont additionnés pour le
développement des seins et de la pilosité pubienne et pour les garcons, pour le développement
des organes génitaux externes et de la pilosité pubienne. Dans les deux cas, le score maximum

est de 10 et correspond au stade adulte.

1.1.4 Impédance bioélectrique

La résistance totale du corps a été¢ mesurée (dans une sous-population) a I’aide de 1’analyseur

d’impédance BIA-101 (RJL Systems, Detroit, MI, USA). Les mesures ont été réalisées a jeun,
sans activité physique préalable, aprés avoir uriné et aprés une position couchée pendant 10
minutes. Les électrodes ont été placées sur la face externe/dorsale de la main droite et en
regard des jonctions metacarpophalangiennes et metatarsophalangiennes. Les mesures ont €té
réalisées entre 8.00 et 8.30 et entre 12.00 et 12.30 a.m. Toutes les measures ont été prises en
charge par la méme personne qualifiée. Les équations établies par Segal et al [Segal et al.
1988] ont été utilisées pour calculer la masse maigre chez les homes et les femmes. La masse
grasse a ¢été estimée par la formule suivante :

Masse grasse (kg) = Poids (kg) — masse maigre (kg)

1.1.5 Prélevements sanguins

|G pitme o 3ime yigite

Le prélevement sanguin a été effectué au niveau d’une veine antécubitale des sujets en
position allongée, a jeun depuis 12 heures. Quatre tubes de type Vacutainer® (Becton

Dickinson, Grenoble, France) ont été prélevés :
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-1 tube sérum de Sml (dosages biochimiques de base)

-1 tube sérum de 10ml (analyses spéciales et biobanques)

-1 tube EDTA de 5ml (dosages biochimiques de base)

-1 tube EDTA de 10ml (analyses spéciales, biobanques et ADN)

Les tubes secs, avec gel séparateur de sérum, ont été centrifugés a 1000g pendant 10 minutes
a température ambiante. Le sérum, a partir du tube sérum de 10ml a été stocké sous forme de

paillettes dans 1’azote liquide a -196°C pour des dosages ultérieurs.

Les tubes EDTA ont été centrifugés a 1000g pendant 10min a température ambiante. Le bufty
coat (pour I’extraction ultérieure de I’ADN) a été prélevé a 1’aide d’une pipette Pasteur,
fractionné en paillettes et congelé a -196°C. Le plasma a été également conservé a -196°C

sous forme de paillettes.

3me yisite

Au 3ieme recrutement, 3 types de prélévements supplémentaires ont été effectués :

-2 tubes EDTA [biobanque ARN des globules blancs mononucléaires (PBMCs-Peripheral
Mononuclear Blood Cells)]

-2 tubes héparinate de sodium (biobanque protéines des PBMCs)

-1 tube Paxgene (biobanque ARN du sang total)

Les tubes EDTA ont été utilisés pour séparer les PBMCs du sang total par la technique du
Ficoll (Ficollpaque™plus, Amersham Biosciences, Orsay, France). Les PBMCs ont été
stockés a -80°C dans le tampon de lyse RNA Instapure (Eurogentec, Angers, France) pour

I’extraction ultérieure des ARN totaux.
Les tubes héparinate de sodium ont été utilisés pour séparer les PBMCs du sang total par la

technique du Ficoll. Les protéines des PBMCs sont extraites et stockées a -80°C.

1.1.6 Dosages biologiques
Les concentrations sériques du cholestérol total, du glucose, de I’acide urique, des

triglycérides et ’activité enzymatique de la GGT, de la PAL, de ’ASAT et de I’ALAT sont
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déterminées enzymatiquement grace a un automate AU 640 (Olympus Merck, Darmstadt,
Allemagne).

La concentration sérique en HDL-C a été mesurée sur un automate COBAS-Mira analyser
(Roche Diagnostics, Béle, Suisse) apreés précipitation des lipoprotéines contenant 1’ApoB
(chylomicrons, VLDL et LDL) par phosphotungstate et chlorure de magnésium (méthode
PTA). Le HDL-C a été mesuré dans le surnageant par la méme technique enzymatique que le
cholestérol total.

Les concentrations en LDL-C ont été calculées a partir de la formule de [Friedewald et al.
1972]. Ce calcul n’est possible que si les triglycérides sont inférieurs a 4g/1 et en 1’absence de
chylomicrons.

Formule de Friedewald :

En g/l LDL-C = (cholestérol total) — (HDL-C) — TG/5

En mmol/l LDL-C = (cholestérol total) — (HDL-C) — TG/2,18

Les concentrations sériques en ApoAl, en ApoB, en haptoglobine, en orosomucoide et en
CRP ont été dosées par immunonéphélométrie sur un automate Behring Nephelometer
Analyser II ou BNII (Dade Behring, Marburg, Allemagne).

Les concentrations en ApoCIII et en ApoE ont été mesurées par immunoturbidimétrie sur un
automate COBAS-Mira (Roche Diagnostics, Bale, Suisse).

Les concentrations sériques en insuline (mesurées dans une sous-population) ont été¢ dosées

grace a un kit de dosage d’immuno-enzymologie microparticulaire (Microparticular
Enzymatic ImmunoAssay ou MEIA) sur un automate IMx (Abbott laboratories, Abbott Park,
IL, USA).

Les concentrations plasmatiques de la leptine (mesurées dans une sous-population) ont été

mesurées par la technique RIA (Linco Research, Saint Charles, MO, USA). Les mesures de la
leptine ont été effectuées dans 1’équipe INSERM, U695 a Paris, dirigée par le Docteur

Fumeron Frédéric.

1.1.7 Numération des globules blancs

Le nombre de globules blancs a été mesuré sur MAXIM Analyseur (Beckman Coulter).

1.1.8 Extraction de I’ADN
L’ADN a été extrait par la méthode de ‘salting out’ [Miller et al. 1988], a partir du buffy coat

congelé a -196°C. Le principe consiste a traiter uniquement le lysat cellulaire, obtenu par
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action d’une protéinase (la protéinase K), combinée a celle du SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
qui conduisent a la digestion des membranes et des protéines et a 1’inactivation des nucléases,
puis par une solution saline de NaCl, dont I’objectif est d’éliminer les protéines dégradées par

précipitation sélective. L’ ADN extrait est ensuite solubilisé dans un tampon TE (Tris-EDTA).
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1.2 Les sous-populations étudiées de la cohorte STANISLAS

Les différentes études ont été effectuées sur des sous-échantillons de la cohorte STANISLAS.
Dans toutes les études, les individus atteints de maladies aigués ou chroniques au 2™ ou au
3%Mme hoint du recrutement ont été exclus. En régle générale, les participants sous
hypolipémiants, anti-hypertenseurs, anti-inflammatoires ou anti-diabétiques étaient exclus,
sauf si le traitement n’avait pas d’influence sur les résultats (afin d’avoir un maximum
d’individus). Des criteres additionnels d’exclusion ont été ajoutés : maigreur extréme (IMC <
17 kg/m?), obésité aggravée (obésité classe III: IMC > 40 kg/m”) définies par WHO [1995],
abus d’alcool (consommation > 120 g/jour), activités des enzymes hépatiques (ASAT > 120
U/L, ALAT ou GGT > 200 U/L), inflammation aigu¢ (orosomucoide > 2.5 g/L, haptoglobine
> 3.5 g/, CRP > 15 mg/L), dyslipidémie sévére (cholestérol ou TGL > 10 mmol/L),
hyperglycémie ou diabete (glucose > 8 mmol/L ou consommation des médicaments anti-

diabétiques), hypertension sévere [pression artérielle systolique (PAS) > 185 mm Hg ou

pression artérielle diastolique (PAD) > 120 mm Hg].

Les caractéristiques des populations étudiées se résument dans les Tableaux 1, 2, 3
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Tableau 1. Résumés des caractéristiques des sous-populations utilisées

Objectifs

Type d’étude

Population d’origine

Echantillon (s) de la
population étudiée

Visites

Critéres de sélection de la
sous-population

Données cliniques

Données biologiques

Données environnementales

No publication

Etudier I’influence d’augmentation de I'IMC sur
les altérations des facteurs du SM au fil du
temps (5 ans)

Analyse de données, statistiques, longitudinale
Cohorte STANISLAS

1099 adultes agés 30-64 ans (544 hommes et
555 femmes)

1 iére et 2iéme

-Non-atteints de maladies chroniques/aigués

-Pas de valeurs extrémes des facteurs du SM
(IMC, pression artérielle, profil lipidique....)

Sexe, age, poids, IMC, tour de taille, rapport
taille sur hanches, PAS, PAD

Triglycérides, cholestérol total, HDL-C, ApoB,
ApoAl, ApoE, glucose, acide urique, CRP,
haptoglobine, orsomucoide, AST, ALT, GGT,
PAL, globules blancs

Consommation d’alcool, de tabac, de
médicaments et activité physique

Nol

Etudier les associations éventuelles de la leptine
circulante avec les facteurs du SM

Analyse de données, statistiques, transversale
Cohorte STANISLAS

384 adultes agés de 30-64 ans (192 hommes et 192
femmes)

liére

-Non-atteints de maladies chroniques/aigués

-Pas de valeurs extrémes des facteurs du SM (IMC,
pression artérielle, profil lipidique....)

Sexe, dge, poids, IMC, masse grasse totale, masse
maigre, tour de taille, rapport taille sur hanches, PAS,
PAD

Leptine, triglycérides, cholestérol total, HDL-C, ApoB,
ApoAl, ApoE, glucose, acide urique, CRP,
haptoglobine, orsomucoide, AST, ALT, GGT, globules
blancs

Consommation d’alcool et de tabac

No2
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Tableau 2. Résumés des caractéristiques des sous-populations utilisées (suite)

Objectifs

Type d’étude
Population d’origine

Echantillon (s) de la
population étudiée

Visites

Critéres de sélection de la
sous-population

Données cliniques
Données biologiques
Données environnementales

No publication

Etudier le role des SNPs rs1421085 et
rs17817449 du géne FTO dans 1’évolution de
I’IMC au fil du temps (5 ans)

Génotypages, longitudinale
Cohorte STANISLAS

391 adultes dgés de 30-64 ans et 430 enfants et
adolescents agés de 5-20 ans

liére et 2iéme

-Non-atteints de maladies chroniques/aigués

-Pas d’obésité sévere

Sexe, age, poids, IMC

No3

Etudier dans les PBMCs I’expression des génes
participants a des voies métaboliques des MCV chez
des individus avec ou sans facteurs de risque pour les
MCV (obésité, hypertension)

Transcriptomique (puce ‘faite-maison’), transversale

Cohorte STANISLAS

20 adultes agés de 30-64 ans (11 hommes et 9 femmes)

7 non-hypertendus/non-obéses, 3 hypertendus, 6 obeses
et 4 hypertendus/obéses

3i‘eme

-Non-atteints de maladies chroniques/aigués

-Pas de médicaments

Sexe, age, taille, poids, IMC, PAS, PAD
Cholestérol total, HDL-C, glucose
Consommation d’alcool et de tabac

No4
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Tableau 3. Résumés des caractéristiques des sous-populations utilisées (suite)

Objectifs

Type d’étude

Population d’origine

Echantillon (s) de Ila
population étudiée

Visites

Critéres de sélection de la
sous-population

Données cliniques

Données biologiques

Données
environnementales

No publication

Etudier dans les PBMCs ’expression de la
leptine et ses relations avec les facteurs de risque
des MCYV tels que la pression artérielle et 'TMC

Transcriptomique (RT-PCR quantitative),

transversale
Cohorte STANISLAS

83 adultes dgés de 30-64 ans (42 hommes et 41
femmes)

3iz‘:mc

-Non-atteints de maladies chroniques/aigués

-Pas d’obésité sévere

Sexe, age, poids, rapport taille/hanches, IMC,
PAS, PAD

Cholestérol total, HDL-C, LDL-C, triglycerides,
glucose, CRP, nombre de globules blancs,
nombre de globules rouges, nombre de
lymphocytes circulants, lymphocytes %

Consommation d’alcool et de tabac
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I1. Méthodes
II.1 Etudes en transcriptomique

11.1.1 Extraction des ARN totaux

Pour les études en transcriptomique, nous avons a notre disposition la banque de PBMCs du
3m point de recrutement de la cohorte STANISLAS. Les échantillons sont conservés a -
80°C dans le tampon de lyse Instapure Eurogentec et aliquotés a 2x10° cellules/ml. L’ARN
total est extrait a I’aide de I’automate MagNa Pure (Roche Diagnostics). Cet appareil permet
I’extraction automatique des acides nucléiques (32 échantillons/~2h), a partir de cellules du
sang, des cellules en culture ou du sang total en utilisant un kit spécifique (MagNA Pure LC
RNA Isolation Kit-High Performance). Ce kit peut &tre utilisé avec 3 protocoles distincts
correspondant au matériel biologique utilis¢ (RNA HP Blood, RNA HP Cells, RNA HP
Blood External Lysis). Nous avons utilisé le protocole External Lysis pour extraire les ARN

totaux des culots lymphocytaires. Les étapes de cette extraction sont décrites ci-dessous

(Figure 7).

t«fav ':;’ :‘:}
A B C F G H

Figure 7. Les étapes de I’extraction de ’ARN
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Les échantillons conservés, sont décongelés et la lyse cellulaire est achevée apres ajout de

tampon de lyse Roche (échantillon 200ul + ajout de 520ul de tampon de lyse) permettant la

libération des ARN totaux, tout en protégeant I’ARN de la dégradation par les RNases. Les

échantillons sont ensuite déposés dans les puits du support de I’appareil (nous réalisons

I’extraction des ARN totaux par 8 échantillons).

La premicre étape consiste a ajouter le tampon de lyse qui permet la lyse cellulaire.
L’ajout de proteinase K digere les protéines cellulaires.

Des billes magnétiques (silice) sont ajoutées dans la solution et ’ARN se fixe a leur
surface.

L’étape suivante est I’incubation avec une DNase qui dégrade les ADN contaminants,
conduisant a I’obtention d’une solution d’ARN purifié.

Le complexe (ARN et billes) est isolé et séparé de la solution (produits de lyse cellulaire,
produits de dégradation protéique, produits de dégradation de ’ADN etc) a 1’aide d’un

aimant.

E. Des lavages successifs completent la purification.

™

A la fin, le complexe est séparé du tampon de lavage a I’aide de ’aimant.

G. L’ARN est séparé des billes magnétiques grace au tampon d’élution (élution dans 100pl).

Pour assurer la meilleure dégradation possible de I’ADN, nous avons doublé la concentration
de la DNase.

Ensuite, un dosage a 1’aide du spectrophotométre Specord 205 (Analytic Jena, Wembley,

United Kingdom) est réalisé, pour connaitre la concentration en ARN totaux de nos

échantillons et la qualité des ARN (spectre de I’échantillon et rapport A260/280).
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11.1.2 Puce faite ‘maison’
La technique ‘microarrays’ repose sur une technologie de miniaturisation du procédé puisque

la matrice est de la taille d’'une lame de microscope et peut contenir jusqu’a 100.000 genes.
L’échantillon a étudier est hybrid¢ sur cette matrice. Appliquée a I’ARN, on peut analyser le
niveau d’expression de milliers de genes connus ou non : ¢’est I’étude du transcriptome. On
obtient donc un profil moléculaire d’un état physiologique ou pathologique donné.
L’approche de cette technologie s’effectue selon deux stratégies. La premiere consiste a
utiliser une puce regroupant le plus grand nombre possible de génes. L’intérét est de mettre en
évidence les génes suspectés et/ou inconnus impliqués dans une pathologie définie. Or, le cott
et la multiplication des résultats a interpréter ont conduit a la création de puces a fagon. Cette
stratégie a été notre approche.
La réalisation de la puce faite ‘maison’ a été effectuée par I’industriel MWG (spotting des
oligonucléotides). La préparation des échantillons depuis I’extraction jusqu’au dépdt sur la
lame a été effectuée au sein de notre laboratoire. La lecture a ensuite été confiée a MWG. Les
5 grandes étapes de préparation sont décrites ci-dessous :

1. Synthese d’ADN double brin
Transcription T7
Fragmentation des ARNa-Cy anti-sens

Purification des ARNa-Cy anti-sens fragmentés

A T

Hybridation sur la puce
La lecture et I’analyse des lames permettra de savoir si certains génes sont ainsi surexprimes,
sous exprimés, ou invariants par rapport au contréle permettant d’identifier les génes d’intérét

au niveau des lymphocytes.

Les détails techniques ne sont pas cités ici, car cette expérience ne fait pas partie de cette

these.
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11.1.3 RT-PCR quantitative absolue en temps réel

11.1.3.1 Reverse Transcription (RT)

La technique de transcription inverse (reverse transcription-RT) est la synthése de I’ADNc a
partir de I’ARN. La synthése d’ADNc est catalysée par les transcriptases inverses, des

enzymes capables d’utiliser comme matrice I’ARN.

Nous avons choisi le ‘QuantiTect®Reverse Transcription Kit” (Qiagen, Courtaboeuf, France).
La réaction se fait en deux étapes : ¢limination de ’ADN génomique et RT. Pour la premicre
¢tape, ’ARN est mis dans le tampon ‘gDNA Wipeout Buffer’ pendant 2 minutes a 42°C.
Ensuite sont ajoutés : 1) la ‘Quantiscript Reverse Transcriptase’ (contenant un mélange de
deux transcriptases : ‘Omniscript’ et ‘Sensiscript’ et un inhibiteur de RNases), 2) le tampon de
la transcriptase, 3) le mix de RT (contenant un mélange d’oligo-dT et de ‘random primers’).
Ce mélange est d’abord incubé pendant 30 minutes a 42°C, puis 3 minutes a 95°C pour

dénaturer les enzymes.

11.1.3.2 Préparation de la sous-banque d’ ADNc

Apres la RT, les échantillons (200ul) sont purifiés a 1’aide du kit QIAquick PCR Purification
Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) et de la centrifugeuse Eppendorf Centrifuge 5414 D. A la
fin de la purification, nous avons un tube d’ADNc de 200ul/individu. L’ étape de purification
sert a permettre le dosage des ADNc, les amener a une concentration standard et constituer
ainsi la sous-banque d’ADNc qui offre I’avantage de quantifier un nombre important de genes
(16 geénes). Apreés I’obtention des ADNc purifiés, nous homogénéisons le contenu du tube
(vortex) et nous prélevons 10ul pour le dosage au spectrophotomeétre. La concentration
obtenue est ensuite diluée a 5Sng/pul (dans le tampon d’élution EB) qui correspond a la
concentration standard.

Tous les échantillons sont aliquotés a 12 ul : Sul/échantillon pour la PCR (Polymerase Chian
Reaction) en temps réel x 2 (duplicata) + 2ul de marge. Les échantillons d’ADNc sont enfin

congelés a -20°C et sont préts a étre utilisés pour quantifier les génes de nos études.

11.1.3.3 Principe de la quantification absolue

La réaction d’amplification de la séquence ADNc cible suit les mémes étapes qu'une PCR
classique, c’est-a-dire dénaturation, hybridation, élongation. A la différence d’une PCR
classique, la PCR en temps réel utilise une sonde fluorescente qui permet la quantification et

la caractérisation de 1’amplicon formé en temps réel (Figures 3A, 3B, 3C, 3D). Cette
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technique permet de faire une quantification relative de geénes d’intérét dans des échantillons
donnés par rapport a un gene de référence non régulé. Il permet aussi de faire une
quantification absolue (détermination en nombre de copies) par rapport a une courbe standard.
En regard des autres techniques de biologie moléculaire classiquement utilisées pour étudier
I’expression des génes (PCR classique, Northern-Blot), la PCR en temps réel ne nécessite que
quelques ng d’ADNc comme matrice. Elle est rapide (~2h30/32 échantillons), sensible,
reproductible et la quantification est précise. De plus, les résultats peuvent étre visualisés en
temps réel pendant la PCR, 32 échantillons peuvent étre traités simultanément (dans des
capillaires de petit volume) et la courbe de fusion permet de vérifier la pureté de 1’amplicon

formé et sa spécificité.

Dans notre laboratoire, 1’appareil utilisé pour la PCR en temps réel est le Light Cycler (Roche
Molecular System). Cet appareil permet I’amplification de 32 échantillons simultanément et
utilise comme fluorophore le SYBR Green. A chaque cycle de PCR, chaque capillaire passe
devant le systeme optique et la fluorescence est lue. Le SYBR Green est un fluorophore
capable de se lier a I’ADN double brin. En solution, il n’est pas fluorescent lorsqu’il est sous
forme libre, alors qu’il émet une fluorescence lorsqu’il est li¢ a I’ADN. Il est trés stable
(seulement 6% de son activité est perdue). Le microspectrofluorimétre couplé au

thermocycleur permet de lire cette fluorescence (Figure 8).
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Figure 8A. Phase de dénaturation. Figure 8B. Phase d’hybridation.

Au début de I’amplification, le mélange Aprés le couplage des amorces, le

réactionnel contient de I’ADN dénaturé, les fluorophore se lic a I’ADN double brin. La

amorces et le fluorophore non lié liaison se traduit par une augmentation de la
fluorescence
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Flgure 8C. Phase d’¢longation. Figure 8D. Phase d’élongation
Pendant I’étape d’élongation, le nombre finale.

d’es molécule’s. fle fluorophore h?’ a A la fin de la phase d’élongation, tout
PADN synthétisé, augmente ce qui se ’ADN est sous forme double brin. La

traduit par une angmentation de la quantité maximale de fluorophore est liée a
fluorescence. La  fluorescence est ’ADN

mesurée a la fin de 1’étape d’élongation
de chaque cycle.

Le kit de choix pour le Light Cycler est le Kit LightCycler® FastStart DNA Master’ "
SYBR Green 1. Le mix contient tous les réactifs principaux d’une PCR classique (dNTPs,
MgCl2, Taq Polymerase, le tampon de I’enzyme) et le fluorophore SYBR Green. Les
parametres a optimiser pour mettre au point la PCR sont ainsi réduits. Cependant, la phase de
préparation du mix doit étre faite avec précautions (volumes utilisés trés petits, risque de
contamination).

Le protocole du mix est défini par le fournisseur en ce qui concerne le volume du MasterMix
(4ul) et de I’échantillon d’ADNc (Sul). Le volume final étant 20ul, il reste au manipulateur

d’optimiser la quantité d’amorces (volume pour amorce sens, anti-sens).

Chaque produit d’ADN double brin synthétisé a une température de fusion (Tm) spécifique,
définie comme étant la température a partir de laquelle 50% de I’ADN est sous forme double
brin et 50% sous forme simple brin. Aprés le dernier cycle de PCR, la température est
rapidement élevée a 95°C pour dénaturer I’ADN double brin, puis elle est abaissée a la
température d’hybridation ce qui provoque la reformation d’ADN double brin. La température
est ensuite ¢levée lentement a 95°C. La fluorescence est lue en continu pendant cette

remontée en température (Figure 9A) :

e Le SYBR Green est fluorescent tant qu’il est lié a I’ADN double brin
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e Quand la température augmente, I’ADN double brin se dissocie, ce qui entraine la
libération du SYBR Green dans le milieu et une diminution progressive de la fluorescence
e Lorsque 50% de I’ADN double brin est dissocié, la fluorescence chute ensuite brutalement
par dissociation totale des brins. La température atteinte correspond a la température de

fusion du produit synthétisé, ce qui se traduit par un pic spécifique sur I’écran (Figure 9B).
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Figure 9A. Fluorescence en fonction de la température
Figure 9B. Courbe de fusion ou on observe le pic spécifique qui correspond au T,, du
fragment

11.1.3.4 Choix des amorces

Le choix des amorces est fait a D’aide du logiciel Primer Premier de Biosoft
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Pour cela, il suffit de préciser la séquence d’ADN qu’on veut
amplifier. La recherche des amorces peut se faire de maniére automatique ou manuelle. II faut
ensuite déterminer les critéres souhaités pour les amorces. Pour le choix des amorces
destinées a la PCR en temps réel, les caractéristiques principales sont : 1) longueur de 15-30
nucléotides, 2) 40-60% de GC, 3) % de GC proche pour les deux amorces, 4) taille du
fragment de 150-300pb, 5) Tm des amorces proche et 6) des amorces qui ne se trouvent pas a

proximité de la queue polyA de I’ARNm (sinon, on a une amplification non-spécifique). Le
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Géne

RPL13A

GAPDH

ICAM-1

TNF-a

IL-6

LEPTINE

VISFATINE

logiciel nous renseigne également au niveau des structures secondaires qui peuvent exister
pour chaque couple (dimeres, épingles a cheveux).

La satisfaction de ces critéres facilite la mise au point de la PCR en temps réel.

Les amorces pour plusieurs génes ont été ainsi choisies, telles que :

Molécules d’inflammation : TNF-a, IL-6

Adipokines : visfatine, leptine
Molécules d’adhésion : ICAM-1
Geénes de ménage : RPL13A, GAPDH

La mise au point d’une PCR en temps réel pour un géne est vérifiée par deux points :
1. Une courbe de fusion avec un pic (qui correspond au T, specifique du fragment)
2. Une seule bande qui correspond au nombre de pb du fragment, aprés dépot du produit

de PCR sur gel d’agarose a 2%

Les conditions de la PCR optimisées apparaissent dans le Tableau 4 qui suit :

Tableau 4. Conditions de PCR en temps réel

Concentration Amorce Séquence Hybridation Extension

d’amorces

1.25pM Sens 5 GGTCTGAGCCCAATAAAG 3’ 54°C 12 sec 72°C 8 sec
Antisens 5’ CACAATTCTCCGAGTGC 3°

0.5uM Sens 5" ACGGATTTGGTCGTATTGGG 3>  60°C 5 sec 72°C 9 sec
Antisens 5’ CGCTCCTGGAAGATGGTGAT 3’

0.5uM Sens 5’ CCCCGGTATGAGATTG ¥’ 54°C 5 sec 72°C 15 sec
Antisens 5’ TACCCCCAGGAGAAGATTCC 3’

0.75uM Sens 5’ TCTACTTTGGGATCATTGCC 3’ 60°C 10 sec 72°C 7 sec
Antisens 5 GTGGTGGTCTTGTTGCTTA 3’

1pM Sens 5’ TACCCCCAGGAGAAGATTCC 3>  60°C 5 sec 72°C 8 sec
Antisens 5" GCCATCTTTGGAAGGTCAG 3°

0.5uM Sens 5’ GTGCGGATTCTTGTGG 3’ 60°C 10 sec 72°C 6 sec
Antisens 5" GACTTTCTGTTTGGAGGA 3’

0.5uM Sens 5’ TGTGGTCAGCGATAGC 3’ 62°C 10 sec 72°C 8 sec
Antisens 5 AAGATAAGGTGGCAGC 3°
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Les courbes de fusion pour nos genes d’intérét, sont les suivantes (Figures 10A, 10B,

10D, 10E, 10F, 10G)
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Figure 10A. Mise au point du géne GAPDH.
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Figure 10B. Mise au point du gene RPL13A.
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Figure 10C. Mise au point du géne visfatine.
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Figure 10D. Mise au point du géne leptine.
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Figure 10E. Mise au point du géne ICAM-1.
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Figure 10F. Mise au point du géne TNF-a.
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Figure 10G. Mise au point du géne 1L-6.

11.1.3.5 Préparation de la gamme étalon

Une fois la PCR mise au point, nous utilisons un produit de PCR pour la préparation de la
gamme étalon pour chaque gene d’intérét. Ce produit est purifié avec le kit QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). La quantification des fragments est ensuite
faite par spectrophotométrie. La formule pour calculer le nombre de copies dans le tube mere

est la suivante :

Nombre de copies par ul = 6x10* molécules (copies/mol) x concentration (g/pl) / masse
moléculaire (g/mol)

1 mol = 6x10* molécules (copies)

Masse moléculaire (g/mol) = nombre de paire de bases x 660 daltons

1 D.O. = 50ng/ul - multiplier la D.O. de la dilution par le facteur de dilution

Ensuite, nous réalisons des dilutions au 10°™ (chaque dilution au 10™ correspond & une
différence de 3.3 cycles) en cascade dans le tampon d’élution EB du kit de purification, pour
constituer la gamme. Pour vérifier la qualité de la gamme, une amplification de chaque point
de gamme, par PCR en temps réel, est effectuée (Figure 11A). Idéalement, un intervalle de
3.3 cycles, correspond a une efficacité de PCR de 100%. Plus I’efficacité s’approche 100%,
plus nous nous rapprochons d’une quantification fiable du nombre de copies des échantillons
de concentration inconnue. L’efficacité est calculée a partir de la pente (Efficacité = 1077,

la pente étant calculée par I’appareil. Un autre indicateur, I’erreur, est également estimé par
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I’appareil et nous donne une idée de la qualité de la gamme (idéalement, tous les points se
trouvent sur la droite, avec une erreur de zéro) (Figure 11B).

Puisque pour la quantification absolue, nous nous basons sur la gamme pour quantifier nos
échantillons d’intérét, il faut également définir la fourchette des dilutions de la gamme étalon,
en fonction des taux d’expression de notre gene d’intérét dans le tissu d’intérét a étudier (si
I’expression d’un geéne dans un échantillon dépasse la fourchette de la gamme, nous ne
pouvons pas le quantifier). Une fois la qualité de la gamme testée et les points de la gamme a
utiliser définis, chaque point de la gamme est aliquoté et congelé a -20°C pour étre utilisés

dans chaque quantification ultérieure.

l . R Point de la gamme

3.3 cycles

Flucrescence (F1)
Cycle Number

Cycle Mumber . . LonICofIK.oﬂtn‘tboln
Figure 11A. Amplification des points de la gamme

Figure 11B. Courbe des points de la gamme

11.1.3.6 Quantification absolue

L’étape ultime consiste a amplifier simultanément une quantité¢ inconnue d’ADNc du gene
d’intérét avec les différents points de la gamme pour lesquels le nombre de copies est connu.
L’appareil calcule ensuite le nombre de copies correspondant au fragment du geéne d’intérét.
Chaque échantillon est amplifi¢ en duplicata (pour contréler les intra-variations, c’est-a-dire,
les variations dues aux manipulations) et dans chaque ‘run’ de PCR, un échantillon de
concentration connue est utilisé (pour controler les inter-variations, c’est-a-dire, les variations

dues a la PCR).
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I1.2 Genotypages

Le génotypage des échantillons de la cohorte STANISLAS a été effectué a I’Institut Pasteur
de Lille dans le cadre d’une collaboration avec 1’équipe CNRS 8090-Institut de Biologie,
dirigée par le Professeur Froguel Philippe. Cette équipe est une plateforme de génotypage,
ayant DI’équipement nécessaire pour réaliser des manipulations a grande échelle. Les
échantillons d’ADN ont été amenés a la concentration de 100ng/uL. Toute la procédure de
préparation des échantillons a été prise en charge par I’automate Beckman Biomek NX
(Beckman Coulter, Paris, France) et avec des réactifs du kit TagMan® SNP Genotyping
Assays (Applied Biosystems, Foster City, Calif. USA). Les amorces de PCR ainsi que les
sondes TagMan ont été choisies avec Primer Express et optimisés en fonction du protocole
crée par le fabricant. La PCR a été réalisée avec un protocole standardisé. Le protocole a
consisté en les étapes suivantes: dénaturation: 95°C pendant 15 sec et hybridation -
¢longation : 60°C pendant 1.30 minute. La lecture des SNPs a été effectuée par I’instrument
“7900HT Fast Real-Time PCR System’ (Applied Biosystems, Foster City, Calif. USA).

Les sondes TagMan® incorporent la molécule ‘minor groove binder’ (MGB) qui permet
I’optimisation de 1’étape d’hybridation, en offrant une meilleure stabilité du complexe sonde -
ADN. Cette stabilisation permet I’utilisation des sondes d’une petite taille, de ’ordre de 13
bases. Les sondes MGB incluent une molécule ‘non fluorescent quencher’ (NFQ) qui
améliore le ratio signal/bruit de fond et par conséquent, augmente la sensibilité¢ du génotypage

(Figure 12).
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Figure 12. Discrimination allélique par hybridation sélective des probes
TagMan®MGB.
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Globalement, les étapes principales du génotypage sont les suivantes (Figure 13)

Préparation

PCR

Lecture

Analyse

[ TS
|

Figure 13. Etapes du génotypage par la technologie TagMan® SNP Genotyping Assays.
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ITI. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel SAS version 9.1 (SAS Institute,

Inc., Cary, NC).

Pour I’étude longitudinale, les valeurs sanguines des molécules mesurées, ont €été ajustées sur
I’effet de la variabilit¢ mensuelle, pour éliminer 1’effet des variations saisonni¢res et
analytiques. Pour chaque variable, les taux ont été ajustés sur les moyennes tronquées
mensuelles, obtenues par une population sélectionnée d> hommes supposés sains, agés de 20-
40 ans qui a suivi ’examen de santé simultanément a la population incluse dans la cohorte

STANISLAS.

Les valeurs des TGL, de la CRP, des enzymes ASAT, ALAT et GGT, I’ApoE, la leptine et la

masse grasse ont été transformées en log;o pour atteindre une distribution normale.

Dans notre étude sur les associations des SNPs du gene FTO avec I'IMC, nous avons utilisé le
z-score. La formule utilisée pour calculer le z-score est la suivante :

zIMC = (IMC/median)" — 1 / L * écart-type

L étant le coefficient d’aplatissement

La population de référence utilisée est citée dans ’article Rolland-Cachera et al. 1991

Ceci permet de prendre en compte les variations de I’'IMC en fonction de I’age et du sexe.

II1.1 Etudes individuelles

111.1.1Etudes d’associations phénotypiques

111.1.1.1 Tests non paramétriques

Nous avons appliqué les tests non paramétriques Mann-Whitney et Kruskal-Wallis qui
utilisent des valeurs non transformées. Le test Mann-Whitney est appliqué dans le cas d’un
effectif relativement faible (par exemple, pour les 82 individus dont nous avons étudié
I’expression génique). Le test de Kruskal-Wallis est un test alternatif, pour des variables
quantitatives qui n’ont pas une distribution normale (il peut étre plus fiable qu’un test

paramétrique qui utilise des valeurs transformées).
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111.1.1.2 Comparaison de moyennes et pourcentages

Nous avons appliqué les tests paramétriques ANOVA et test de tendance qui utilisent des
valeurs transformées. L’ANOVA (Analysis of variance - analyse de variance) examine s’il y a
des différences significatives entre deux groupes pour une variable (par exemple 1’expression
de la visfatine entre les hommes et les femmes ou les différences des parametres
anthropométriques ou des valeurs sanguines des facteurs associés au SM entre les hommes et
les femmes). Ce test compare les moyennes de deux ou plusieurs groupes et est utilisé¢ pour
des variables quantitatives. Le test de tendance est souvent utilisé pour I’analyse des données
catégorisces et teste I’hypothese qu’il existe un sens dans 1’association étudiée, contrairement
a un test ANOVA (par exemple les changements de I’'IMC en relation avec les altérations des
facteurs associés au SM, ou nous avons considéré que I’IMC augmente pour tous les groupes
d’IMC).

Nous avons ¢galement utilisé le test chi-2 qui est appliqué pour des variables qualitatives

telles que la prise de médicaments et 1’activité physique.

111.1.1.3 Coefficient de corrélation et régression multiple

Pour évaluer les associations entre deux variables ainsi que le sens de ’association, nous
avons calculé le coefficient de corrélation de Pearson (r) (par exemple entre des variables
continues telles que I’age et le sexe avec I’expression de la leptine et le TNFa). Ce test,
contrairement a ANOVA utilise les valeurs propres des sujets (nuages de points).

Pour évaluer les associations entre deux variables en tenant compte d’une autre variable, nous
avons calculé le coefficient de corrélation partielle (par exemple les associations des facteurs
associés au SM avec la masse grasse, la leptine ou le rapport taille/hanches chez les hommes
et chez les femmes).

Nous avons également appliqué 1’analyse de régression multiple. Cette analyse est un type de
modélisation, ou nous prédéfinissons des variables dépendantes et des variables
indépendantes. Dans ce modele, les variables indépendantes expliquent une part de variance
de la variable dépendante [par exemple la part de variance des facteurs associés au SM
(variables dépendantes) expliquée par la masse grasse totale, la leptine et le rapport
taille/hanches (variables indépendantes)]. Dans ce type de modele, si les variables
dépendantes présentent une forte colinéarité entre elles, le modele ne peut pas estimer les
coefficients de régression correctement. Dans ce cas, ce sont les résidus ajustés qui sont les

variables dépendantes. Nous avons suivi cette stratégie dans I’étude des associations de la
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leptine circulante avec les facteurs associés au SM. Plus précisément, puisque la leptine et le
rapport taille/hanches sont fortement liés a la masse grasse, nous avons calculé les résidus de

la leptine et du rapport taille/hanches ajustés sur la masse grasse.

I11.1.1.4 Test d’interaction du sexe
Afin de tester les différences entre les deux sexes, en ce qui concerne les coefficients de

régression, un test d’interaction a été utilisé.

1I1.1.1.5 ‘Generalized Estimating Equation’ (GEE)

Quant aux études individuelles des sujets d’une cohorte familiale, il y a le risque de
surestimation de certaines associations, puisque les sujets sont liés (au niveau génétique et
environnement partagé). Ainsi, il faut dissocier les sujets et une bonne stratégie qui est
appliquée pour les données corrélées est la ‘Generalized Estimating Equation’ (GEE). Un
exemple sur I'utilisation de cette stratégie est dans I’étude de 1’effet des SNPs du géne FTO
sur I’'IMC. Cette étude a inclus des enfants qui sont éventuellement issus de la méme famille

et I’application de GEE a permis de dissocier ces enfants.

111.1.2Etudes d’associations génotypiques

111.1.2.1 Equilibre de Hardy-Weinberg

Pour chaque étude génétique, le premier test a réaliser est celui de 1’équilibre de Hardy
Weinberg. L'équilibre de Hardy-Weinberg est le mod¢le théorique central de la génétique des
populations. La notion d'équilibre dans le modele de Hardy-Weinberg est soumise aux

hypotheses/conditions suivantes :

e La population est panmictique [les couples se forment au hasard (panmixie), et leurs
gametes se rencontrent au hasard (pangamie)].

e La population est "infinie" (trés grande: pour minimiser les variations
d'échantillonnage).

e Il ne doit y avoir ni sélection, ni mutation, ni migration (pas de perte/gain d'allele).

e Les générations successives sont discreétes (pas de croisement entre générations
différentes).

Dans ces conditions, la diversité génétique de la population se maintient et doit tendre vers un

équilibre stable de la distribution génotypique.
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Pour vérifier si la population est en équilibre de Hardy-Weinberg, il faut calculer les
fréquences génotypiques a partir des fréquences alléliques. Ainsi : soient A et a deux alleles
d’un méme locus, tels que q est la fréquence de 1’allele A et 1-q la fréquence de ’all¢le a. Les

fréquences des génotypes en équilibre de Hardy Weinberg sont :
q" = fréquence du génotype AA
2q(1-q) = fréquence du génotype Aa

(1-q)* = fréquence du génotype aa

111.1.2.2 Déséquilibre de liaison

Si, a une génération donnée, l'association aléatoire des alleles n'est pas réalisée lors de la
formation des gameétes, certains haplotypes présenteront des fréquences supérieures, ou
inférieures, a celles attendues a 1'équilibre. La population n'est donc pas a 1'état d'équilibre.
Pour I'haplotype A1B1 on peut alors écrire :
X11=x1y1+D,

ou D est une valeur relative qui représente le déséquilibre d'association gamétique (dit aussi,
mais de facon moins correcte, déséquilibre de liaison ou "linkage disequilibrium"). Les
fréquences des autres haplotypes seront modifiées avec la méme valeur absolue. En effet, si la
fréquence d'association des all¢les est modifiée, les fréquences alléliques, elles, ne le sont pas,
car la population est toujours régie par le principe de Hardy-Weinberg. La somme des

fréquences des haplotypes A1B1 et A1B2 par exemple, qui regroupent tous les alleles A1,

doit étre égale a x1. Ceci implique que la fréquence des haplotypes A1B2 soit :
X12=x1y2-D.

Dans ces conditions, D est différent de zéro et la population est effectivement en déséquilibre

d'association gamétique. Les fréquences gamétiques réelles, fonctions des fréquences a

1'équilibre et de D, s'écrivent :

X11=x1y1+D
X12=x1y2-D
X21=x2y1-D
X22=x2y2+D

L’hypothese Ty étant que les deux polymorphismes ne sont pas en déséquilibre de liaison et

donc qu’il existe 4 haplotypes possibles (pour les polymorphismes dialléliques) dont les
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fréquences théoriques dépendent uniquement des fréquences alléliques des polymorphismes

correspondants.

111.1.2.3 Modeles génétiques

En génétique, plusieurs modeles existent concernant I’effet d’un alléle sur un certain
phénotype. Chaque modele émet une hypothese et globalement, les hypothéses et modéles

existants sont les suivants :
e Modéle dominant : aa vs Aa + AA
e Mod¢le récessif : aa + Aavs AA
e Mode¢le additif qui attribue : 0, 1, 2 aa, Aa et AA respectivement

e Mod¢ele des comparaisons catégoriques : comparaisons catégoriques de aa vs Aa vs

AA
a étant ’allele sauvage et A 1’allele muté

Ainsi, nous pouvons a 1’aide de ces modeles, préciser 1’effet génétique sur un phénotype (par

exemple le modele additif pour I’effet des SNPs du géne FTO sur ’IMC).

I11.2 Analyse en composantes principales (‘Factor Analysis’)

Cette méthode multifactorielle permet d’obtenir des représentations graphiques qui
constituent le meilleur résumé possible de 1’information contenue dans un grand tableau de
données. La méthode d’analyse en composantes principales (ACP) est une bonne méthode
pour étudier les données multidimensionnelles pour voir s’il y a des liens entre les variables
qui nous intéressent. Nous avons appliqué cette méthode pour les études ou nous avons eu un
grand ensemble de variables a étudier ; ceci est le cas des facteurs associés au SM. Cette
méthode permet de réduire le nombre de variables au départ, en regroupant ces variables dans
des composantes principales (en anglais ‘clusters’) en fonction des corrélations existant entre
ces variables. Ainsi, ils se forment des groupes de variables contenant les variables les plus

lies entre elles. Au départ, I’ensemble des variables se présente sur une matrice (matrice des
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corrélations). A partir de cette matrice seront créés des nuages (composantes principales) de
variables en fonction de leurs corrélations. Cette matrice permet de calculer la proportion de
variance partagée entre deux ou plusieurs variables (en anglais ‘communality estimates’).
Ensuite, les composantes principales sont transformées a 1’aide de la rotation ‘variance
maximizing - varimax’ (méthode de rotation orthogonale) pour [’interprétation des
composantes principales et pour assurer 1’indépendance entre elles. Chaque variable classée
dans une composante principale, porte une valeur de ‘saturation’ (en anglais ‘factor loading’)
qui correspond au coefficient de corrélation de Pearson entre cette variable et la composante
principale. La ‘valeur propre’ (en anglais ‘eigenvalue’) est la somme des carrés des
corrélations entre chaque variable de départ avec le composant principal et représente la
proportion de variance expliquée par la composante principale. La part de variance expliquée
d’une composante principale consiste en la somme des proportions de variance partagée entre
les variables.

I1 faut noter que le choix du nombre des composantes principales a retenir pour expliquer la
variance totale est arbitraire. Ainsi, comme critére, nous pouvons utiliser la ‘valeur propre’
supérieure a 1, le pourcentage de variance, le Scree test...Nous avons utilisé le pourcentage
de variance totale (environ 100%).

Enfin, le calcul des scores factoriels (en anglais ‘factor scores’) sert pour les analyses
ultérieures concernant les composantes principales et permet de situer la position d’un sujet
sur une composante principale. Le score factoriel correspond a la somme pondérée des
valeurs des variables pour chaque individu par la ‘saturation’ de chaque variable. Ce score
permet de recalculer les valeurs brutes des variables, aprés la création des composantes

principales.
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CHAPITRE 4 - RESULTATS ET DISCUSSION
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I. Etude des facteurs de risque cardiovasculaire associés au SM dans la
cohorte STANISLAS

L’étude d’individus qui ne sont pas atteints de MCV, de diabéte ou d’une obésité sévere, mais
qui, pour autant, ont un ou plusieurs facteurs du SM, contrairement aux études cas-controles,
pourrait apporter de nouvelles connaissances, quant aux sujets en bonne santé relative. En
plus, I’étude simultanée d’un panel de facteurs de risques CV classiques et également
nouvellement décrits dans la littérature comme étant liés au SM, permettrait de confirmer les
¢tudes de la littérature et d’approfondir en méme temps les facteurs qui sont peu étudiés
jusqu’a présent ainsi que de mettre en évidence de nouvelles relations entre eux.

L’intérét que nous avons porté a I’étude du SM a été facilité par la disponibilité et la nature de
données associées a cet état pré-pathologique dans la cohorte STANISLAS.

Nos hypotheses ont pu étre justifiées par les résultats fructueux obtenus.
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I.1 Influence des variations au cours du temps de ’IMC sur les modifications des
facteurs du SM (Publication Nol).

1.1.1 Pourquoi cette étude ?

L’obésité a une place centrale dans le développement du SM. Le progres de la compréhension
du SM a pu attribuer une importance, non a I’obésité, mais plutét a 1’adiposité¢ et a
I’accumulation et la distribution de la masse grasse [Despres et Lemieux 2006]. Cette
distribution est dépendante, au moins partiellement, du sexe. Or, plus 'IMC augmente, plus
les hommes et les femmes tendent a avoir la méme répartition [Schreiner et al. 1996]. Ainsi,
pour I’étude des sujets de poids normal, en surpoids ou ayant une obésité¢ modeste, il faut tenir
compte du sexe.

Les individus appartenant a cette fourchette d’IMC (17kg/m* <= IMC < 40kg/m?), ce qui est
le cas pour la plupart des individus de la cohorte STANISLAS, peuvent développer une
hypertension, un profil lipidique a risque, des taux sanguins de glucose élevés ou une
résistance a 1’insuline, sans pour autant manifester du diabéte ou des MCV. Cependant, ces
facteurs constituent les facteurs dits classiques du SM et exposent ces individus a un certain
risque accentué. A ces paramétres viennent récemment s’en ajouter de nouveaux, tels que les
bio-marqueurs de I’inflammation (le plus étudié étant la CRP), I’acide urique et les enzymes
hépatiques.

Bien que ces facteurs aient été étudiés en relation avec I'IMC et avec ses variations
[Czernichow et al. 2002 ; Eberle et al. 1991 ; Gossain et al. 1997 ; Hillier et al. 2006 ;
Kawamoto et al. 2006 ; Lee et al. 2001a ; Lee et al. 2007 ; Nakanishi et al. 2001 ; Rainwatre
et al. 2000 ; Reinehr et al. 2005 ; Ridker et al. 2003 ; Sjostrom et al. 2001], il n’existe pas

d’étude proposant de tenir compte simultanément de 1’ensemble de ces parameétres.

Les questions qui se posent dans ce contexte sont les suivantes :

Quelles sont les relations entre les changements au cours du temps des facteurs classiques et
nouveaux liés au SM, ainsi que les associations de ces changements avec 1’évolution de
I’'IMC?

Est-ce que ces associations sont différentes entre les hommes et les femmes, non-atteints

d’une obésité aggravée ?

Pour répondre précisément a ces questions, il a fallu réaliser une étude longitudinale

(intervalle de 5 ans entre le ty et le t;), en excluant les individus souffrant d’une obésité sévére

(obésité classe 11T : BMI > 40 kg/m?) et en stratifiant par sexe la population étudiée.
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La répartition des caractéristiques et des variables liées au SM au point t, de I’échantillon des
1099 sujets adultes, stratifiée par sexe, et par groupe d’évolution d’IMC, est figurée dans

I’Annexe 1.

1.1.2 Associations entre [’évolution de ['IMC et les facteurs liés au SM

Le Tableau 5 représente les associations entre les modifications des facteurs du SM et
I’évolution de I'IMC. L’évolution de 'IMC a été associée aux changements des autres
caractéristiques anthropométriques (poids, rapport tour de taille/hanches, tour de taille) chez
les hommes et chez les femmes (P<0.001), ainsi que a la consommation de cigarettes
(augmentation de I’IMC liée a une diminution de consommation). L.’augmentation de I'IMC a
été également associée dans les deux sexes a une aggravation des valeurs suivantes : PAS et
PAD, taux sériques des TGL, taux du cholestérol total, de ’'HDL-C, taux sanguins des Apo B
et E, de I’acide urique et de I’orosomucoide, nombre de globules blancs circulants et activité
enzymatique de la GGT. Chez les hommes uniquement, nous avons pu observer une
association significative entre 1’évolution de I'IMC et les taux sanguins de 1I’ApoAl et
¢galement I’activité enzymatique des ASAT, ALAT. Chez les femmes par contre, I’évolution
de 'IMC a été liée aux modifications de I’activité enzymatique de la phosphatase alkaline
(PAL, alkaline phosphatase-ALP) et de la concentration sanguine de la CRP et de
I’haptoglobine. Les interactions avec le sexe ont ¢té significatives pour les parametres
suivants : TGL, ApoE, haptoglobine, orosomucoide, ASAT, ALAT, GGT et PAL. Ces
résultats montrent des associations entre 1’évolution de I’IMC et des variantes liées au SM, en

fonction du sexe.

1.1.3 Matrice de corrélations entre les changements des variables

La matrice des corrélations (Annexe 2) présente un ensemble de données toutes comparables
entre elles (changements des parameétres du SM, des paramétres anthropométriques IMC, tour
de taille, ratio taille/hanches). Nous pouvons constater, des associations positives fortes
(P<0.001) entre les variations des caractéristiques anthropométriques (IMC, tour de taille,

ratio taille/hanches).

1.1.4 Analyse en composantes principales
L’analyse en composantes principales a identifi¢ 5 composantes principales avec une part de

variance expliquée >10% (40.8%, 21.8%, 19.9%, 13.2%, 11.5%). Ces facteurs regroupent les
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variables qui changent de la méme maniére entre to et t;: 1) ‘lipides a risque’ incluant ApoB,
cholestérol total, TGL, acide urique et GGT, 2) ‘enzymes hépatiques’ incluant ALAT, ASAT
et GGT, 3) ‘inflammation’ incluant orosomucoide, haptoglobine, CRP, PAL et globules
blancs, 4) ‘lipides de protection’ incluant HDL-C, ApoAl et 5) ‘pression artérielle’ incluant
PAS, PAD et glucose. Ces résultats sont présentés dans le Tableau 6. Il faut noter que les
parametres anthropométriques, tour de taille et rapport taille/hanches, sont exclus de I’analyse
en composantes principales pour des raisons de colinéarité¢ entre elles et avec I'IMC qui

pourraient fausser les analyses statistiques.

1.1.5 Associations entre les 5 clusters et ’évolution de ['IMC

Enfin nous avons analysé les associations éventuelles entre les 5 composantes principales
obtenues et I’évolution de 'IMC. Le Tableau 7 montre que I’évolution de 'IMC a été
significativement associée (P<0.001) avec les composantes principales ‘lipides a risque’ et
‘pression artérielle’ chez les hommes et les femmes, avec les composantes principales ‘lipides
de protection’ et ‘enzymes hépatiques’ (P<0.001) chez les hommes seulement et avec
‘I’inflammation’ (P<0.001) exclusivement chez les femmes. Les interactions du sexe ont été
significatives pour les composantes principales ‘inflammation’ et ‘enzymes hépatiques’

(P<0.001).
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Tableau 6. ‘Saturations’ des changements en 5 ans des variables associées au SM sur les
5 composantes principales chez les hommes et les femmes.

Composantes principales

Lipidesa  Enzymes : Lipides de  Pression
. .7 Inflammation . .
risque hépatiques protection  artérielle
AApoB 0.841
ACholestérol 0.839 0.296
AApoE 0.605
ATGL 0.553 -0.204
AAcide urique 0.275
AActivité¢ ALAT 0.871
AActivité ASAT 0.796
AActivité GGT 0.255 0.546
AOrosomucoide 0.709
AHaptoglobine 0.705
AHs-CRP 0.531
AActivité PAL 0.392
AGlobules blancs 0.296
AHDL-C 0.759
AApoAl 0.694
APAD 0.722
APAS 0.709
AGlucose 0.239
Variance expliquée (%) 40.8 21.8 19.9 13.2 11.5

Ajustement sur 1’age, le sexe et sur les valeurs au ty avant les analyses (rotation ‘varimax’).
Les ‘saturations’ d’une valeur <0.20 ou > — 0.20 ne sont pas présentées

81



4]

$91391e310 9p 12
[00d]& P UOTJRWWIOSUOD B 9P SUB G U SJUSWTUBYD SI] Ins 30 ‘03 jurod ne $91301e310 op 19 [000[, P UOHBWWIOSUOD B ‘DIA].] @T¢e,[ Ins juswalsnly
ds F senbnowire SSUULLOA,
DAL 9P UONN[OAY P SALI0F9)LD $3] N0d 0XS O] DAL UONILINUL,P 150} 7
oouEpuo) P 150} :59dN0IT { SI] ANJUS SEOUSIPIIP ‘SOWSY SO nod INS[BA 4, 30 sourtoy sof mod majea 4,

18€°0 10005 08°0F6C0 18°0760°0 pL 0TSO0 vL'0F0E0-  1000>  SS0F6E0 SL'O0FLO 0" 08°0F100  6L0F81°0- J[[QLI9IIE UOISSAI]
0L0°0 vEI'0 YO IFITO- ¥8°0F€0°0 180700 L8'0FC00  1000>  08°0F81°0- 08°0F€1°0 9L'0FLO0  ¥LOFSI'0  uonodjoxd op sopidry
100°0> 10005  S6°0F76£0 $L°0F00°0 $8'0FS0°0" 99°0F1€0-  THYT0 8L OFH00- 78°0780°0 06'0F100-  ¥L'0F90°0- uonEWIWEu]
100°0> L0T0 €6°0F71°0 90°1F00°0 $S0F01°0- S'OFIO0 10005  PEIFTI0 98°0FL0°0 06'07€0°0-  €9°0FFb'0-  sonbnedoy sowkzug
$60°0 10005 68°0FPE0 18°0720°0 $9°0F90°0~ €LOFLTO- 10005  LI'TFLYO 00'1F0T°0 S6'0FIT0- 10 TFLEO onbsu g saprdry
STo110}3e]) SAI00S
gZI=u €ZI=u zg1=u gZI=u 08=U SpI=u 861=u [7]=u
ONIPXS d /8y g< s Te | /81RO /8y 0> d /8y g< AuBY TR AuBsyTe0  wW/BY 0>
Qoﬁomhﬁﬁm S SOWWOH

*SOUIWIQY SI 39 SQWIWIOY S| ZAYD
sue G ans DAL 2P uonnoAd p 311039jed aed sojedurid sajuesodwiod § SIp S[I110JI8] $I.10IS ST °L NvI[qe L,



1.1.6 Points forts de I’étude

Il est important de souligner trois points qui ont permis d’obtenir des résultats fiables et de
répondre avec exactitude a nos objectifs.

Premicrement, le choix de la population et des criteres d’exclusion. Tout d’abord, la nature de
la cohorte STANISLAS permet une certaine homogénéité de la sous-population a étudier, en
terme de maladies (absence de MCV, diabete, cancer) et de provenance des individus (origine
francaise). En plus, nous nous sommes limités a des adultes (30-64 ans), non-affectés d’une
obésité sévere (IMC >= 40kg/m”) et qui n’avaient pas des valeurs de variables du SM
extrémes : abus d’alcool (consommation >= 120g/jour), activité des enzymes hépatiques
anormale (ASAT >= 120U/L, ALAT et GGT >= 200U/L), dyslipidémie sévere (cholestérol
totale ou TGL >= 10mmol/L), hyperglycémie (glucose >= 8mmol/L), hypertension sévere
(PAS >= 185mmHg, PAD >= 120mmHg), inflammation aigue (orosomucoide >= 2.5g/L,
haptoglobine >= 3.5g/L, hs-CRP >= 15mg/L).

Deuxiémement, les ajustements utilisés pour éviter les biais dus aux différences autres que
biologiques entre les hommes et les femmes. L’échantillon choisi représente une répartition
égale selon le sexe (544 hommes et 555 femmes). La population a été stratifiée par sexe et
nous avons testé les interactions du sexe. Pour les associations étudiées, un ajustement sur
I’age, 'IMC, les consommations d’alcool et de cigarettes a ty et également sur les
changements de consommation d’alcool et de cigarettes a été effectué. Or, cet ajustement ne
tient pas compte des différences entre les hommes et les femmes telles que le comportement
vis-a-vis de 1’alcool (les hommes consomment toujours plus que les femmes) et 1’état
hormonale (ménopause). Ainsi, nous avons appliqué un autre ajustement pour assurer la
fiabilité de nos résultats. En effet, apreés ’application des criteres d’exclusion tels que la
consommation d’aspirine, des hypolipémiants, des contraceptifs oraux, la thérapie hormonale,
la ménopause et la consommation de tabac (>5 cigarettes/jour), les résultats concernant les 5
clusters n’ont pas ¢ét¢ modifiés. En ce qui concerne 1’exclusion des individus consommant
>24¢g/jour d’alcool, 1’association entre 1’évolution de I’'IMC et les ‘lipides de protection’ est
restée significative (P=0.05) et n’a influencé, ni les associations des 4 autres facteurs avec
I’évolution de ’IMC, ni la significativité des interactions du sexe.

Enfin, la variabilité analytique a court et long terme a été réduite et/ou prise en compte au
mieux avant les analyses statistiques. Les concentrations sériques des variables ont été
ajustées quant a l’effet de la variabilit¢ mensuelle pour éliminer I’effet des variations

analytiques et saisonnieres. Il faut aussi noter que les mesures de tous les parametres pour les
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deux visites ont été réalisées dans le méme centre de santé et dans le méme laboratoire, avec

des procédures standardisées et dans des conditions de Contrdle de Qualité.

1.1.7 Originalité de [’étude

Cette étude longitudinale a pu contribuer a: 1) la confirmation globale des relations
antérieurement décrites par la littérature entre 1’évolution de I’'IMC et les facteurs liés au SM
(pression artérielle, profil lipidique, CRP, les enzymes hépatiques ASAT, ALAT et GGT et
I’acide urique) chez les hommes et/ou chez les femmes, grace au caractere synthétique du
design de notre travail, en terme de nombres de composantes principales testés
simultanément, 2) I’identification de 5 composantes principales (‘lipides a risque’, ‘enzymes
hépatiques’, ‘inflammation’, ‘lipides de protection’ et ‘pression artérielle’) basée sur le
‘pattern’ de changement des variables métaboliques du SM pour éviter le probléme soulevé
par des comparaisons multiples et 3) la mise en évidence des associations entre les
modifications des variables du SM et de 'IMC dépendant du sexe ; associations également
observées pour les clusters.

Contrairement aux études utilisant des composantes principales pour contribuer a
I’avancement de la recherche sur le SM au niveau diagnostic ou prédictif, nous nous sommes

focalisés sur I’impact de I’augmentation de I’'IMC sur les variables du SM a court terme.

1.1.8 Associations communes entre les hommes et les femmes

Un nombre considérable d’études confirme nos résultats concernant les associations
communes dans les deux sexes entre 1’aggravation de I’obésité et les changements de la
pression artérielle et du profil lipidique [Czenichow et al. 2002 ; Eberle et al. 1991 ; Lee et al.
2001b ; Sjostrom et al. 2001 ; Wing et al. 1992], de I’activité enzymatique de I’enzyme GGT
[Lee et al. 2001a] et de 1’acide urique [Nakanishi et al. 2001]. Pour les taux sanguins de
glucose, comme dans notre étude, des travaux antérieurs n’ont pas pu trouver de relation avec

I’évolution de I'IMC [Rainwater et al. 2000].

1.1.9 Associations en fonction du sexe

L’évolution de 'IMC a été préférentiellement associée avec I’enzyme PAL et les marqueurs
d’inflammation (CRP, haptoglobine, orosomucoide et le cluster ‘inflammation’) chez les
femmes, et avec les enzymes hépatiques (ALAT, ASAT et le cluster ‘enzymes hépatiques’)

chez les hommes.
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Il a ét¢ déja démontré que I'IMC et I’obésité sont liés a I’inflammation mais peu de
connaissances existent sur leurs relations au cours du temps. Pour détailler, une association
positive entre la perte de poids et les taux sanguins de la CRP a été démontrée dans une
population de femmes [Heilbronn et al. 2001], ainsi qu’une augmentation des taux de CRP
avec l’augmentation de I'IMC, toujours chez les femmes [Pieroni et al. 2003]. Il est
intéressant de signaler que les associations de 1’adiposité avec les concentrations de la CRP
sont plus fortes chez les femmes que chez les hommes [Lakoski et al. 2006; Thorand et al.
2006]. Nos résultats suggerent une augmentation de l’inflammation chez les femmes
comparée aux hommes pour les mémes changements de I’'IMC. Ceci propose un impact plus
délétere chez les femmes que chez les hommes pour la méme prise de poids.

Une explication plausible pourrait étre donnée par I’adipokine leptine, molécule non
seulement associée a I’obésité mais aux processus inflammatoires [Otero et al. 2006]. En
effet, il a été récemment montré que la leptine est associée avec les concentrations de la CRP,
indépendamment de 1’obésité chez les femmes et pas chez les hommes [Abdullah et al. 2007].
Cette adipokine contribue d’une maniére directe ou indirecte a la production de la CRP et par
conséquent, les associations des changements de la concentration de la CRP et de I'IMC en
fonction du sexe pourraient étre dues, au moins partiellement a la leptine.

En revanche, en ce qui concerne les associations entre les changements de I'IMC et les
marqueurs d’inflammation, haptoglobine et orosomucoide, une seule étude a démontré des
associations positives [Engstrom et al. 2003b] mais leurs relations avec 1’obésité restent a
clarifier.

Enfin, la relation de 1’aggravation de 'IMC avec les changements de I’enzyme PAL chez les
femmes pourrait étre expliquée par le fait que les paramétres biochimiques du métabolisme
osseux (parmi eux le PAL) sont associés avec les altérations de I’IMC et cette association est

influencée par le statut hormonal [Papakitsou et al. 2004].

Au sujet des enzymes hépatiques ALAT, ASAT, GGT, trés peu de travaux de recherche se
sont focalisés sur les changements de I’ensemble de ces enzymes avec 1’évolution de I'IMC.
Une étude longitudinale [Lee et al. 2001a] et une transversale [Burns et al. 1996] concernant
des populations d’hommes, démontrent des associations confirmant nos résultats. Le point
commun de ces études, qui est également partagé par la notre, consiste dans le fait de tenir
compte de ’effet de la consommation de I’alcool qui augmente I’activité des enzymes

hépatiques dans le sang. Comme constaté dans ces études, I’IMC est le facteur principal pour
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les changements de I’activité des enzymes, puisque apres ajustement sur la consommation

d’alcool, les associations restent significatives.

Les associations spécifiques au sexe que nous avons observées pourraient étre essentiellement
attribuées aux différences des caractéristiques anatomiques/physiologiques entre les hommes
et les femmes. La masse grasse intra-abdominale est étroitement liée au foie au niveau
anatomique et physiologique. La contribution de 1’adiposité et de I’obésité au développement
de la stéatose hépatique non-alcoolique est de plus en plus supportée par des études récentes
et cette stéatose est au moins en partie détectée par une augmentation de 1’activité des
enzymes hépatiques [Adams et Angulo 2005]. Chez les hommes, la masse grasse intra-
abdominale est liée d’une fagon non-linéaire avec le poids, I’'IMC, et le tour de taille lorsque
ces indices sont a des niveaux relativement bas. Cette relation devient linéaire seulement a des
niveaux plus élevés d’obésité ou la distribution de la masse grasse est plus uniforme dans le
corps. En revanche, chez les femmes, cette relation reste linéaire pour les niveaux normaux et
¢levés de [I'IMC, résultat d’un profil de distribution de la masse grasse
généralisée/périphérique [Schreiner et al. 1996]. Ainsi, nous pourrions supposer qu’une prise
de poids égale, chez des individus non-atteints d’une obésité séveére, conduit a une
accumulation sur des sites différents, de la masse grasse entre les deux sexes. Par conséquent,
la tendance a accumuler de la masse grasse sur les sites intra-abdominaux pourrait affecter le
métabolisme du foie et I’activité des enzymes hépatiques. Chez les femmes, la tendance a
accumuler de la graisse d’une maniere plus homogeéne pourrait entrainer une inflammation

généralisée.

1.1.10 Remarques sur les composantes principales

Comme expliqué auparavant, nous avons regroupé en composantes principales les facteurs du
SM qui changent de la méme manicre au cours du temps et non pas les facteurs qui sont liés
entre eux. Il est intéressant de noter que les paramétres du profil lipidique qui sont tres
souvent associés changent de la méme maniere et se retrouvent dans la composante principale
‘lipides a risque’. Le regroupement dans la méme composante principale des marqueurs de
I’inflammation et des globules blancs est en accord avec des études qui ont démontré des
associations significatives entre eux [Lao et al. 2008]. Le cas de la composante principale
‘lipides a risque’ qui inclut les variables du profil lipidique, I’acide urique et la GGT est

similaire [Onat et al. 2006].
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1L.1.11 Quelques réflexions sur cette étude

Tout en reconnaissant la valeur des résultats obtenus, nous voudrions commenter une limite
toujours rencontrée dans les études longitudinales. Un pourcentage plus ou moins ¢levé de
sujets participant au t, n’assiste pas au deuxiéme point et ceci pourrait conduire a une
diminution de la puissance statistique due aux différences des caractéristiques au t, entre les
individus qui ont participé au deuxiéme point et ceux qui n’ont pas participé. Les hommes ‘en
perte de vue’ dans notre population avaient des valeurs moyennes plus élevées au premier
point comparées a celles des hommes pour lesquels nous avons eu un suivi. Ceci suggere une
sous-estimation de 1’effet des facteurs du SM. Cependant, I’échantillon que nous avons étudié

a ¢té suffisant pour démontrer des associations statistiquement significatives.

En dehors des associations précédemment décrites sur 1’évolution de I’IMC et des variables

du SM, nous avons pu, dans cette étude, en démontrer de nouvelles, dépendantes du sexe. Les

relations entre ’augmentation de ’IMC et les enzymes hépatiques chez les hommes et

I’inflammation chez les femmes, sont en plus confirmées par ’analyse en composantes

principales. Nos résultats soulignent I’importance du sexe dans les mécanismes biologiques

de la pré-pathologie du SM et, les composantes principales décrites offrent une nouvelle

optique pour étudier les altérations d’un ensemble de facteurs du SM. entrainées par la prise

de poids et essentiellement influencées par le sexe.
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1.2 Relations de la leptine circulante avec les facteurs du SM en tenant compte des
indices classiques de I’obésité (masse grasse, rapport tour de taille’hanches) (Publication
No2)

1.2.1 La nécessité de cette étude

Comme argumenté auparavant, les mémes changements de 'IMC pour les deux sexes
entrainent des altérations de certaines différentes variables du SM, probablement a cause
d’une répartition différentielle de la masse grasse entre les hommes et les femmes. La
considération d’un effet de cette répartition repose d’une part sur des données
épidémiologiques et d’autre part sur des études des mécanismes biologiques. En effet, pour
une masse grasse totale donnée, les individus ayant une accumulation sélective au niveau
intra-abdominal sont plus exposés au risque de développer un SM [Despres et Lemieux 2006].
Par ailleurs, I’accumulation de graisse au niveau du foie altére le métabolisme des acides gras
ainsi que la sécrétion des adipokines [Rector et al. 2008].

La leptine est ’adipokine la plus étudiée en relation avec le SM, mais les relations démontrées
concernent plutdt des associations via 1’obésité avec le SM. A notre connaissance, il n’existe
pas d’étude démontrant une association directe de cette molécule avec le SM (en ajustant sur
des marqueurs précis de la masse grasse). Ceci provient du fait que la leptine a une forte
colinéarité avec I'IMC et la masse grasse. Or, nous ne savons pas jusqu’a quel degrés
d’adiposité cette liaison est linéaire et ceci sous-entend que la leptine pourrait avoir un impact
sur des mécanismes biologiques, sans nécessairement qu’un individu soit obese.

Une seule étude tres minutieuse [Abdullah et al. 2007] a pu montrer une association entre la
leptine circulante et la CRP, association influencée par le sexe et indépendante de 1’obésité, en
stratifiant la population par sexe et en appliquant plusieurs ajustements sur un nombre
d’indices de I’obésité (IMC, masse grasse totale, ratio tour de taille/hanches).

Comme discuté précédemment dans notre étude des changements de 'IMC, et en tenant
compte des résultats de cette étude, nous avons formulé I’hypothése suivante : la leptine
pourrait expliquer, au moins partiellement, les associations observées (entre I’adiposité et
I’inflammation chez les femmes et entre 1’adiposité et les enzymes hépatiques, lipides de
protection chez les hommes) en fonction du sexe, au moins en ce qui concerne la CRP et
I’inflammation.

La suite logique de ces réflexions a été de se poser cette question :

Est-ce que la leptine pourrait étre associée aux autres facteurs liés au SM, indépendamment de

I’obésité et en fonction du sexe ?
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Pour aboutir a des résultats judicieux, nous avons appliqué une stratégie basée principalement
sur le choix d’une population sans sujets atteints de diabete, de MCV ou d’une obésité sévere,

qui a été stratifiée par sexe et pour laquelle nous disposons de mesures précises de 1’obésité

abdominale (ratio tour de taille/hanches) et globale (masse grasse totale).

L’ Annexe 3 montre les caractéristiques ainsi que les variables du SM de la population de 384
individus étudiés, stratifiées par sexe. Toutes les caractéristiques étaient disponibles pour le
total des 384 individus, a I’exception des mesures de la CRP, I’haptoglobine et
I’orosomucoide (disponibles pour 157 hommes et 157 femmes). Dans notre population, en ce
qui concerne les caractéristiques anthropométriques, les hommes avaient des valeurs plus
¢levées de poids, de masse maigre, d’IMC, de tour de taille, de rapport taille/hanches alors
que les femmes avaient des pourcentages de masse grasse plus élevés. En revanche, ils
n’avaient pas de différences significatives au niveau de la masse grasse totale. En plus, les

hommes consommaient plus d’alcool et de tabac.

1.2.2 Associations entre la masse grasse totale, le rapport taille/hanches et la leptine avec les
facteurs du SM chez les hommes et les femmes

L’Annexe 4 montre les corrélations entre la masse grasse totale, le rapport tour de
taille/hanches et la leptine avec les facteurs du SM chez les hommes et les femmes. Les
valeurs ont été ajustées sur 1’age et les consommations d’alcool et de tabac. La masse grasse
totale est associée avec la plupart des facteurs du SM chez les hommes et les femmes (sauf
pour le cholestérol total et les enzymes hépatiques ASAT, GGT chez les femmes).

La leptine a été également associée avec la plupart des facteurs (sauf pour 1’ApoAl chez les
deux sexes, et la GGT chez les femmes).

Evidemment, les parametres ‘masse grasse totale’, ‘ratio taille/hanches’ et ‘leptine’ ont une
colinéarité tres forte. Pour cette raison, nous avons tenu compte de cette colinéarité pour

pouvoir décrire les associations de chaque parametre indépendamment des autres.

1.2.3 Associations de la leptine avec les facteurs du SM, indépendamment de la masse grasse
totale et en fonction du sexe.

Sur le Tableau 8, sont présentées les associations de la leptine et du rapport taille/hanches
avec les facteurs du SM, en enlevant I’effet de la masse grasse totale. Ainsi, toutes les
associations de la masse grasse totale démontrées a 1’annexe 4 restent les mémes. En

revanche, nous observons des associations de la leptine en fonction du sexe. Pour détailler, la
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leptine est associée avec les concentrations des TGL, du cholestérol total, de I’ApoB, de
I’acide urique et de 1’haptoglobine, et ’activité des enzymes hépatiques ASAT, ALAT et
GGT seulement chez les hommes et avec les concentrations de 1’ApoAl, de I’'HDL et de la
CRP uniquement chez les femmes. Les interactions du sexe ont été significatives pour les
TGL, le cholestérol total, I’ApoB, ’'HDL-C, I’acide urique, les enzymes ALAT et GGT et a la
limite de la significativité pour I’ApoAl et ’enzyme ASAT.

Tableau 8. Associations entre les variables associées au SM et la masse grasse totale, la
concentration de la leptine circulante, le rapport taille/hanches par analyse de régression
multiple dépendantes du sexe.

Hommes Femmes Interaction sexe P

P R’ Partiel P R’ Partiel
PAS
Masse grasse totale <0.001 0.106 <0.001 0.084 0.651
Rapport taille/hanches 0.306 0.005 0.943 0.001 0.526
Concentration leptine 0.502 0.002 0.348 0.004 0.904
PAD
Masse grasse totale <0.001 0.125 0.013 0.030 0.099
Rapport taille/hanches 0.584 0.001 0.973 0.001 0.757
Concentration leptine 0.062 0.016 0.482 0.002 0.373
TGL
Masse grasse totale <0.001 0.140 <0.001 0.082 0.053
Rapport taille/hanches 0.001 0.045 0.470 0.005 0.051
Concentration leptine 0.002 0.041 0.283 0.006 0.046
Cholestérol
Masse grasse totale 0.022 0.025 0.056 0.019 0.519
Rapport taille/hanches 0.421 0.003 0.402 0.004 0.278
Concentration leptine <0.001 0.073 0.216 0.008 0.013
ApoB
Masse grasse totale <0.001 0.054 0.001 0.054 0.484
Rapport taille’hanches 0.167 0.009 0.230 0.007 0.666
Concentration leptine <0.001 0.049 0.469 0.003 0.020
ApoAl
Masse grasse totale 0.018 0.028 <0.001 0.075 0.442
Rapport taille/hanches 0.250 0.007 <0.001 0.062 0.107
Concentration leptine 0.735 0.001 0.007 0.031 0.096
HDL-C
Masse grasse totale <0.001 0.100 <0.001 0.100 0.674
Rapport taille/hanches 0.020 0.025 <0.001 0.093 0.252
Concentration leptine 0.400 0.003 0.039 0.017 0.029
Glucose
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Masse grasse totale 0.031 0.023 <0.001 0.074 0.623

Rapport taille/hanches 0.643 0.001 0.014 0.028 0.184
Concentration leptine 0.163 0.009 0.214 0.007 0.708
Acide urique

Masse grasse totale <0.001 0.270 <0.001 0.147 <0.001
Rapport taille/hanches 0.069 0.011 0.881 0.001 0.288
Concentration leptine <0.001 0.053 0.888 0.001 <0.001
Activité ASAT

Masse grasse totale <0.001 0.070 0.067 0.018 0.097
Rapport taille/hanches 0.587 0.001 0.130 0.012 0.122
Concentration leptine 0.004 0.040 0.395 0.004 0.064
Activité ALAT

Masse grasse totale <0.011 0.255 <0.001 0.079 <0.001
Rapport taille’hanches 0.007 0.026 0.855 0.001 0.056
Concentration leptine <0.001 0.048 0.569 0.002 0.007
Activité GGT

Masse grasse totale <0.001 0.232 0.142 0.011 <0.001
Rapport taille/hanches 0.002 0.031 0.301 0.005 0.311

Concentration leptine <0.001 0.053 0.626 0.001 0.007

Hs-CRP

Masse grasse totale <0.001 0.089 <0.001 0.139 0.549
Rapport taille/hanches 0.153 0.011 0.028 0.026 0.052

Concentration leptine 0.119 0.013 0.041 0.023 0.429
Haptoglobine

Masse grasse totale 0.013 0.031 <0.001 0.066 0.810
Rapport taille/hanches 0.881 0.001 0.051 0.022 0.279
Concentration leptine 0.041 0.020 0.742 0.001 0.265

Orosomucoide

Masse grasse totale <0.001 0.137 <0.001 0.222 0.683

Rapport taille/hanches 0.068 0.002 <0.001 0.069 0.132

Concentration leptine 0.842 0.001 0.350 0.004 0.690

'P valeur pour les hommes et *P valeur pour les femmes

3P test d’interaction avec le sexe

Ajustement sur I’age, et les consommations d’alcool et de cigarettes

Les valeurs de la leptine et du rapport taille’hanches ont été ajustées sur les valeurs en log10
de la masse grasse totale

Les valeurs pour la masse grasse, la leptine, les TGL, les enzymes ASAT, ALAT, GGT et la
Hs-CRP ont été transformées en log10 avant les analyses

Pour la Hs-CRP, I’haptoglobine et I’orosomucoide, les données sont disponibles pour
seulement 157 hommes et 157 femmes
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1.2.4 Points forts de I’étude
Les points forts de notre étude sont les suivants :

a) la prise en compte d’un nombre considérable de facteurs communs et nouveaux du
SM.

b) I’ajustement des associations de la leptine sur des mesures précises de la masse grasse
abdominale (rapport taille/hanches) et totale (masse grasse totale par impédance
bioélectrique), en tenant compte de la colinéarité entre eux.

c) la sélection d’une sous-population, relativement homogene, de sujets supposés sains,
sans sujets atteints d’une obésité aggravée, n’ayant pas de différences significatives au
niveau de la masse grasse totale entre les deux sexes, avec une consommation d’alcool
et de tabac modérée, et sans manifestations biologiques des maladies inflammatoires
ou hépatiques.

d) la stratification des analyses par sexe et I’application d’un test sur la significativité des

différences trouvées entre les hommes et les femmes.

1.2.5 Particularité et résultats principaux de |’étude

Cette étude est la premicre, a notre connaissance, qui ait regardé¢ les associations de la leptine
circulante avec un ensemble de facteurs, dits classiques et nouveaux, du SM,
indépendamment de 1’adiposité totale et abdominale, et en fonction du sexe, en appliquant un
test des interactions en fonction sexe.

Nous avons : 1) confirmé I’association de la leptine avec la CRP démontrée par Abdullah et
al[Abdullah et al. 2007], 2) démontré des associations de la leptine avec des facteurs du SM

principalement métabolisés par le foie (TGL, cholestérol total, ApoB, acide urique et

enzymes hépatiques ASAT, ALAT et GGT) chez les hommes et avec I’inflammation (CRP)

chez les femmes et 3) décrit I’absence des relations entre la leptine et la pression artérielle, le

glucose et I’orosomucoide dans les deux sexes.

1.2.6 Comment expliquer les associations trouvées spécifiques au sexe ?

1) Différences au niveau anatomique, physiologique

Comme nous 1’avons montré dans ’article sur I’évolution de I’'IMC, pour une obésité modeste
(IMC<40kg/m®), la masse grasse intra-abdominale est associée d’une fagon non-linéaire avec
les indices de poids, IMC et tour de taille chez les hommes, contrairement aux femmes chez
lesquelles cette association reste toujours linéaire [Schreiner et al. 1996]. Dans notre

population, tout individu d’une obésité extréme est exclu et les hommes et les femmes n’ont
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pas de différences significatives de masse grasse totale. Dans cette fourchette d’IMC (poids
normal a obésité modeste), les hommes ont plus tendance a accumuler de la masse grasse
dans la région abdominale, trés proche du foie. Ceci n’est pas forcement reflété par les
mesures de la masse grasse totale ou du ratio taille/hanches. Cette accumulation de graisse
encourage le développement d’une stéatose hépatique. En effet, 1’épaississement (di a
I’accumulation) de la masse grasse mésentérique, mesuré avec précision par la technique des
ultrasons chez des sujets non-obeses, a été proposé comme un déterminant indépendant de
I’IMC pour la stéatose hépatique [Liu et al. 2006]. La stéatose hépatique, présente souvent
chez des individus en surpoids ou d’une obésit¢ modeste, conduit a une augmentation
modeste des enzymes ASAT, ALAT et dans une moindre mesure de I’enzyme GGT. Cet état
physiopathologique influence le métabolisme lipidique et entraine 1’activation d’un certain
nombre d’adipokines [Rector et al. 2008]. Par ailleurs, dans une étude composée d’individus
avec une marge d’IMC restreinte entre les normaux et les obéses<40kg/m’, une association
positive entre la leptine circulante et la stéatose hépatique, a été trouvée chez les hommes et
non pas chez les femmes, aprés ajustement sur la composition corporelle (masse grasse,
masse maigre) [Valtuena et al. 2005]. En se basant sur ces données, nous pourrions
éventuellement expliquer les associations décrites, de la leptine en fonction du sexe, avec les
lipides, les enzymes hépatiques et I’acide urique, apres avoir supprimé I’effet de masse grasse
totale et du rapport taille/hanches.

Ces associations de la leptine sont encore plus supportées par les données existantes dans la
littérature décrivant I’implication de cette adipokine dans le métabolisme du foie. Il a été
démontré que la leptine agit sur I’expression des geénes du foie [Barzilai et al. 1997]. En ce qui
concerne les lipides chez 1’animal, la leptine joue un rdle dans le métabolisme des TGL du
foie [Huang et al. 2006] et le ‘turnover’ de I’apolipoprotéine HDL [Silver et al. 1999]. Chez
I’homme, une association a été trouvée entre la leptine et les variables du métabolisme du
cholestérol [Hallikainen et al. 2007]. En effet, la leptine réprime le géne codant pour I’enzyme
Desaturase-1 Stearoyl-CoA, impliquée dans la synthese des TGL et des VLDL dans le foie
[Cohen et Friedman 2004]. 1l a été également montré que I’acide urique est associé avec la
leptine, suggérant que cette adipokine pourrait agir directement sur la modulation des taux
sanguins de 1’acide urique ou inversement que l’acide urique pourrait moduler les taux
circulants de la leptine, par des mécanismes non dépendants de 1’obésité [Fruehwald-Schultes
et al. 1999]. En plus, une autre étude sur des hommes suppos€s sains a proposé que 1’acide

urique influence les taux circulants de la leptine indépendamment de I'IMC [Ogura et al.

2000].
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2) Différences au niveau des adipocytes

Les cellules adipeuses des régions portale (comparé a la non-portale) et intra-abdominale, des
sujets non-obeses, sont plus volumineuses et disposent d’une activité lipolytique plus élevée
chez les hommes que chez les femmes [Rebuffe-Scrive et al. 1989]. Les hommes a obésité
modeste présentent une activité métabolique plus élevée au niveau des cellules adipeuses et
pourraient ainsi avoir une plus grande sensibilité a la production des hormones (comparés aux
femmes) telles que la leptine, malgré les taux circulants plus élevés de cette adipokine chez
les femmes que chez les hommes [Saad et al. 1997]. En revanche, ces différences entre
hommes et femmes sont absentes chez les sujets a obésité sévere [Rebuffe-Scrive et al. 1990].
Les observations décrites auparavant soulignent I’importance de tenir compte du degré
d’obésité ainsi que du sexe dans le cas de I’étude de 1’obésité en relation avec les
dysfonctionnements métaboliques. Ces observations pourraient, au moins partiellement
expliquer les associations en fonction du sexe que nous avons trouvées dans notre population

avec une marge d’IMC bien définie.

3) Différences au niveau hormonal

I1 est déja établi que le sexe est un facteur majeur pour les taux plasmatiques de la leptine et
que les femmes ont des taux plus élevés comparé a ceux des hommes, pour une méme
quantité¢ de masse grasse totale [Saad et al. 1997]. Les hormones stéroides sexuelles ont des
effets directs sur les cellules du tissu adipeux: a) via leurs récepteurs qui régulent
I’expression de certains geénes; parmi eux la leptine et b) par leur implication dans la
prolifération et différentiation des pré-adipocytes. De cette maniere, le sexe est un
déterminant pour la répartition de la masse grasse chez les hommes et les femmes [Mayes et

Watson 2004].

1.2.7 Quelques commentaires

Les associations que nous avons trouvées entre la leptine et les lipides, les enzymes
hépatiques et I’acide urique chez les hommes, ne sont pas dues aux facteurs tels que la
consommation de tabac et d’alcool (qui sont plus élevées chez les hommes), car nous avons
tenu compte de ces facteurs (ajustement sur alcool et tabac pour les analyses statistiques).
Concernant 1’absence de relations de la leptine avec la pression artérielle et le glucose, nous
pourrions supposer qu’une association existe seulement dans le cas d’une hypertension sévere
ou d’une intolérance au glucose, et non pas dans notre population pour laquelle les valeurs

extrémes de la pression artérielle, ainsi que du glucose circulant ont été exclues.
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1.2.8 Limite de [’étude

La limite principale de cette étude consiste dans le nombre limité de sujets dans 1’échantillon
utilisé (192 dans chaque groupe). Par conséquence, ces résultats doivent étre interprétés avec
prudence. Cependant, cet effectif permet la détection d’un R* de 0.04 (R=0.02) avec une

puissance statistique de 81% pour un niveau de significativité de 0.05.

En conclusion, nous avons étudié les associations éventuelles de la leptine avec les facteurs

liés au SM dans une population supposée saine, sans une obésité extréme et avec une masse

grasse similaire pour les deux sexes. D’une part, la leptine a été préférenticllement associée

avec des facteurs principalement métabolisés par le foie chez les hommes, suggérant que cette

hormone pourrait étre impliquée dans la stéatose hépatique non diagnostiquée. D’autre part, la

leptine a été associée avec un marqueur d’inflammation, la CRP, chez les femmes. Les

résultats observés, soulignent 1’importance de cette adipokine dans le métabolisme des

facteurs du SM et ’intérét particulier d’étudier la pré-pathologie du SM en tenant compte du

SEXC.
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I1. FTO, nouveau géne impliqué dans I’obésité

I1.1 Effets des polymorphismes du géne FTO sur les changements de I'IMC chez les
enfants dans la Cohorte STANISLAS (Publication No3)

11.1.1 Quelle est l'intérét de réaliser cette étude ?

Toujours dans le contexte de I’obésité, un geéne tres récemment découvert, le FTO, a attiré
notre attention. Tres peu d’études existent sur ce nouveau gene. Des associations de certains
SNPs de FTO avec un IMC ¢€levé ou une obésité ont été¢ mis en évidence chez les enfants et
les adultes [Dina et al. 2007; Frayling et al. 2007], ainsi qu’avec les indices de 1’obésité (IMC,
tour de taille et poids) [Scuteri et al. 2007]. Les SNPs ayant des associations décrites ci-avant
sont les suivants : rs9939609, rs9930506, rs17817449 et rs1421085. Ces SNPs sont en
déséquilibre de liaison.

Grace au caractere longitudinal de la cohorte STANISLAS et a une certaine homogénéité
provenant de I’absence d’une obésité sévere et des maladies graves, telles que le diabéte et les
MCYV, nous nous sommes intéressés a I’étude de deux SNPs du gene FTO (rs17817449 et
rs1421085), en se servant d’un sous-échantillon de cette cohorte.

Jusqu’a présent, les études réalisées en relation avec le FTO sont transversales. Ainsi, nous
avons voulu regarder 1’effet de ce géne au fil du temps, ainsi que les différences potentielles
de cet effet en fonction de 1’age.

Pour cette raison, nous avons ¢étudié deux SNPs du géne FTO en relation avec une prise de

poids a court terme, chez des adultes et des enfants.

Le sous-échantillon consiste en 391 adultes (30-54 ans) et en 430 enfants et adolescents (5-20
ans). La fréquence allélique des SNPs rs17817449 et rs1421085 étudiés est 0.421 et 0.412

respectivement.

11.1.2 Associations trouvées chez les enfants et adolescents

Apres ajustement sur 1’age, le sexe et le Z-score de I'IMC au point ty, nous avons testé
différents modeles (modele récessif, modéle dominant, modele de comparaisons catégoriques
et modele additif) le modele additif étant le plus adapté. Chez les enfants et les adolescents,
les valeurs moyennes des changements sur 5 ans du Z-score de I'IMC ont été
significativement élevées pour les porteurs de 1’allele ‘G’ pour le SNP rs17817449 (p pour le
modele additif = 0.049) et pour les porteurs de I’allele ‘C’ pour le SNP rs1421085 (p pour le
modele additif = 0.033). Les moyennes+SD ont été -0.049+£0.054, 0.027+0.041 et
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0.126+0.072 pour les génotypes TT, GT et GG respectivement et 1’effet additif estimé a été
0.085 par allele, pour le SNP rs17817449. Les moyennes+SD ont été¢ -0.050+0.055,
0.020+0.042 et 0.134+0.063 pour les génotypes TT, CT et CC respectivement et 1’effet additif

estimé a été¢ 0.088 par allele, pour le SNP rs1421085. En ce qui concerne les adultes, les

associations des deux polymorphismes avec les changements sur 5 ans du Z-score de I'IMC

n’ont pas été significatives (p = 0.823 et 0.538 respectivement). Tous ces résultats se trouvent

détaillés dans le Tableau 9.

Tableau 9. Evolution sur 5 ans du Z-score de ’IMC en relation avec les polymorphismes
rs17817449 et rs1421085 du géne FTO.

rs17817449 SNP TT GT GG ANOVA
Nombre de sujets 276 414 131 Effet additif P' Additif
IMC Z-score au point t, 0.097+0.072* 0.142+0.055 0.177+0.107 0.514
IMC Z-score au point t; 0.121+0.077 0.204+0.056  0.302+0.094 0.142
Diftérence de IMC Z-
score
Total 0.017£0.037 0.064+0.028  0.132+0.045 0.054
Adultes 0.101+£0.034 0.107+£0.028  0.111£0.043 0.006 0.823
Enfants et adolescents -0.049+0.054 0.027£0.041 0.126+0.072 0.085 0.049
rs1421085 SNP TT CT CcC ANOVA
Nombre de sujets 268 414 139 Effet additif P’ Additif
IMC Z-score au point tg 0.096%0.073 0.131£0.055 0.209+0.109 0.408
IMC Z-score au point t; 0.117£0.079 0.190£0.056  0.341+0.096 0.091
Différence de IMC Z-score
Total 0.015+£0.038  0.059+0.028  0.146+0.042 0.028
Adultes 0.095+0.033 0.104+0.028  0.131+0.044 0.016 0.538
Enfants et adolescents -0.050£0.055  0.020+£0.042  0.134+0.063 0.088 0.033

'p ANOVA

*Moyennes arithmétiques+SD
Les valeurs du Z-score de I'IMC au point t, et t; ont été ajustées sur 1’age et le sexe
Les valeurs de I’évolution du Z-score de I’'IMC ont été ajustées sur 1’age, le sexe et sur les

valeurs du Z-score de I’'IMC au point ty
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11.1.3 Nouveaux éléments apportés par cette étude

Les SNPs choisis pour la présente étude sont ceux utilisés par Dina et al [Dina et al. 2007].
Scuteri et al [Scuteri et al. 2007] ont démontré une association du SNP rs9930506 avec I’IMC
d’une fagon prospective et Frayling et al [Frayling et al. 2007] ont pu montrer un risque élevé
de développement de 1I’obésité chez des enfants et adultes, porteurs du SNP rs9939609.

Notre étude apporte de nouveaux éléments concernant les relations des variants du géne FTO
avec 1’évolution de ’IMC au cours du temps. L’effet de deux variants du FTO, chez des
sujets sans obésité sévere ou morbide, suggére une implication de ce gene dans les
mécanismes physiologiques régulant I'IMC.

Les associations significatives détectées seulement chez les enfants et adolescents pourraient
suggérer que I’impact du géne FTO dépend de 1’age. Le FTO serait probablement impliqué
dans des mécanismes physiologiques pendant la puberté et qui ne persisteraient pas dans la
vie adulte. En plus, les facteurs environnementaux changent avec 1’dge et ceci masque
éventuellement 1’effet des marqueurs génétiques, et dans notre cas, I’effet du FTO.

I1 est a noter que 1’absence de relations chez les adultes pourrait étre expliquée par la taille de

I’échantillon exploité.
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I11. Aspects techniques
I11.1 Réflexions sur la stratégie en transcriptomique dans la cohorte STANISLAS

La constitution d’une banque d’échantillons biologiques de bonne qualité suppose une
maitrise des variations dues a une multitude de parametres, tels que la durée de préparation
des échantillons, les méthodes/techniques utilisés pour cette préparation, les conditions de
stockage e.t.c. De nombreuses études ont déja déterminé les points cruciaux pour la
constitution des bio-banques des échantillons de plasma/sérum et d’ADN. Or, I’avancement
des connaissances scientifiques a créé le besoin de s’intéresser a d’autres types de ressources
biologiques, tels que les PBMCs et a d’autres types de molécules, tel que ’ARNm. Puisque
ces types de banques sont récemment congus, 1’amélioration des conditions pour assurer leur
qualité est en cours de développement.

C’est ainsi que des tests de faisabilité ont été réalisés pour la banque de PBMCs de la cohorte
STANISLAS [Marteau et al. 2005a]. Cette démarche assure la qualité des ARN des PBMCs
et par conséquent, ¢tablit les bases, pour obtenir des résultats de qualité en transcriptomique.
Bien que ces bases soient essentielles et que la quantification de I’ARNm d’un gene soit une
technique permettant une haute précision (contrairement aux techniques semi-quantitatives), il
existe une toute autre problématique concernant ce sujet. Cette problématique gravite autour
de quelques points cruciaux : 1) extraction de I’ARN total, 2) contamination par I’ADN
génomique, 3) reverse transcription (RT), 4) PCR en temps réel, 5) normalisation des
résultats|Bustin 2002] et chacun de ces points souléve certaines réflexions.

Ici, nous allons présenter brievement les décisions prises apres différents tests appliqués au
niveau de D’extraction et de 1’élimination des contaminants mais nous allons, en revanche,

insister sur la PCR en temps réel et la normalisation des résultats.

1I1.1.1 Extraction des ARN totaux et contamination par ADN génomique

Cette étape a été réalisée a ’aide d’un automate (MagNA Pure, Roche) qui a été choisi au
départ, en vue d’extraire des ARN en grande échelle, dans I’objectif de travailler avec les
échantillons de la Cohorte STANISLAS. L’extraction d’ARN est faite, habituellement,
manuellement (extraction par rétention des ARN sur une membrane-kits d’extraction). La
technologie des robots qui simplifient le travail du chercheur par une procédure automatisée,
permet d’éviter les erreurs provenant de la personne qui manipule. Le principal avantage de
cet appareil consiste en la reproductibilité des expériences. En plus, I’appareil dont nous nous

sommes servis comprend une étape de traitement des extraits avec une DNase (pour dégrader
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I’ADN génomique résiduel, éventuel), contrairement a la stratégie d’extraction manuelle, ou

le traitement doit se faire a la suite de 1’extraction.

Cependant, I’appareil que nous utilisons est un systéme fermé, mettant ainsi des barricres
quant a ’optimisation des parameétres. Il est vrai qu’en théorie, chaque appareil assure les
meilleurs résultats, mais en vérité, il faut toujours valider son efficacité. Pour ces raisons,
nous avons réalisé des tests de comparaison des différents kits et protocoles (établis par le

fournisseur), pour enfin, choisir la meilleure combinaison de kit-protocole.

En ce qui concerne les contaminations par ADN génomique (dégradation incompléte par
I’enzyme), nous avons assuré son élimination par deux fagons : 1) traitement par 1’automate,
et 2) utilisation d’un kit de RT qui intégre une étape de dégradation de I’ADN génomique.
Pour éviter également toutes les autres contaminations (RNases, ADN d’origine bactérienne
e.t.c.), nous avons €tabli un protocole de manipulations (endroit des manipulations, utilisation
d’une hotte, utilisation de pipettes réservées pour I’ARN, manipulations par la méme
personne e.t.c.) bien strict.

Il faut noter que, malgré les précautions, nous nous servons de contrdles a chaque expérience

pour détecter les éventuelles contaminations qui pourraient influencer la qualité des résultats.

111.1.2 PCR quantitative absolue

La PCR quantitative est actuellement la technique la plus sensible pour mesurer I’expression
d’un gene. C’est pour cette raison qu’elle a été notre technique de choix pour les études
transcriptomique des PBMCs dans la cohorte STANISLAS. Plus précisément, nous avons
appliqué la PCR quantitative absolue qui mesure les ARNm, non pas par rapport a un géne de
ménage mais en se basant sur une gamme ¢étalon d’échantillons de concentration connue.
L’approche ‘absolue’, contrairement a I’approche ‘relative’ mesure le nombre de copies, au
lieu de donner un ratio (géne d’intérét/gene de ménage). Elle est plus laborieuse, puisqu’elle
demande de constituer une ‘gamme étalon’ de référence. Quoique la PCR quantitative relative
soit plus simple a réaliser, elle est plutot limitée aux études: 1) de genes d’une forte
expression et 2) de cas/controle. Aucune de ces deux caractéristiques n’est le cas de la cohorte
STANISLAS. En ayant comme objectif de quantifier des genes jamais étudiés auparavant
dans les PBMCs, nous ne savions pas quel était le niveau de leur expression. Ainsi, pour des
genes de faible expression, la PCR absolue permet de mesurer avec une plus grande précision
et de tenir compte des variations analytiques. En effet, ce dernier point est résolu pour la PCR

relative, puisque d’une part, les variations analytiques ne peuvent pas fausser les résultats
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quant a une forte expression et d’autre part, I’utilisation des ratios permet d’éliminer les
variations dues aux parametres autres que les parametres biologiques.

Globalement, notre stratégie a consisté en la création d’une ‘gamme étalon’ refaite pour
chaque expérience-‘run’ ou enregistrée dans I’appareil, en 1’utilisation de duplicatas par
échantillon et a I'utilisation d’un contrdle interne. En ce qui concerne la ‘gamme étalon’, nul
choix est idéal. Quant a une série d’ expériences-‘run’, pour que les résultats soient
comparables, il faut se focaliser sur les variations entre ‘runs’ (inter-variations). Refaire pour
chaque ‘run’ une gamme introduit forcement des erreurs, puisqu’un manipulateur ne pourra
jamais reproduire exactement la méme gamme étalon. Ainsi, I’enregistrement d’'une gamme
qui sert pour tous les ‘runs’ simplifie énormément la procédure en matiere de temps et de
reproductibilité. Comme complément a cette approche, nous avons utilis€¢ un contrdle interne
(Ie méme échantillon d’une concentration connue) dans chaque ‘run’ pour avoir une idée des
variations analytiques de la PCR. Dans notre cas, les variations ont été calculées a une
moyenne de 0.4%, donc considérées comme insignifiantes. Les duplicatas ont été utilisés pour
calculer les intra-variations, c¢’est-a-dire, les variations dans le méme ‘run’ et nous avons
obtenu des moyennes a 0.5%. Il est a noter que les expériences de PCR ne sont pas
comparables aux expériences de mesure des protéines, puisqu’il s’agit dans le deuxiéme cas
de molécules d’une complexité structurelle et d’une diversité de propriétés qui influencent
significativement la reproductibilité des résultats. En plus, pour la PCR quantitative, il
n’existe pas vraiment de contrdles internes, autrement dit, de molécules étrangeres a la nature

de ’ARN qui serviraient a estimer les variations analytiques.

111.1.3 Normalisation

On entend par normalisation, I’approche qui a pour but de diminuer le plus possible les biais
provenant des différentes sources de variabilité qui sont habituellement de deux natures ; la
variabilit¢ inhérente au matériel biologique, la variabilit¢ due a I’efficacité et a la
reproductibilité des appareils et protocoles de manipulation.

La normalisation peut intervenir a plusieurs étapes de la procédure : 1) volume/taille du tissu,
2) quantité d’ARN total et 3) genes de ménage [Huggett et al. 2005]. Dans un premier temps,
la normalisation au niveau du matériel biologique de départ (PBMCs) peut se traduire par
I’utilisation du méme nombre de cellules. En effet, pour la banque de la cohorte STANISLAS
nous avons déterminé un nombre idéal de cellules PBMCs avant le stockage des échantillons.
Ainsi, 2 millions de cellules sont stockés par tube, et ceci offre une certaine homogénéité, en

ce qui concerne le matériel biologique de départ. Ensuite, la quantification de I’ARN total
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apres I’extraction nous donne une idée des variations quantitatives qui pourraient par la suite
influencer le rendement de la reverse transcription. Ainsi, ’obtention d’ARN totaux de
concentrations similaires est un élément d’une certaine importance pour éviter les biais. Pour
la cohorte STANISLAS, nous avons examiné ce point et nous avons obtenu des
concentrations d’ARN d’une marge assez restreinte (5-25ng/puL).

En ce qui concerne les génes de ménage qui offrent une solution dite facile pour normaliser
les résultats, nous avons quelques objections basées sur la littérature[ Sturzenbaum and Kille
2001] et également sur nos propres expériences. Il est intéressant de rappeler que les genes de
ménage ont été des outils adaptés pour les techniques non ou semi-quantitatives grace a leurs
forts niveaux d’expression. Ces techniques se focalisaient a des résultats d’une nature plutdt
qualitative. Pourtant, leur utilisation persiste pour les techniques de transcriptomique
purement quantitatives. Le probléme est que, pour qu’un gene de ménage puisse étre adapté
pour ces expériences, il doit répondre a des exigences différentes que celles des techniques
qualitatives. Comme la PCR quantitative est précise, le géne de ménage doit varier beaucoup
moins que le géne d’intérét. Or, ceci est trés rarement le cas. En effet, lorsque nous avons
testé les genes de ménage GAPDH et RPL13A (ribosomal), nous avons obtenu des variations
qui ne permettaient pas de se servir de ces genes pour normaliser les résultats. En plus, la
forte expression d’un géne pour qu’il soit qualifié de géne de référence n’est pas une exigence
pour la PCR quantitative ; au contraire, pour un géne faiblement exprimé dans un tissu, un
gene de ménage doit étre dans la méme échelle d’expression. Le probleme du choix du gene
de ménage est assez compliqué et demande une grande prudence, puisqu’il peut altérer les
résultats au lieu de les normaliser. Pourtant, la plupart des chercheurs ne fournissent pas de
preuves de validation de leurs genes de ménage dans leurs publications. Idéalement, il faut
trouver un gene de ménage dont I’expression ne varie pas dans le type de cellules étudiées et
qui ne soit pas influencé par les conditions des expériences (par exemple traitement). Un
travail intéressant d’une équipe a ce sujet, a consisté en la description de génes de ménage
appropriés par tissu et au calcul d’une sorte de moyenne (moyenne géométrique) des génes de
ménage les plus stables par tissu [Vandesompele et al. 2002]. Les auteurs suggérent que non
seulement il est nécessaire de chercher des genes de référence spécifiques a un tissu mais
qu’en plus, il n’existe pas un seul géne qui pourrait étre suffisamment stable pour servir de
gene de ménage. Ceci dit, chaque laboratoire doit valider des génes de ménage. Dans notre
laboratoire, les deux genes cités auparavant ont été testés par PCR quantitative mais nous
avions déja examiné plusieurs d’entre eux dans une étude de puce faite antérieurement

(GAPDH, EEF1A1, B2M, RPL13A) (Publication No4).
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La meilleure alternative pour la normalisation de la RT-PCR est 1’utilisation d’une molécule
‘artificielle’ incorporée dans I’échantillon apres 1’extraction des ARN totaux [Huggett et al.
2005]. Cette molécule permet de suivre les étapes de reverse transcription et de PCR
quantitative mais sa fabrication est assez laborieuse. En plus, elle ne tient pas compte de
’étape d’extraction.

Puisque nous ne nous sommes pas servi des genes de ménage pour les raisons citées
auparavant et que nous avons réalisé une PCR quantitative absolue, nous avons pensé a une
étape supplémentaire de normalisation au niveau de ’ADNc. Pour que nos résultats soient
comparables entre individus, nous avons ajusté tous les échantillons a la méme concentration
d’ADNec. Ici, il est a souligner que nous étions obligés de choisir la concentration la plus
faible d’ADNc pour que nous puissions ramener tous les échantillons a la méme
concentration (5ng/pL). Ceci, pourrait éventuellement soulever des questions quant a I’impact
de la faible quantité de I’ADNc sur ’expression de certains génes qui ne s’expriment pas
fortement dans les PBMCs (ce point est discuté dans le chapitre concernant 1’expression de la

leptine).

En conclusion, nous avons testé plusieurs points importants de la problématique touchant le

sujet de la quantification des ARNm et nous avons essayé de trouver les solutions les plus

adaptées pour notre propre cohorte, sans pour autant faire abstraction des données et des

essais décrits dans la littérature. Cette optimisation demande du temps mais elle assure au

maximum la validité de nos résultats.
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IV. Etude des PBMCs en transcriptomique

En dehors des études épidémiologiques se focalisant sur les polymorphismes, il existe un
autre domaine de grand intérét, toujours en épidémiologie, a découvrir : I’expression génique.
Décrire le profil d’expression de génes en pré-pathologie, dans des tissus spécifiques, est une
approche relativement nouvelle et trés prometteuse, puisqu’elle peut étre complémentaire des
approches classiques existantes.

En se focalisant sur les facteurs liés au SM et aux MCV, I’obésité et 1’hypertension, nous
pourrons proposer une multitude de tissus a exploiter. Dans le cas de I'inflammation, a
I’exception du plasma, les cellules mononuclées circulantes (PBMCs-Peripheral Blood
Mononuclear Cells), sont les cellules le plus facilement accessibles pour les études
épidémiologiques de grande taille. En effet, les PBMCs sont les cellules les plus
représentatives de I’inflammation [Hansson 2005; Libby 2006], état étroitement lié a 1’obésité
[Trayhurn et Wood 2004] et I’hypertension [Li et Chen 2005].

Etant donné les avantages de ce tissu, pour pouvoir étudier les génes d’intérét avec des
approches qualitatives et également quantitatives, la constitution d’une banque de PBMCs a
¢té la stratégie choisie pour la cohorte STANISLAS. La constitution d’une telle banque
demande des considérations majeures sur les variations analytiques concernant la collecte du
sang, les manipulations, ainsi que les conditions et la durée du stockage [Debey et al. 2004].
La banque de PBMCs de la cohorte STANISLAS a été constituée sur la base de ces réflexions
et assure les conditions qui permettent la fiabilité des résultats obtenus [Marteau et al. 2005a].
L’ensemble de ces éléments ont été pour nous la motivation principale pour nous investir dans
le projet suivant qui est basé sur I’hypothése que: les PBMCs pourraient représenter un
modele pour étudier les facteurs de risque du SM et des MCV dans le contexte de

I’inflammation.
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IV.1 Les PBMCs comme modéle pour étudier I’obésité et I’hypertension dans le contexte
de inflammation (Publication No4).

1V.1.1 L’inflammation comme processus central et les PBMCs comme tissu-cible pour les
facteurs de risque des MCV

L’athérosclérose est un état complexe qui implique différents mécanismes biologiques :
rétention des lipides, oxydation des LDL et stress oxydant en général, contrdle de 1’expression
de genes liés au métabolisme lipidique par des facteurs de transcription et des récepteurs
nucléaires, adhésion cellulaire, coagulation, contraintes de cisaillement liées au flux sanguin
et a la régulation de la pression artérielle, prolifération cellulaire et apoptose et probablement
infection microbienne.

Pour chacune de ces voies métaboliques, des relations avec I’inflammation ont été
démontrées. En effet, certains marqueurs sanguins d’inflammation sont associés avec la
pression artérielle chez des individus supposés sains, suggérant I’inflammation comme un
marqueur de la pression artérielle élevée [Abramson et al. 2006]. D’autres études proposent
que les leucocytes répondent aux changements des taux lipidiques plasmatiques par la
régulation d’un réseau de geénes, incluant ceux impliqués dans le métabolisme des acides gras
[Ma et al. 2007]. L’importance de I’inflammation dans [’état pro-thrombotique a été
récemment soulignée [Afshar-Kharghan et Thiagarajan 2006] et des relations entre le stress
oxydant et I’inflammation ont été¢ constatées [Kotur-Stevuljevic et al. 2007]. Dans tout le
processus d’athérosclérose, des récepteurs nucléaires répondent au stress oxydant et a
I’inflammation par la régulation de I’expression de geénes impliqués dans I’inflammation et le
métabolisme lipidique [Pascual et Glass 2006; Puddu et al. 2005]. Toutes les données citées
auparavant, suggérent [I’'inflammation comme mécanisme central dans un réseau
d’interactions.

La majorité des études, ayant pour objectif 1’identification de marqueurs spécifiques d’une
maladie, se focalise sur les protéines circulantes (plasmatiques/sériques). Pourtant, les
concentrations plasmatiques/sériques correspondent a un pool de molécules provenant de
différents types de tissus et reflétent par conséquent, d’une facon globale, 1’état
physiopathologique de I’individu. En effet, les taux sanguins de molécules ne reflétent pas
leur production spécifique par leurs tissus-source [Jason et al. 2001], au moins dans le cas de
cytokines. Un état sous-clinique déja installé, n’est éventuellement pas mis en évidence par la
mesure des protéines circulantes. Ainsi, les PBMCs pourraient étre une source alternative

d’informations sur un €tat physiopathologique et servir comme tissu-cible a étudier.
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Ainsi, les hypothéses de notre étude étaient les suivantes :

Pourrait-on proposer les PBMCs comme un modele spécifique et informatif pour étudier les
relations/interactions entre les différentes voies métaboliques liées aux MCV dans le contexte
de I’inflammation ?

Est-ce que les variations d’expression dans les PBMCs pourraient différencier les individus

avec ou sans facteurs de risque (obésité, hypertension) des MCV ?

1V.1.2 Stratégie suivie

Pour vérifier nos hypothéses, nous avons appliqué une approche intégrative de géne-candidat

des MCV, en étudiant dans les PBMCs, I’expression de plusieurs génes (182 genes) faisant

partie de 10 voies métaboliques principales (régulation de la pression artérielle, adhésion

cellulaire, coagulation, stress oxydant, métabolisme des lipides, métabolisme du glucose et
obésité, facteurs de croissance cellulaire, enzymes du métabolisme des médicaments, facteurs

de transcription, défense immunitaire), chez 20 individus non-atteints de MCV, mais ayant au

moins un facteur de risque (obésité, hypertension).

Les caractéristiques des 20 sujets choisis pour cette étude sont illustrées dans 1’ Annexe 5 et la
répartition des 182 génes classés par voie métabolique apparait dans I’Annexe 6. Le choix des
genes se base sur la littérature existante et également sur notre propre expérience dans le
domaine génétique des MCV [Cheng et al. 1999; Gibbons et al. 2004; Li et Chen 2005;
Marteau et al. 2005b; Pallaud et al. 2001b; Pallaud et al. 2001a; Visvikis-Siest et Marteau
2006].

1V.1.3 Intérét des PBMCs dans les MCV

A notre connaissance, la plupart des genes étudiés ici n’ont jamais ¢été étudiés auparavant dans
les PBMCs. Bien que le domaine des MCV soit continuellement supplémenté par des données
démontrant I’implication de l’inflammation dans ces maladies, les PBMCs ne sont pas
suffisamment étudiés dans cette optique. Un nombre relativement faible d’études en
transcriptomique a utilisé¢ les PBMCs [Chon et al. 2004; Lampe et al. 2004; Moore et al.
2005; Wibaut-Berlaimont et al. 2005]. Or, ces études suggerent les PBMCs comme un tissu
reflétant 1’exposition aux facteurs environnementaux ou aux pathologies installées (infarctus,

hypertension).
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Dans la logique de considérer les PBMCs comme un tissu sensible aux changements dans
I’organisme (par 1’expression de génes qui est une mesure sensible a I’environnement et a la
fonction cellulaire), en tenant compte du fait que les taux plasmatiques de protéines ne sont
pas toujours la source d’information la plus spécifique pour tout état pathologique et surtout
physiopathologique [Jason et al. 2001], et en se basant sur les résultats que nous avons
obtenus, nous proposons les PBMCs comme un tissu-cible intéressant pour étudier les MCV.

Nous tenons a ajouter que quelques études [Eady et al. 2005; Radich et al. 2004; Whitney et
al. 2003] ont déja choisi d’étudier les PBMCs chez des individus supposé€s sains et dans le
contexte que ce tissu peut ‘témoigner’ des changements méme physiologiques dans
I’organisme. Or, elles se sont focalisées sur les variations physiologiques d’expression en
fonction du sous-type cellulaire, du sexe et de 1’age, ainsi que sur les variations analytiques

dues aux manipulations et au stockage des PBMCs.

1V.1.4 Distribution globale de [’expression des 182 genes

Parmi les 182 geénes, 166 ont été exprimés avec une significativité élevée (p<0.01, en
considérant comme exprimé un geéne pour lequel nous détectons I’ARNm au moins chez un
individu). La Figure 14 décrit la distribution de I’expression des génes et donne le nombre de

genes exprimés en relation avec le nombre d’individus.
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Nombre de génes

012 3 456 7 8 9101112131415 16 1718 1920

Nombre de sujets

No de sujets No de génes

20 ACE, ADRA2B, ADRB3, ALOX15, APOA4, APOB, APOCIV, BDKRB2, CAPN10, CCL2, CD14,
CLCNKB, CXCL12, CYBA, CYP11B2, CYPIAL, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2J2, CYP4Al1,
CYP4F2, DEFA3, EGF, F7, GNB3, GSTP1, GYS1, ICAMI, IL4R, ITGA2, LPA, LTA, MMP3,
MTHFR, NOS2A, NOS3, NPR1, PDGFA, PHGDH, PNMT, POMC, PTGS1, SAH, SCNNIA,
SCNN1G, TNFRSF1B, VEGF

19 ADDI, ADD2, AGT, AGTRI, APOA1, AVPRIA, CBS, CLU, CSF2, CTLA4, CYP2A6, CYP2EL, F5,
FPRLI, GGT1, GNAS, LCAT, LIPE, LPL, NPR2, NR112, PTGIS, TNF

18 CD36, CYP2C18, F2, FGB, HMOX1, KLK1, MEF2A, NR1H3, PTGS2, RGS2, SCNNI1B

17 ARNT, ATP1A2, FPR1, GSTT1, HSDI11B1, IL1A, IL6, KYNU, LEP, SGK, VDR

16 AHR, ARTS-1, GPD2, IL18, RENBP, SELL, TCF7

15 ADRA2A, CAMP, CCR3, INSR

14 C3, LIPC, NPR3, PON2

13 ADRBI, APOD, LDLR, LMNA, MPO, NR113, VCAMI

12 ALOXI12, EDN1, EDNRA, PLTP, TGFBI

11 APOCII, EDN2, PPARG

10 GPDI, SELP

9 ALOXS, IL13, ILSRA, SCARB2

8 C5, CCR2, CCR7, NR3C1

7 LEPR, NR1H2

6 DEFA4

5 APOA2, CHRMI, IL1B, SERPINEI, UCP1

4 CETP, CYBB, GCGR, GSTM1, HSD11B2

3 APOH, CCRS5, IL2, IL8, ITGB3

2 APOCI, PDGFB, SCGB1Al

1 ADRB2, APOE, CASR, HSD3B1, IGF1, IL10, IL9, LTC4S, MS4A2, MTP, PON1, PPARA

0 AGTR2, APOCIII, ATP1B1, CCL11, CYP3A4, CYP3AS5, EDNRB, FABP2, IL4, NPPA, NR1H4,

PLA2G1B, REN, SCARBI, SELE, VLDLR

Figure 14. Distribution de I’expression des génes dans les PBMCs des 20 individus
étudiés.

Le graphique montre les génes exprimé€s par nombre d’individus. Pour un nombre total de 182
genes, 166 ont été exprimés (P<0.001).
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1V.1.5 Distribution par voie métabolique

En ce qui concerne les geénes faisant partie des voies métaboliques définies, uniquement 5
genes (AGTR2, REN, EDNRB, ATP1BI1, NPPA) entre les 51 impliqués dans la régulation de la
pression artérielle n’ont pas été exprimés. Les génes de la voie de coagulation et de pro-
thrombose (n=7), de stress oxydant (n=11), de défense immunitaire (n=10) et les facteurs de
croissance cellulaire (n=7) ont été exprimés. Quant aux 10 geénes de I’adhésion cellulaire, seul
celui de la SELE n’a pas ¢été détectable. Les principales enzymes du métabolisme du
médicament ont été exprimées, a 1’exception de 2 cytochromes P450 (CYP3A44, CYP3AS5).
Pour les geénes impliqués dans le métabolisme du glucose, de I’obésité et des lipides, parmi les
36 choisis, 5 n’ont pas été trouvés (APOC3, PLA2GIB, FABP2, SCARBI, VLDLR) et
concernant les facteurs de transcription, NRIH4 était le seul non-exprimé parmi 13 genes.
Enfin, pour les chemokines et cytokines, parmi les 24 sélectionnées, 2 n’ont pas été détectées

(IL4, CCLI1).

La majorité des genes du systeme rénine-angiotensine ont été trouvés exprimés. L’ARNm de
I’enzyme de conversion de l’angiotensine a été déja détecté dans les PBMCs humains
[Costerousse et al. 1993], comme dans notre étude. Notamment, les genes de récepteurs
adrénergiques, de bradykinine et d’éndotheline ont été exprimés. Il a été¢ démontré que les
récepteurs beta-adrénergiques jouent un rdle éventuel intermédiaire pour les effets des
catécholamines sur la production de cytokines par les PBMCs [Wahle et al. 2005]. Comme
suggéré par Horiguchi et al. [Horiguchi et al. 1998], les lymphocytes pourraient servir comme
modele pour étudier la régulation du sodium, puisque le ‘sodium channel non-voltage-gated
protein 1’ est bien exprimé dans les lymphocytes.

L’expression de la majorité des génes du métabolisme lipidique dans les PBMCs chez des
individus supposés sains de notre étude, pourrait suggérer 1’utilité¢ de ce tissu pour étudier la
dyslipidémie.

La leptine est une hormone avec des roles variés dans I’inflammation. Elle induit la
production de multiples cytokines par les PBMCs via ses récepteurs[La Cava and Matarese
2004]. Pourtant, sa production par les PBMCs n’a jamais ét¢ démontrée. La présence de
I’ARNm de la leptine et de son récepteur dans les PBMCs renforce I’hypothése d’implication
de cette adipokine dans I’inflammation, cette molécule pouvant avoir des propriétés sur la
prolifération et la survie des lymphocytes.

La métalloprotéinase 3 de matrice a été bien exprimée dans les PBMCs de notre population et

ces résultats sont en accord avec une étude précédente, suggérant que ce type de cellules
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pourrait €tre impliqué dans le remodelage de la matrice extracellulaire par leur capacité a
produire des métalloprotéinases [Di Girolamo et al. 1998].

Les genes de stress oxydant ont été également représentés dans les PBMCs. Par exemple, trois
glutathione-S-transferases ont été exprimées et 1’expression de ces geénes est élevée dans 1’état
d’inflammation [Aitken et al. 2006]. L’utilit¢ de PBMCs comme un mode¢le plus approprié
que le sérum ou le fluide cérébrospinal pour étudier les glutathione-S-transferases a été déja
démontrée [Kuzma et al. 2006].

Toutes les interleukines pro-inflammatoires ont été exprimées dans des PBMCs non-activés
de notre étude. Cependant, certaines interleukines (anti- et pro- inflammatoires) ont été
faiblement exprimées pour un petit nombre d’individus. Par exemple, IL-9 et IL-10 ont été
trouvées seulement chez un individu, IL-2 et IL-8 chez deux et IL-4 n’a pas été détecté.

Enfin, il est intéressant de noter que certains génes ont été trouvés exprimés pour la premiere
fois dans les PBMC:s ; plus précisément le facteur de coagulation VII, ’APOAA4, le récepteur
aryl hydrocarbon et quelques cytochromes P450.

1V.1.6 Taux d’expression de I’ARNm
Parmi les 166 genes exprimés, montrés sur 1’Annexe 7, la majorité présentait des taux
d’expression suffisamment élevés pour étudier leur profil d’expression d’une fagon

quantitative.

1V.1.7 Validation des microarrays par RT-PCR quantitative

Nous avons choisi 4 geénes impliqués dans 1’inflammation et I’adhésion cellulaire (7NF, IL6,
ICAMI, SELL) qui ont été exprimés par un nombre significatif d’individus (au moins 16
individus), pour valider les résultats des puces.

Ces genes ont été considérés comme exprimés dans le cas d’une amplification spécifique
(courbe de fusion). Le calcul des pourcentages de la présence de chacun d’entre eux a été en
concordance avec les résultats obtenus par les microarrays.

En plus, nous nous sommes servis d’un plus grand échantillon (83 sujets) pour confirmer nos
résultats et pour réaliser une premiére étape de quantification des 4 genes. La variabilité
interindividuelle est de 50.2 a 112.0% (50.2%, 59.0%, 59.1%, 112.0% pour ICAMI, IL6,
SELL, TNF respectivement). L’efficacit¢ de la RT-PCR quantitative est >95% et les
coefficients de variations analytiques ont été estimés a : 0.4% pour intra-série (duplicata) et
0.5% pour inter-série (sujet-controle).

Ces résultats sont illustrés dans le Tableau 10

110



Tableau 10. Pourcentage de présence des 4 génes étudiés.

Etude micro-array sur 20 Etude PCR Etude PCR
Géne sujets supposes sains quantitative sur 20 quantitative sur 83
sujets suppos€s sains  sujets supposés sains
ICAM1 100.0% (20/20)" 100% (20/20) 100% (83/83)
TNFa 95.0% (19/20) 100% (20/20) 100% (83/83)
L-SEL 80.0% (16/20) 95.0% (19/20) 98.8% (82/83)
IL6 85.0% (17/20) 85.0% (17/20) 95.0% (79/83)

T T . \ . sz
Nombre d’individus exprimant les genes étudiés

1V.1.8 Discrimination des individus en fonction des facteurs de risque

L’application d’une analyse de cluster non-supervisée des résultats de micro-arrays a
distingué deux clusters (Figure 15) pour la population étudiée (7 individus sans facteurs de
risque de MCV, 3 hypertendus, 6 ob¢ses et 4 hypertendus-obeses). Le premier groupe semble
étre composé principalement par des obéses ou sans facteurs de risque, alors que le deuxiéme
est compos¢ par des sujets hypertendus/obeses-hypertendus). Nous avons ensuite recherché
les geénes responsables pour cette répartition et nous avons identifié¢ 15 génes : MS4A42, ARNT,
KLKI1, DEFA3, HSDI11B2, TGFBI, C3, NRIH2, LEPR, UCP, F5, ILIA, RGS2, EDN?2,
HSD3B1.

Les genes mis en évidence, font partie des voies métaboliques suivantes : régulation de la
pression artérielle (RGS2, EDN2, KLKI, HSD3BI, HSDI1IB2), obésit¢ (LEPR, UCPI),
inflammation (/L1A, TGFBI), facteurs de transcription (ARNT, NRI1H?2), défense immunitaire
(MS4A42, DEFA3, C3) et coagulation (F5).

Dans un effort d’expliquer ces résultats, nous supposons que NR/H?2 (facteur de transcription)
pourrait moduler la pression artérielle via un effet sur ces 5 genes. Notamment, il a été
démontré que NRIH2 a un effet sur un autre géne impliqué dans la pression artérielle, la
rénine [Morello et al. 2005]. En plus, le récepteur de la leptine, ainsi que le UCPI sont
probablement activés par NRIH2, puisqu’il semble que ce dernier soit impliqué dans le
métabolisme énergétique par I'intermédiaire de I’UCPI [Steffensen et al. 2004]. Il est
important de souligner qu’un /ocus de susceptibilité pour 1’obésité est situ¢ au chromosome
19q ou se trouve également NRI/H?2 [Bell et al. 2004]. Enfin, le récepteur de la leptine pourrait
influencer les processus immunitaires par la régulation de I’activation de PBMCs et par la

production des molécules d’inflammation [La Cava et Matarese 2004]. Tous ces éléments
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renforcent les relations de ’obésité avec I’hypertension et suggerent que I’inflammation

pourrait étre un mécanisme liant ces deux états pathologiques.
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Figure 15. Analyse de cluster non-supervisée de I’expression de génes dans les PBMCs
des 20 individus.

Les valeurs représentent les ratios intensité de ’ARNm du géne/intensité de ’ARN de
référence (pour normaliser les résultats). La zone en bleu distingue les individus en groupes.
Ct : contrdle, O : obese, Ht: hypertendu, HO: hypertendu/obése

1V.1.9 Originalité de [’étude

Cette étude introduit une nouvelle approche dans le domaine des MCV et particulierement
dans 1’étude de leurs facteurs de risque. Elle est la premiére a cibler I’inflammation et son
tissu représentant, les PBMCs, en se focalisant sur un nombre considérable de genes-
candidats faisant partie des principales voies métaboliques des MCV.

Un deuxieme point a souligner est I’étude des individus (pour les microarrays et les RT-PCR

quantitative) non-atteints de MCV ou d’autres maladies inflammatoires, avec des critéres
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d’exclusion tels que la consommation de médicaments, de cigarettes, ainsi qu’une
consommation d’alcool élevée (>32g/jour) qui pourraient influencer I’expression de génes
dans les PBMCs. D’autres critéres d’exclusion concernant 1’obésité et I’hypertension sévere,
ainsi que les valeurs extrémes de glucose, cholestérol et HDL ont été appliqués. La prise en
compte de tous ces criteres, a permis d’étudier 1’obésité et I’hypertension a 1’état

physiologique, avant qu’une obésité/hypertension séveres s’installent.

1V.1.10 Intérét pour la compréhension de la pré-pathologie des MCV
Dans la présente étude, la plupart des génes ont été exprimés avec des taux mesurables pour
quantifier leur expression. Toutes les voies métaboliques ont été représentées, et la
quantification de ’ARNm de certains génes dans un plus grand échantillon a révélé des
variations biologiques intéressantes. Tous ces éléments supportent 1’étude de I’inflammation
via les PBMCs, ouvrent de nouvelles perspectives pour les études de sujets supposés sains
(physiologie) et offrent une base pour des études ultérieures sur la pathologie des MCV.
L’étude des variations physiologiques de I’expression de genes sert a :

a) déterminer les variations interindividuelles, biologiques de 1’expression

b) expliquer ces variations par des facteurs autres que ceux provenant de 1’état

pathologique (constitutionnels, environnementaux, génétiques)

c) comparer ces variations avec les variations obtenues dans 1’état pathologique

En se basant sur ’hypothése que le développement des MCV implique un réseau complexe

d’interactions et de relations entre plusieurs systémes biologiques et voies métaboliques, nous

avons essaye de rassembler un grand nombre de génes liés aux MCV ou a leurs facteurs de

risque, tels que 1’obésité et ’hypertension. Nos résultats démontrent ’intérét d’utiliser les

PBMCs comme modele d’étude des MCV., dans le contexte d’inflammation et d’étudier ce

tissu pour révéler des différences de profil d’expression dans 1’état pre-pathologique (obésité,

hypertension).
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IV.2 Expression de la leptine dans les PBMCs et relations avec la pression artérielle
(Publication NoS5).

1V.2.1 Pourquoi étudier la leptine dans les PBMCs ?

Comme démontré dans 1’étude citée précédemment, la leptine a été pour la premiere fois
trouvée exprimée dans les PBMCs non-stimulés d’individus relativement sains. En plus, le
récepteur de la leptine a ¢été parmi les geénes qui distinguaient les obeses des
obeses/hypertendus et des hypertendus, suggérant un réle spécifique de cette adipokine dans
I’inflammation en relation avec les facteurs de risque de MCV.

Outre ses relations avec ’obésité, la leptine est considérée de plus en plus comme une
hormone avec de multiples rdles physiologiques et diverses implications dans des états
pathologiques tels que les maladies inflammatoires [Bernotiene et al. 2006; La Cava et
Matarese 2004; Otero et al. 2006]. La leptine agit de fagon variée dans les PBMCs [Sanchez-
Margalet et al. 2003]. Des études in vitro ont déja décrit que le traitement des PBMCs avec la
leptine induit une réponse inflammatoire et également 1’expression de ses récepteurs dans les
PBMCs [Zarkesh-Esfahani et al. 2001]. Par ailleurs, la leptine est produite par des cellules
immunitaires, suggérant des propriétés de cette adipokine dans les mécanismes
d’inflammation par des actions para- ou autocrines [La Cava et Matarese 2004].

La production de la leptine par les lymphocytes a été¢ déja décrite mais seulement dans des cas
particuliers. Plus précisément, chez un modele animal avec une maladie auto-immune
(encephalomyelitis), la leptine a été démontrée produite par les T lymphocytes et les auteurs
ont proposé un role de cette molécule dans la prolifération [Sanna et al. 2003] cellulaire par
une voie autocrine. Une deuxiéme étude, chez I’homme cette fois-ci, a détecté I’ARNm de la
leptine dans les PBMCs des sujets ayant une hépatite chronique de nature virale [Stefanou et
al. 2006].

Dans ce contexte, nous nous sommes posés la question de savoir si la leptine dans les PBMCs
a des relations spécifiques avec les facteurs de risque des MCV, comme |’obésité et

I’hypertension.

Les caractéristiques des sujets étudiés sont décrites dans 1’Annexe 8. L’échantillon a étudier
consiste en 83 sujets (les mémes choisis pour la RT-PCR quantitative dans 1’étude des

PBMCs).
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1V.2.2 Expression de la leptine dans les PBMCs

Comme dans 1’étude des puces, ’ARNm de la leptine a été détecté chez des individus
supposés sains. La présence de la leptine dans un échantillon élargi (comparé aux 20
individus des puces) avec une technique plus précise (RT-PCR quantitative), confirme de
nouveau I’expression de ce géne par les PBMCs (courbe de fusion spécifique a la leptine).
Cependant, la leptine n’a pas pu étre détectée pour la totalité des individus (48 sur 83 sujets).
En méme temps, il est important de signaler que quelques points techniques du protocole

utilisé pourraient étre a I'origine de I’absence de I’ARNm pour une partie des individus

analysés.

1V.2.3 Associations avec la PAD et la PAS

Pour les sujets qui ont exprimé la leptine, une association significative négative a été trouvée
avec la PAS (P=0.03) et PAD (P=0.003). En ce qui concerne I'IMC, le glucose, le profil
lipidique et les marqueurs d’inflammation (CRP, nombre de lymphocytes circulants) nous

n’avons pas trouvé de relations. Les résultats figurent ci-dessous (Figures 16 et 17).
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Figure 17. Analyse de régression linéaire pour les associations entre I’expression de la
leptine dans les PBMCs et la PAD.

La valeur de la leptine a été transformée en In avant les analyses

Dans un but de vérifier et de mieux expliquer les associations trouvées, nous avons appliqué
un modele de régression multiple avec pour variables indépendantes les PAD et PAS
(Tableau 11 et 12). Les valeurs ont été ajustées pour les variables age, sexe et consommation
de tabac. La leptine a pu expliquer 11% de la variation de la PAS (P=0.007) et 11%
également de la variation de la PAD (P=0.003). Apres l’introduction de I'IMC dans le

modele, le pourcentage expliqué était 9% et 10% pour la PAS et la PAD respectivement.

Variable Modele A Mod¢le B
indépendante B' (se)’ P R? B3 (se) P R?
Intercept 13.1 (27.8) ns' -14.3 (28.4) ns

Hommes vs femmes 54@4.1) ns 6.30% 1.54.2) ns 6.30%
Age 2.3(0.6) <0.001 20.72%  2.1(0.5) <0.001  20.72%
Fumeurs -6.2 (6.3) ns 2.07% -4.8 (6.0) ns 2.07%
Ex-fumeurs -6.1 (4.3) ns 1.12% -7.5(4.2) ns 1.12%
IMC - - - 1.3(0.5) 0.02 9.72%
Leptine -8.1(2.9) 0.0075 11.03%  -7.2(2.8) 0.012 8.59%
R? total 41.2% 48.5%

Tableau 11. Analyse de régression multiple entre PAS (variable dépendante) et sexe,
age, tabac et expression de la leptine dans les PBMCs (modéle A) et IMC (modéle B)
(variables indépendantes).

coefficient de régression
erreur standard
coefficient de détermination

!
2
3
*non significatif (P>0.05)
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Tableau 12. Analyse de régression multiple entre PAD (variable dépendante) et sexe,
age, tabac et expression de la leptine dans les PBMCs (modéle A) et IMC (modéle B)
(variables indépendantes).

Variable Modele A Mod¢le B
Indépendante B' (se)” P R> B3 (se) P R?
Intercept 16.7 (14.0) ns' 13.3 (14.9) ns

Hommes vs femmes 4.3 (2.0) 0.0389 11.02% 3.6(2.2) ns 11.02%
Age 1.1 (0.3) <0.001 18.35% 1.0 (0.3) <0.001  18.35%
Fumeurs -5.7 (3.1) ns 8.36% -5.4 (3.1) ns 8.36%
Ex-fumeurs 0.1(2.1) ns 0.47% -0.1 (2.2) ns 0.47%
IMC - - - 0.2 (0.3) ns 1.59%
Leptine -4.4 (1.4) 0.0039 11.24% -4.2(1.4) 0.0058  10.32%
R2 total 49.5% 50.1%

'coefficient de régression
Zerreur standard

Scoefficient de détermination
* non significatif (P>0.05)

La présence de la leptine dans les PBMCs des individus non-atteints de MCV ou de maladies
inflammatoires et les relations trouvées avec la pression artérielle, suggerent un role éventuel
de cette adipokine dans la pré-pathologie de I’hypertension, via I’inflammation. Ces résultats
vont dans la méme direction que ceux trouvés dans notre étude en transcriptomique, ou le
récepteur de la leptine fait partie des genes discriminant des individus avec hypertension.
Quelques ¢études existent sur les relations de la leptine avec la pression artérielle [Beltowski
2006]. Des études ont démontré des associations de la leptine circulante avec I’hypertension
primaire [Agata et al. 1997], ainsi que des associations avec la pression artérielle
indépendamment de 1’adiposité chez des individus normo- ou hypertendus [Kazumi et al.
1999; Narkiewicz et al. 1999; Schutte et al. 2005].

Contrairement aux associations positives décrites jusqu’a aujourd’hui, nous avons observé des
associations négatives dans notre étude avec la PAS et la PAD. Ceci pourrait s’expliquer par
deux facteurs. Premi¢rement, le fait que cette relation a été observée chez des individus
supposés sains et par conséquent, dans des conditions physiologiques qui peuvent se modifier
dans un état pathologique. Deuxiémement, nous avons étudié un type cellulaire spécifique et
non pas le plasma. Cette relation reflete probablement un mécanisme régulateur spécifique
aux PBMCs.

Quelques études existent sur les roles spécifiques de la leptine dans la fonction vasculaire.

Son récepteur a été trouvé dans les cellules endothéliales et la leptine peut moduler un nombre
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de processus physiologiques comme [’angiogenese, la formation de neo-intima et le stress
oxydant de I’endothélium [Rahmouni et Haynes 2005]. Puisque les PBMCs sont impliqués
dans DI’inflammation liée a ’athérosclerose [Stoll et Bendszus 2006], et que des études
mécanistiques ont démontré des actions importantes de la leptine sur la fonction vasculaire, la
production de cette adipokine par les PBMCs pourrait faire partie de ce réseau de
mécanismes.

Globalement, notre étude est la premiere qui prend en compte I’inflammation, en utilisant les

PBMC:s dans la relation entre la leptine et la pression artérielle.

1V.2.4 Quelques réflexions sur [’expression de la leptine dans les PBMCs

Les taux faibles de I’expression de la leptine, ainsi que I’absence de son ARNm chez certains
individus ne pourraient pas étre le fruit du hasard, puisque la leptine a été aussi détectée dans
les PBMCs de notre étude ‘puces’. Quelques explications pourraient étre proposées.

L’étude des génes dans les PBMCs non-induits des individus supposés sains, représente 1’¢tat
physiologique, les génes ayant des taux basiques d’expression faible. Trés souvent, ces génes
sont induits lors de I’installation de la maladie. En parlant des PBMCs, ces cellules pourraient
servir comme sentinelles d’une pathologie ou des variations environnementales. Le ‘principe
de sentinelle’ est basé sur le fait que ces cellules partagent 80% d’expression des geénes avec
n’importe quel tissu, les proposant ainsi comme un bio-senseur [Liew et al. 2006].

Il y a aussi un aspect technique a discuter. Le protocole que nous avons mis au point pour
I’étude des PBMCs de la banque de la cohorte STANISLAS présente quelques particularités.
Apres avoir réalisé des tests sur plusieurs génes de ménage pour pouvoir effectuer les PCR
quantitatives, nous n’avons pas réussi a en choisir un qui soit suffisamment invariant. Ainsi,
pour pouvoir comparer I’expression entre les échantillons, nous avons choisi de les ramener
tous a la méme concentration d’ADNc. Or, nous étions obligés de sélectionner une
concentration minimale, permettant d’inclure dans les études des échantillons avec des
concentrations faibles d’ADNc ; cette concentration n’étant peut-étre pas suffisante pour la
leptine, ceci pourrait étre a ’origine des taux faibles d’expression trouvés pour cette

molécule..

Pour conclure, nous avons pu confirmer la présence de la leptine et également quantifier cette

adipokine dans les PBMCs. Nos résultats ouvrent de nouvelles pistes pour étudier les

associations des adipokines avec la pression artérielle sous 1’angle de 1’inflammation.
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Cependant, ces résultats sont préliminaires et demandent des études complémentaires, sur des

individus d’une pression artérielle élevée.
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IV.3 Expression de la visfatine dans les PBMCs et relations avec 'IMC et le TNF-a
(Publication No6)

1V.3.1 Nouvelle adipokine : la visfatine

Nos résultats préliminaires sur la leptine renforcent ’hypothese de I’existence d’un réseau
d’interactions entre les adipokines et I’inflammation. A 1’exception des adipokines, ayant
comme source principale le tissu adipeux, une autre molécule, considérée aussi comme
adipokine [Fukuhara et al. 2005], présente un intérét particulier. La visfatine a été trouvée
pour la premiere fois, non pas dans les adipocytes mais, dans des PBMCs activés [Samal et al.
1994]. Cette molécule a des roles dans les mécanismes d’inflammation, et les cellules du
systéme immunitaire [Jia et al. 2004; Ognjanovic et al. 2001; Ye et al. 2005].

Jusqu’a présent, les propriétés physiologiques de cette adipokine sont peu connues. En plus, il
n’est pas clair si la source principale de cette molécule est le tissu adipeux, et malgré sa
présence dans les PBMCs activés in vitro, aucune recherche n’a été réalisée pour mettre en
évidence son expression par les PBMCs non-induits chez I’homme, et ensuite quantifier son
expression et I’étudier en relation avec I’inflammation.

Pour explorer cette nouvelle piste de recherche, nous avons choisi une population supposée

saine et nous avons étudié 1’expression de la visfatine, et de deux cytokines (TNF-a et IL-6)

en relation avec I’IMC dans les PBMCs.

Les caractéristiques cliniques des 83 individus étudiés (les mémes que pour 1I’étude sur la
leptine) se présentent dans 1’Annexe 8. La population est homogeéne en terme d’age et de

marge d’IMC (pas d’obésité sévere).

1V.3.2 Expression de la visfatine et du TNFo dans les PBMCs

La visfatine a ét¢é bien exprimée dans les PBMCs. Nous n’avons pas trouvé d’association de la
molécule avec le poids, le ratio taille/hanches, le glucose, le profil lipidique, ou avec des
marqueurs d’inflammation tels que la CRP, les globules blancs circulants et le nombre et
pourcentage de lymphocytes. En revanche, I’expression de I’adipokine a été associée
négativement avec I’'IMC (r=-0.21, P=0.05).

Lorsque nous avons séparé les sujets en normaux et en surpoids/obeses, nous avons observé la
méme association pour les hommes (P=0.05) et pour les femmes (P=0.01) (Figure 18). Cette

association est restée significative apres une séparation ultérieure des sujets en trois groupes
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(normaux, en surpoids, obeses) pour les hommes (P=0.02) et pour les femmes (P=0.05)

(Figure 19).
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Figure 18. Expression de la visfatine dans les PBMCs des individus normaux
(IMC<25kg/m?) et en surpoids/obéses (IMC>25kg/m?) chez les hommes et les femmes.
Les valeurs sont des moyennes arithmétiques+SD

La valeur de la visfatine a été transformée en In avant les analyses
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Figure 19. Expression de la visfatine dans les PBMCs pour trois groups d’IMC chez les
homes et les femmes: normaux (IMC<25kg/m2), en surpoids (25kg/m2§IMC<30kg/m2),
obéses (IMC>30kg/m?).

Les valeurs sont des moyennes arithmétiques=SD
La valeur de la visfatine a été transformée en In avant les analyses
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'kg/m?

L’ARNm du TNF-a était associé négativement avec I’'IMC (P=0.04). Lors de la séparation
des individus en trois groupes (normaux, en surpoids, obeses), 1’association n’était plus
significative.

Nous avons également trouvé une association positive entre le TNF-a et I’[L-6 (P=0.05).

1V.3.3 Associations de la visfatine avec le TNF-a

Les taux d’expression de la visfatine et du TNF-a ont été trés significativement associés
(1*=0.27, p<0.0001) (Figure 20).

Nous avons réalis€¢ une analyse de régression multiple pour observer I’influence de la
visfatine et du TNF-a sur I'IMC, en tenant compte de 1’dge, du sexe, de la consommation de
tabac et de la concentration de CRP circulante (variables indépendantes). Deux modeles
statistiques ont été testés a cause de la colinéarité entre visfatine et TNF-a. Visfatine et TNF-a
ont été significativement associés a I’IMC (p=0.001, p=0.017 respectivement). L’expression
des deux molécules a pu expliquer 6.9% et 6.1% respectivement de la variabilité de 'IMC,
pourcentages de méme ordre que ceux pour la CRP dans le modéle (6.2%). Les modeles
apparaissent dans le Tableau 13. Aprés ajustement de la visfatine sur la CRP, les associations

avec I’IMC sont restées inchangées.

y=0,53x+ 1,81
10 - . IR? = 0,27, p<0,0001
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Figure 20. Analyse de régression linéaire entre I’expression de la visfatine et du TNF-a
dans les PBMCs.
'coefficient of détermination
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Tableau 13. Analyse de régression multiple entre ’IMC (variable dépendante) et le sexe,
I’age, le tabac, la CRP et ’expression de la visfatine (modéle A) et du TNF-a (modéle B)
(variables indépendantes) dans les PBMCs.

Variable Modele A Modele B
indépendante B' (se)” P R> B3 (se) P R?
Intercept 40.5 (9.0) <0.001 28.9 (7.6) <0.001

Hommes vs femmes 2.62 (0.84) 0.002 9.6%  2.15(0.85) 0.013 9.0%
Age 0.17 (0.12) ns* 1.8%  0.16(0.12) ns 1.9%
Fumeurs -0.83 (1.44) ns 1.9%  -0.93 (1.49) ns 1.9%
Ex-fumeurs 0.77 (0.87) ns 1.6% 1.31 (0.89) ns 1.9%
CRP 0.40 (0.16) 0.013 6.2%  0.26 (0.15) 0.091 2.3%
Visfatine -1.95(0.59)  0.001 6.9% - - -
TNF-a - - - -1.37 (0.56) 0.017 6.1%
R? Total 28.0% 23.1%

‘coefficient de régression
*erreur standard

>coefficient de détermination
* non significatif (p>0.05)

1V.3.4 Visfatine et inflammation de faible niveau

Deux éléments de la présente étude soutiennent I’implication de la visfatine dans
I’inflammation : 1) son expression dans les PBMCs chez des individus supposés sains et 2)
les associations trouvées avec 1’expression du TNF-a dans ce méme type de cellules.

La présence de cette molécule dans les PBMCs qui n’étaient ni activés par induction in vitro
ni exposés a des conditions dites d’inflammation ou de micro-inflammation, suggere un role
physiologique/physiopathologique de cette adipokine. En effet, les sujets étudiés ne souffrent
pas de maladies inflammatoires aigiies ou chroniques et les taux circulants des deux
marqueurs d’inflammation classiques, confirment I’absence d’aucune manifestation clinique
d’inflammation.

La forte association de la visfatine avec le TNF-a, trouvée pour la premiére fois dans ce tissu,
a ¢té déja démontrée pour d’autres types de cellules. Une étude utilisant une ligne cellulaire
épithéliale d’origine amniotique, a observé que TNF-a et IL-6 induisent I’expression de la
visfatine [Ognjanovic et al. 2001]. Chez des adipocytes en culture, le traitement avec TNF-a a
réprimé I’expression de la visfatine d’une mani¢re dépendante de la dose et de la durée de
I’exposition au traitement [Kralisch et al. 2005a]. Toujours dans les adipocytes in vitro, une
régulation négative de la visfatine par I’'IL-6 a été¢ mise en évidence [Kralisch et al. 2005b].

En ce qui concerne les PBMCs humains, il a été¢ récemment montré que le traitement de ces
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cellules avec de la visfatine recombinante, induit la production des cytokines TNF-a et IL-6
par les PBMCs et agit sur les fonctions des cellules immunitaires par des actions multiples
[Moschen et al. 2007]. Dans la méme logique, 1’association entre la visfatine et le TNF-o,
pourrait refléter une action directe de la visfatine sur la production du TNF-a par les PBMCs.
Cependant, des études mécanistiques supplémentaires sont nécessaires pour mettre en
évidence la causalité de cette association.

On peut noter que nous n’avons pas pu trouver une relation entre la visfatine et la cytokine
IL-6, suggérant ainsi aucun effet direct de cette adipokine sur I’IL-6, contrairement a 1’étude
citée auparavant [Moschen et al. 2007]. Ceci n’est pas surprenant si on considére que les
cytokines TNF-a et I’IL-6 ont des propriétés différentes. La production par exemple dans le
tissu adipeux du TNF-a est associée avec des mécanismes inflammatoires
autocrines/paracrines, alors que celle de I’IL-6 1’est avec des propriétés endocrines [Ronti et

al. 2006] et le cas pourrait étre similaire pour les PBMCs.

1V.3.5 Visfatine et adiposité

Concernant la nature négative de 1’association de la visfatine avec I’IMC, elle pourrait étre a
I’origine d’un mécanisme ‘feedback loop’, c'est-a-dire d’'un mécanisme qui compense la
production et les actions de la visfatine par les autres tissus dans le cas de 1’obésité (rdle
protecteur). Notre étude n’est pas la seule a décrire une telle relation. Deux études ont
démontré une association négative de I’ARNm de la visfatine par le tissu adipeux sous-cutané
avec I'IMC et I’obésité [Pagano et al. 2006; Varma et al. 2007].

Quant a I’étude de la visfatine avec I’adiposité (représentée par I’'IMC) dans le contexte de
I’inflammation, une seule étude a propos€ un rdle anti-inflammatoire de la visfatine dans le
tissu adipeux, puisque I’ARNm de la visfatine dans ce tissu a été trouvé négativement corrélé

avec le TNF-a circulant [Varma et al. 2007].

1V.3.6 TNF-a et adiposité

Nous avons trouvé une relation négative entre le TNF-o et 'IMC. D’une part, les taux
circulants de cette cytokine, ainsi que ses taux d’expression dans les PBMCs ont été trouvés
positivement associés avec 1’obésité [Ghanim et al. 2004], ce qui renforce ’hypotheése que
I’inflammation est liée a 1’obésité par la production de molécules pro-inflammatoires telles
que le TNF-o. D’autre part, I’expression du TNF-a et sa concentration protéique dans les
PBMCs, et également sa concentration circulante ont été toutes les deux associées avec

I’obésité dans une deuxieme étude [O'Rourke et al. 2006], supposant que cette association est
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expliquée par un rdle compensatoire de cette cytokine comme réponse a I’expression élevée

de la molécule dans d’autres tissus dans le cas de 1’obésité.

1V.3.7 CRP vs visfatine et TNF-o.

La CRP circulante est un marqueur de I’inflammation globale et non pas spécifique a un état
pathologique, et par conséquent elle a €té associée avec I’inflammation liée a I’obésité [ Visser
et al. 1999]. Dans notre modele de régression multiple, les expressions de la visfatine et du
TNF-o dans les PBMCs ainsi que les taux circulants de CRP, ont pu expliquer une part
similaire de la variation de I'IMC et ceci souléve une attribution non-négligeable de ces

molécules (visfatine, TNF-a) comparée a celle de ce marqueur classique (CRP).

1V.3.8 Autres approches (tissu adipeux, plasma) pour [’étude de la visfatine en relation avec
linflammation et l’obésité

Depuis la considération de la visfatine en tant qu’adipokine, la plupart des travaux
scientifiques se sont focalis€s sur son étude dans le tissu adipeux et dans le plasma qui est la
source classique d’extraction d’informations sur un état pathologique ou physiopathologique.
Le Tableau 14 récapitule ces résultats qui sont plutdt contradictoires.

La discordance des résultats est d’une origine multiple. Tout d’abord, 1’hétérogénéité des
populations choisies, en terme de : 1) nombre d’échantillons, 2) différentes pathologies, 3)
degré d’obésité.

Quant au tissu adipeux, il est relativement hétérogéne (adipocytes, macrophages..) et difficile
d’accés. En plus, les propriétés de sécrétion et par conséquent les roles et fonctions
biologiques sont tres dépendants des sites de répartition de la masse grasse [Fain et al. 2004].
Le plasma est facilement accessible mais il n’apporte pas toujours des informations
spécifiques comme dans le cas de 1’étude d’un tissu, d’autant plus que la visfatine a plusieurs
sites de production (foie, muscles, cellules du systéme immunitaire...)[Samal et al. 1994].
Nous ne pourrions stirement pas dire que 1’approche des PBMCs est la meilleure par rapport
au plasma et au tissu adipeux, puisque toute approche apporte des éléments intéressants.
Toutefois, en utilisant les PBMCs nous dépassons les problemes dus a 1’accessibilité du tissu

et a ’hétérogénéité, tout en gagnant en spécificité.

En conclusion, la présente €tude est la premiere a étudier ’expression de la visfatine dans les

PBMCs de sujets supposés sains. Son expression dans ce type de cellules, ainsi que ses

associations avec ’expression du TNFa et avec I’IMC suggérent une implication de cette
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adipokine dans les mécanismes de l’inflammation de faible niveau liée a 1’adiposité. La

quantification de la visfatine révéle une autre source pour cette molécule et pourrait apporter

de nouveaux éléments pour mieux comprendre 1’état physiopathologique d’obésité.
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CHAPITRE 5 - CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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I. Conclusions

Durant ce travail de recherche, nous nous sommes intéressés a I’étude de la physiopathologie
du SM en relation avec deux adipokines et avec ’inflammation. Le champ d’étude de ce
syndrome est trés vaste, et nous ne pourrions pas prétendre donner toutes les réponses aux
questions qui se posent. Cependant, nous avons ciblé un domaine, celui de la pré-pathologie,
relativement peu étudi€ et mal connu. Mais qu’entendons-nous par le terme ‘pré-pathologie’ ?
L’étude de 1’état pré-pathologique peut-elle avoir une utilité épidémiologique et/ou clinique ?

La pré-pathologie est I’étape dite intermédiaire/de transition entre I’état sain et 1’installation
de la pathologie. C’est-a-dire que, dans cet état se trouvent, les individus ayant un ou
plusieurs facteurs du syndrome métabolique, mais pas les individus avec des facteurs
aggravés (obésité sévere, hypertension sévere...). Cet état caractérise une grande part de la

population générale et justifie I’intérét de 1’étudier.

Nos résultats rapportent des points importants concernant le SM.

Premicrement, le role du sexe. Nous avons observé que, une prise de poids modeste, est
associée avec des facteurs du SM différents chez les hommes et chez les femmes. De la méme
manicre, la leptine circulante est associée différemment avec les facteurs du SM chez les
hommes et les femmes. Nous pourrions ainsi dire que les différences hormonales selon le
sexe semblent avoir un role majeur dans 1’évolution des facteurs du SM et devraient étre
¢tudides plus minutieusement. D’apres ces résultats, il est nécessaire de bien décrire
I’influence du sexe dans les études épidémiologiques. Autrement dit, il est indispensable
d’étudier séparément les hommes et les femmes.

Deuxiemement, le role de la leptine. Est-elle une adipokine ou une hormone ? Plusieurs
études ont qualifié cette molécule comme €tant une hormone et nos résultats semblent étre en
accord avec ce point de vue. Les associations de la leptine avec plusieurs facteurs du SM,
confirment encore une fois, la pluralité de ses actions. Nos observations ouvrent de nouvelles
voies pour I’exploitation des activités de cette hormone.

Troisiémement, le role central de I’inflammation dans les facteurs du SM. L’expression de la
leptine et de la visfatine par les PBMCs et leurs associations avec 'IMC et la pression
artérielle, démontrent que le role du systéme immun, par le contréle des mécanismes

d’inflammation, mérite d’étre approfondi dans la physiopathologie du SM.
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Nous considérons avoir renforcé nos connaissances dans la physiopathologie du SM. Nos
¢tudes, qui doivent étre complétées et ¢largies a d’autres populations, mettent en évidence de

nouveaux éléments de la physiopathologie du SM.
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I1. Perspectives

Nos études pourraient servir comme base et point de départ pour des études ultérieures que

nous mettons en perspective :

A. A court terme :

v' Etudier la ressemblance familiale des facteurs du SM et 1’évolution de cette
ressemblance au fil du temps (5 ans) dans la cohorte STANISLAS pour décrire
les parts de la génétique et de I’environnement.

v' Etudier les associations de la leptine circulante avec les facteurs du SM mais
en construisant des ‘clusters’ (comme pour 1’étude sur 1’évolution de I’'IMC)
pour observer éventuellement des groupes de facteurs et des mécanismes liés a
la leptine.

v" Elargir I’échantillon d’étude de I’expression de la leptine et de la visfatine dans
les PBMCs et mesurer également leurs protéines dans les PBMCs ainsi que les
taux circulants de ces adipokines pour avoir une image plus compléte de leurs

actions et de I’importance des PBMCs en tant que source de ces molécules.

B. A long terme :

v Etudier la physiopathologie du SM et la réalité des différences hormonales
entre hommes et femmes dans d’autres populations similaires a la cohorte
STANISLAS (populations supposées saines). Ceci permettrait de confirmer
nos résultats.

v' Etudier les facteurs du SM chez des individus se trouvant dans des quantiles
plus élevés d’IMC (obésité sévere) pour voir si les associations avec les
facteurs du SM en particulier en fonction du sexe, changent selon le degrés
d’obésité.

v" Etudier les associations de la leptine circulante avec les facteurs du SM mais
en mesurant la masse grasse viscérale avec des méthodes tres précises telles
que la résonance magnétique nucléaire pour confirmer nos hypotheses

suggérant une importance de la distribution tissulaire de la masse grasse.
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ANNEXE 3. Caractéristiques et variables associées au SM dans la population de 384

individus étudiés, stratifiées par sexe.

Hommes Femmes p!
n=192 n=192

Age (ans) 42.2+4.8% 39.9+4.3 <0.001
Poids (kg) 77.3£10.9 62.2+11.1 <0.001
Masse maigre (kg) 57.7+6.6 41.844.5 <0.001
Masse grasse (kg) 18.8(14.0-25.1)° 19.1(13.6-26.8) 0.263
Masse grasse (%) 24.9+4.5 31.8+6.1 <0.001
IMC (kg/m’) 25.543.0 24.1+4.4 <0.001
Tour de taille (cm) 88.8+£8.9 75.4+9.7 <0.001
Rapport taille/hanches 0.906+0.064 0.762+0.059 <0.001
Consommation d’alcool (g/jour) 24.9+26.9 4.4+8.3 <0.001
Consommation de cigarettes (cig/jour) 47+8.1 2.7£6.5 0.006
Leptine (ug/L) 3.5(1.9-6.4) 9.7(4.7-20.1) <0.001
PAS (mmHg) 129411 120411 <0.001
PAD (mmHg) 7849 71£10 <0.001
TGL (mmol/L) 1.21(0.72-2.04) 0.84(0.54-1.29) <0.001
Cholestérol (mmol/L) 5.98+1.10 5.35+0.92 <0.001
ApoB (g/L) 1.1540.26 0.95+0.22 <0.001
ApoAI (g/L) 1.55£0.24 1.69+0.27 <0.001
HDL-C (mmol/L) 1.38+0.38 1.67+0.39 <0.001
Glucose (mmol/L) 5.25+0.49 4.93+0.41 <0.001
Acide urique (pmol/L) 319461 229445 <0.001
ASAT (U/L) 22.7(17.1-30.2) 16.7(12.9-21.6) <0.001
ALAT (U/L) 28.7(18.6-44.5) 17.8(12.1-26.3) <0.001
GGT (U/L) 30.0(17.5-51.3) 15.2(9.4-24.6) <0.001
Hs-CRP (mg/L) 0.94(0.32-2.75) 0.96(0.30-3.07) 0.880
Haptoglobine (g/L) 1.07+0.47 1.06+0.41 0.911

Orosomucoide (g/L) 0.77£0.17 0.69+0.18 <0.001

P entre hommes et femmes: ANOVA ou test de chi-2

*Moyennes arithmétiques + SD

*Moyennes géométriques + intervalle a 1 SD
Les valeurs pour la masse grasse, la leptine, les TGL, les enzymes ASAT, ALAT, GGT et la

Hs-CRP ont été transformées en log10 avant les analyses
Pour la Hs-CRP, I’haptoglobine et I’orosomucoide, les données sont disponibles pour
seulement 157 hommes et 157 femmes
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ANNEXE 6. Classification des génes étudiés en fonction des voies cardiovasculaires.

Pression artérielle

Systeme rénine - angiotensine

ACE' NM_000789_12 angiotensin | converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1, transcript variant ; ace3
AGTR2 NM_000686_1 angiotensin Il receptor, type 2; agtr2

KLK1 NM_002257_1 kallikrein 1, renal/pancreas/salivary; klk1

REN NM_000537_1 renin; ren

RENBP NM_002910 1 renin binding protein; renbp

BDKRB2 |NM_000623_1 bradykinin receptor B2; bdkrb2

AGT NM_000029 1 angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8); agt

AGTR1 NM_031850_1 angiotensin |l receptor, type 1, transcript variant 4; agtrl

Récepteurs Adrénergigues-cholinergiques

ADRA2A |NM_000681_1 adrenergic, alpha-2A-, receptor; adra2a

ADRA2B  [M34041_1 adrenergic, alpha-2B-, receptor; adra2b

ADRB1 NM_000684_1 adrenergic, beta-1-, receptor; adrbl

ADRB?2 NM_000024_1 adrenergic, beta-2-, receptor, surface; adrb2

ADRB3 NM_000025_1 adrenergic, beta-3-, receptor; adrb3

CHRM1 NM_000738_1 cholinergic receptor, muscarinic 1; chrml

RGS2 NM_002923 1 regulator of g-protein signaling 2, 24kDa; rgs2

GNAS NM 000516 1 GNAS complex locus, transcript variant 1; gnas

GNB3 NM_002075_1 guanine nucleotide binding protein (g protein), beta polypeptide 3; gnb3

Systéme de sodium

ADD1 NM_014189 1 adducin 1 (alpha), transcript variant 2; add1

ADD2 NM_001617_1 adducin 2 (beta), transcript variant beta-1; add2

SCNN1A [NM_001038_1 sodium channel, nonvoltage-gated 1 alpha; scnnla

SCNN1B [NM_000336_1 sodium channel, nonvoltage-gated 1, beta (Liddle syndrome); scnnlb
SCNN1G |[NM_001039_1 sodium channel nonvoltage-gated gamma; scnnlg

Transport

ATP1A2 NM_000702_1 atpase, na+/k+ transporting, alpha 2 (+) polypeptide; atpla2

ATP1B1 NM_001677_1 atpase, na+/k+ transporting, beta 1 polypeptide, transcript variant 1; atplbl

Métabolisme de I'acide Arachidonique

ALOX12 NM_000697_1 arachidonate 12-lipoxygenase; alox12

ALOX15 NM_001140 1 arachidonate 15-lipoxygenase; alox15

ALOX5 NM_000698 1 arachidonate 5-lipoxygenase; alox5

LTC4S NM_000897_1 leukotriene C4 synthase, transcript variant 2; ltc4s

PTGIS NM_000961_1 prostaglandin |12 (prostacyclin) synthase; ptgis

PTGS1 NM_000962_1 prostaglandln_—end9peromde synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase),
transcript variant 1, ptgs1

PTGS2 NM_000963_1 prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase);

ptgs2

Vasodilatation

CLCNKB |NM_000085_1 chloride channel Kb; clcnkb
NPR1 NM_000906_1 natriuretic peptide receptor A/guanylate cyclase A (atrionatriuretic peptide receptor A); nprl
NPR2 NM 000907 1 natriuretic pepnde .receptor B/guanylate cyclase B (atrionatriuretic peptide receptor B),
- - transcript variant 1; npr2

AL021155_5 R . )
NPPA (NM_006172 1) natriuretic peptide precursor A; nppa
NPR3 NM_000908_1 natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor C); npr3
NOS2A NM_000625_1 nitric oxide synthase 2A (inducible, hepatocytes), transcript variant 1; nos2a
NOS3 NM_000603_1 nitric oxide synthase 3 (endothelial cell); nos3
Vasoconstriction
AVPR1A |[NM_000706_1 arginine vasopressin receptor 1; avprla
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ANNEXE 6 (suite)

EDN1 NM_001955 1 endothelin 1; ednl
EDN2 NM_001956 1 endothelin 2; edn2
EDNRA NM_001957_1 endothelin receptor type A; ednra
EDNRB NM_000115_1 endothelin receptor type B, isoform 1, transcript variant 1; ednrb
KYNU NM_003937_1 kynureninase (L-kynurenine hydrolase), transcript variant 1; kynu
PNMT NM_002686_1 phenylethanolamine N-methyltransferase ; pnmt
;(ASC):ASHI\)/B NM 005622 1 acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3
- - (SA (rat hypertension-associated) homolog), isoform 1; acsm3
Régulation des hormones
HSD11B1 |NM_005525 1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1, transcript variant 1; hsd11b1
HSD11B2 |NM_000196 1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2; hsd11b2
HSD3B1 NM_000862_1 hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid delta-isomerase 1; hsd3b1l
CASR NM 000388 1 caIcmm—sensmg receptor (hypocalciuric hypercalcemia 1, severe neonatal
- = hyperparathyroidism); casr
SGK NM_005627_1 serum/glucocorticoid regulated kinase; sgk
Coagulation
F2 NM_000506_1 coagulation factor Il (thrombin); f2
F5 NM_000130_1 coagulation factor V (proaccelerin, labile factor); f5
F7 M13232_1- coagulation factor VII (serum prothrombin conversion accelerator), transcript variant 1; f7
FGB NM_005141_1 fibrinogen beta chain; fgh
SERPINEL [NM_000602 1 zg:gmepleptldase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1;
CBS NM_000071_1 cystathionine-beta-synthase; cbs
MTHFR NM_005957_1 510-methylenetetrahydrofolate reductase NADPH; mthfr

Adhésion cellulaire

VCAM1 NM_001078_1 vascular cell adhesion molecule 1, transcript variant 1; vcam1

ICAM1 NM_000201_1 intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor; icaml

SELE NM_000450_1 selectin E (endothelial adhesion molecule 1) ; sele

SELL NM_000655_1 selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1) ; sell

SELP NM_003005_1 selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62); selp

ITGA2 NM_002203_1 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor); itga2

ITGB3 NM_000212_1 integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen CD61); itgh3

CD36 NM_000072_1 CD36 antigen (collagen type i receptor, thrombospondin receptor), transcript variant 3; cd36
LMNA NM_005572 1 lamin A/C, transcript variant 1 ;imna

MMP3 NM_002422_1 matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase); mmp3

Métabolisme des lipids, du glucose et obésité

Glucose

INSR NM_000208_1 insulin receptor; insr

GYS1 NM_002103_1 glycogen synthase 1 (muscle); gysl

GPD1 NM_005276_1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble); gpdl
GPD2 NM_000408_1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mitochondrial); gpd2
GCGR NM_000160_ 1 glucagon receptor; gcgr

CAPN10 NM_023083_1 calpain 10, transcript variant 1; capnl10

Lipides

APOA1 NM_000039 1 apolipoprotein A-I; apoal

APOA2 NM_001643 1 apolipoprotein A-Il; apoa2

APOA4 NM_000482_1 apolipoprotein A-IV; apoa4

APOB NM_000384 1 apolipoprotein B (including Ag(x) antigen); apob
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ANNEXE 6 (suite)

APOC1 NM_001645_1 apolipoprotein C-I; apocl

APOC2 M10612_1 apolipoprotein C-1l; apoc2

APOC3 NM_000040_1 apolipoprotein C-lllI; apoc3

APOC4 NM_001646_1 apolipoprotein C-1V; apoc4

APOD NM_001647_1 apolipoprotein D; apod

APOE NM_000041_1 apolipoprotein E; apoe

APOH NM_000042_1 apolipoprotein H (beta-2-glycoprotein 1); apoh

LDLR NM_000527_1 low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia); Idir
VLDLR NM_003383_1 very low density lipoprotein receptor, isoform a; vidIr

LPL NM_000237_1 lipoprotein lipase; Ipl

LIPC NM_000236_1 lipase, hepatic; lipc

LIPE NM_005357_1 lipase, hormone-sensitive; lipe

FABP2 NM_000134_1 fatty acid binding protein 2, intestinal; fabp2

LPA NM_005577_1 lipoprotein, Lp(a); Ipa

PLA2G1B |NM_000928_1 phospholipase A2, group IB (pancreas); pla2glb

PLTP NM_006227_1 phospholipid transfer protein, transcript variant 1; pltp

MTP NM 000253 1 microsomal triglyceride transfer protein; mtp

LCAT NM 000229 1 lecithin-cholesterol acyltransferase; Icat

CETP NM 000078 1 cholesteryl ester transfer protein, plasma; cetp

SCARB1 |NM 005505 1 scavenger receptor class B, member 1; cd3611

SCARB2 |NM 005506 1 scavenger receptor class B, member 2; cd36I2

POMC NM 000939 1 proopiomelanocortin (adrenocorticotropin/ beta-lipotropin/ alpha-melanocyte stimulating
UCP NM_021833 1 uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier) ; ucpl

LEP NM_000230_1 leptin (obesity homolog, mouse); lep

LEPR NM_002303_1 leptin receptor, isoform 1; lepr

ARTS-1 NM_016442_1 type 1 tumor necrosis factor receptor shedding aminopeptidase regulator; arts-1

Inflammation (cytokines+chemokines)

IL10 NM_000572_1 interleukin 10; il10

IL13 NM_002188 1 interleukin 13;il13

IL18 NM_001562_1 interleukin 18 (interferon-gamma-inducing factor); il18

IL1A NM_000575_1 interleukin 1, alpha; illa

IL1B NM_000576_1 interleukin 1, beta; illb

IL2 NM_000586_1 interleukin 2; il2

IL4 NM_000589 1 interleukin 4, transcript variant 1; il4

ILAR NM_000418_1 interleukin 4 receptor, transcript variant 1; il4r

IL5RA NM_000564_1 interleukin 5 receptor, alpha, transcript variant 1; il5ra

IL6 NM_000600_1 interleukin 6 (interferon, beta 2); il6

IL8 NM_000584_1 interleukin 8; il8

IL9 NM_000590 1 interleukin 9; il9

TNFRSF1B |[NM_001066_1 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B; tnfrsflb
CCR2 NM_000648_1 chemokine (c-c motif) receptor 2, transcript variant B; ccr2
CCR3 NM_001837_1 chemokine (c-c motif) receptor 3, transcript variant 1; ccr3
CCR5 NM_000579 1 chemokine (c-c motif) receptor 5; ccrb

CCR7 NM_001838 1 chemokine (c-c motif) receptor 7; ccr7

CCL11 NM_002986_1 chemokine (C-C motif) ligand 11; scyall

CCL2 NM_002982_1 chemokine (C-C motif) ligand 2; scya2

CSF2 NM_000758_1 colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage); csf2

TNF NM_000594 1 tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2); tnf
CXCL12 NM_000609 1 chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1), isoform beta; sdfl
SCGB1A1 [NM_003357_1 secretoglobin, family 1A, member 1 (uteroglobin); scgblal

LTA NM_000595 1 lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member 1); lta
Enzymes du métabolisme des médicaments

CYP11B2 [NM_000498_ 1 cytochrome P450, family 11, subfamily B, polypeptide 2; cyp11b2
CYP1Al NM_000499 1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1; cyplal
CYP2A6 NM_000762_1 cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 6; cyp2a6
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CYP2C18

L16876_1
(NM_000772_1)

cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 18; cyp2c18

CYP2C19

NM_000769_1

cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 19; cyp2c19

ANNEXE 6 (suite)

CYP2C9 NM_000771_1 cytochrome P450, family 2, subfamily C, polypeptide 9; cyp2c9

CYP2D6 NM_000106_1 cytochrome P450, family 2, subfamily D, polypeptide 6, transcript variant 1; cyp2d6
AF182276_1 . . ) )

CYP2E1 (NM_000773_1) cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1; cyp2el

CYP2J2 NM_000775_1 cytochrome P450, family 2, subfamily J, polypeptide 2; cyp2j2

CYP3A4 NM_017460_1- cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 4; cyp3a4

CYP3A5 NM_000777_1 cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5; cyp3a5

CYP4A11 |NM_000778_1 cytochrome P450, family 4, subfamily A, polypeptide 11; cyp4all

CYP4F2 AF221943_1 cytochrome P450, family 4, subfamily F, polypeptide 2; cyp4f2

(NM_001082_1)

Facteurs de transcription

AHR NM_001621_1 aryl hydrocarbon receptor; ahr

ARNT NM_001668_1 aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator; arnt

MEF2A NM_005587_1 MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide A (myocyte enhancer factor 2A); mef2a
NR1H2 NM_007121_1 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 2; nr1lh2

NR1H3 NM_005693 1 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3; nr1h3

NR1H4 NM_005123_1 nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4; nrlh4

NR1I2 NM_003889_1 nuclear receptor subfamily 1, group |, member 2, transcript variant 1; nrli2

NR113 NM_005122 1 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3; nrl1i3

NR3C1 NM_000176_1 E;Jé:tltelar receptor subfamily 3, group C, member 1 (glucocorticoid receptor), transcript variant 5;
TCF7 NM_003202_1 transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-box), isoform 1; tcf7

PPARA NM_005036_1 peroxisome proliferative activated receptor, alpha, transcript variant 5; ppara

PPARG NM_015869_1 peroxisome proliferative activated receptor gamma, transcript variant 2; pparg

VDR NM_000376_1 vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor, transcript variant 1; vdr

Facteurs de croissance cellulaire

EGF NM_001963 1 epidermal growth factor (beta-urogastrone); egf
PDGFA M19988 1- platelet-derived growth factor alpha polypeptide, transcript variant 1; pdgfa
PDGFB NM 033016 1 platelet-derived grovvth f_actor_beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene
- = homolog), transcript variant 2; pdgfb
IGF1 NM_000618_1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) ; igfl
VEGF NM_003376_1 vascular endothelial growth factor, transcript variant 2; vegf
TGFB1 NM_000660_1 transforming growth factor, beta 1 (Camurati-Engelmann disease); tgfb1
cLU NM_001831_1 clusterin (complement lysis inhibitor, SP-40,40, sulfated glycoprotein 2, testosterone-repressed

prostate message 2, apolipoprotein J), isoform 1; clu

Stress oxydant

GGT1 NM_013421_1 gamma glutamyl transferase 1, transcript variant 2;ggtl
GSTM1 NM_000561_1 glutathione S-transferase M1, transcript variant 1; gstm1
GSTP1 NM_000852_1 glutathione S-transferase pi; gstpl

GSTT1 NM_000853_1 glutathione S-transferase theta 1; gsttl

PHGDH NM_006623_1 3-phosphoglycerate dehydrogenase; phgdh

PON1 NM_000446_1 paraoxonase 1; ponl

PON2 NM_000305_1 paraoxonase 2, transcript variant 1; pon2

MPO NM_000250 1 myeloperoxidase; mpo

HMOX1 NM_002133_1 heme oxygenase (decycling) 1; hmox1

CYBA NM_000101_1 cytochrome b-245, alpha polypeptide; cyba

CYBB $67289_1 cytochrome b-245, beta polypeptide (chronic granulomatous disease); cybb

(NM_000397 1)
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ANNEXE 6 (suite)

Défense immunitaire

DEFA3 NM_005217_1 defensin, alpha 3, neutrophil-specific; defa3

DEFA4 NM_001925 1 defensin, alpha 4, corticostatin; defa4

CAMP NM_004345_1 cathelicidin antimicrobial peptide; camp

C3 NM_000064_1 complement component 3; c3

C5 NM_001735_1 complement component 5; c5

CD14 NM_000591_1 Cd14 antigen; cd14

CTLA4 NM_005214_1 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, transcript variant 1; ctla4

FPRL1 NM_001462_1 formyl peptide receptor-like 1, transcript variant 1; fprll

FPR1 NM_002029_1 formyl peptide receptor 1; fprl

MS4A2 NM_000139_1 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc fragment of IgE, high affinity |,

receptor for; beta polypeptide); ms4a2

4Géne (HUGO)

bRefSeq,

“description du géne
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Five-year alterations in BMI are associated with clustering of changes in
cardiovascular risk factors in a gender-dependant way: the Stanislas study.

Hind Berrahmoune, Bernard Herbeth, Anastasia Samara, Jean-Brice Marteau, Gérard Siest &

Sophie Visvikis-Siest

Int J Obes, 2008, 32: 1279-88

L’objectif de la présente étude longitudinale a ¢été de décrire les associations entre
I’augmentation de I’indice de masse corporelle (IMC) en 5 ans et les altérations des clusters
des facteurs associés au syndrome métabolique (SM).

La population étudiée comprend 1099 adultes de la cohorte STANISLAS. Les individus ont
¢été stratifiés en quatre catégories en fonction des changements de I’'IMC en 5 ans [perte de
poids (<0 kg/m?), prise de poids (0 a 1 kg/m?, 1 a 2 kg/m” et >2 kg/m?)]. Les altérations d’un
nombre de facteurs associés au SM, ainsi que leurs clusters, ont été comparées parmi les 4
groupes : indices anthropométriques, pression artérielle, profil lipidique, marqueurs
d’inflammation, enzymes hépatiques, acide urique, et les 5 clusters extraits par analyse en
composantes principales (‘lipides a risque’, ‘enzymes hépatiques’, ‘inflammation’, ‘lipides de
protection’ et ‘pression artérielle’).

Nous avons constaté une forte association entre I’augmentation de I'IMC et les clusters
‘lipides a risque’ et ‘pression artérielle’ chez les hommes et chez les femmes (p<=0.001).
L’augmentation de I'IMC a été associée seulement chez les hommes avec les clusters
‘enzymes hépatiques’ et ‘lipides de protection’ (p<=0.001) et seulement chez les femmes avec
le cluster ‘inflammation’ (p<=0.001). Les interactions avec le sexe ont été significatives pour
I’“inflammation’ et les ‘enzymes hépatiques’.

Nous avons trouvé dans notre population, une forte association linéaire entre 1’augmentation
de 'IMC et I’aggravation des facteurs associés au SM. En plus, I’identification de 5 clusters
associés avec I’augmentation de I’'IMC en fonction du sexe, conforte I’hypotheése que la prise
de poids, et probablement I’obésité, entraine des mécanismes métaboliques différents chez les

hommes et chez les femmes.

174



Iaernatonal pouormal of Obeity (200) 1-10 @
2008 Macmillan Publihers Umied Al dgfs memed Q307056508 13000

WAL e OO D

ORIGINAL ARTICLE

Five-year alterations in BMI are associated with
clustering of changes in cardiovascular risk factors in a
gender-dependant way: the Stanislas study

H Berrahmoune', B Herbeth!, A Samara®, J-B Marteau', G Slest’” and § Visvikis-Siest’

VINSERM, CIC 9501, Equipe Gémétigue Cardinvasadaire, Nancy, France and “Faoute de Pharmacie, Nancy Universite,
Nancy, Frange

Objective: The purpose of the present longitudingl study was lo describe the associalions belween the S-year changes in body
mass index (BMI) and allerations in the custers of metabolic syndrome (h5)-related factlors,

Methods: The study population compnsed 1099 middle-aged adulls dravwn from the Stanislas study. Individuals were stratified
inlo four groups according Lo the S-year changes in BMI {weight loss { =0 kg/m®), and weighl gain (0-1, 1-2 and = 2 kg/m™)).
Changes in various MS-related vaniables and clusters were companed bebween groups: anthropometnc indices, blood pressure,
lipid and inflammatory markers, liver eneymes, unc acid and the five summary faclons extracted by using factor analysis (risk
lipids’, ‘ver eneymes’, ‘inflammation’, ‘protective lipids' and ‘blood sure').

Results: There was a strong linear trend bebween increasing BM| and worsening of Atk lipids and blood pressure factons for both
mien and wormen {(P=0.001). Inmen only, ver engymes and protecive lipids factors wene significantly related Lo the S-year gain
of BMI (P=0.001), whereas inflammation faclor posiively increased scross the four BMI-change groups, in women only.
Interaction terms for sex were stalistically significant for inflammation and liver enzymes clusters,

Conclusion: In our population, there was a strong linear trend belween increasing BMI and worsening of various WMS-related
vanables, More interestingly, the idenlification of five factors associated with BMI changes dependenl to gender, supporl Lhe
hy pothesis that weight gain, and probably obesily, rigger metabolic mechanisms thal differ bebween men and women.
Internationa journa of Obesity advance online publication, & july 2008; doi:10.1038/ijo. 2008 .94

Keywords: BMI; weighl change; metabolic syndrome; inflammation; iver engymes

Introduction

According to the World Health Organization and the
Mational Institute of Health, obesity is becoming one of
the most imporant contributors to il health® and excess
body mass amd adiposity are assodated with poor health
status and various chronic diseases” It has been largely
reported  that the dsk of death from @rdiovascolar
diseases | cancer, of other diseases increases with the severity
of ohesity in both men and women in all age groups® To
investigate  the association between body Bt mass
and adiposity excess on cardiovascular diseases, several
population-based  studies evaluated the relationships of
changes in anthropometric parameters with the metabolic

Corespondence: Dr 5 Viswikis-Sest, BSER-0C 9507, Equipe Gensigque
Cardiovas culisire, ¥ rue Lionnois, Mancy F54000, France.

Bl Sophie. Visvikis: Sed@nancy ndem. i

Receiwed B Movember 2007; revised 19 May 2008; scoapled 26 May 2008

syndrome (MS-associated factors. Weight gain is accompa-
nied by the early and more aggressive manifestations of
well-recognized risk factors for atherosclerotic cardiovascular
disease: blood pn:siurﬂ:."' 7 lipid p-rt'lnﬁli:.""“"T ? blood glucmse
and imsulin resistance,*” inflammatory biomarkers such as
high-sensitivity  C-reactive  protein (hs-CRP) 2 diver
enzymes such as y-glutamyl transterase (GGTY® amd uric
add " Conversely, weight Lloss improves cardiometabolic
risk. However, no study has yet investigated simultaneously,
in the sume sample population, the relationships of body
mass index (BMI) changes on a set of common and newly
M&-related  factors, by taking additionally gender into
Aot

Thus, in this study, we describe the associations betweern
the S-year changes in BMI and alterations in various WS-
related tactors in 1099 middle-aged adults stratified by sex.
In addition, five summary clusters based on cardiometabolic
Factors and extracted by using factor analysis were analyzed
aocording to short-term BMI changes.
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Methods

Subjects

This study is part of the Stanislas Family Study, a 10-year
longitudinal follve-up study comducted since 1994 on G
families selected at the Center for Preventive Medicine of
Vandoeuvre-les-Nancy (east of France). In this study, we
present data from a subsample of 1099 middle-aged adults
laged 30-64 vears at entrance, 544 men and 555 women) '
who had undergone health examinations in 1994-1995
(entrance) and in 1999-2000 second checkup)y. In the two
separted groups of men and women, individuals were
unrelated toeach other. Owing to the design of the Stanislas
Family Study, subjects were of French origin amnd were free
from acute or chronic diseases such as stroke, myocardial
infarction or cancer. Additional exclusion criteria were used
for avoiding potential effedts on metabolic values and
consequently on results of the factor analysis: moderate
ard severe thinness (BMI < 17 k,g;'mzll, severe ohesity (class 11
obesity: BMI=40 kgfm:h,” aloohol abuse  (comsumption
=120gday 4, liver enzyme abnormalities (aspartate aming-
transterase (ASAT) =120017%, alanine aminotranskerase
[ALAT)Y or GGT activities =20001 j:|, acute infammation
Iserum  orosomuoid =25gl 1J serum  haptoglobin
=3.5g1Y serum hs-CRP =15 mgl Y, severe dyslipidemia
(serum  cholesterol  or  triglycerides  concentrations
=10mmol 174, hyperglyoemia or diabetes (serum glucose
=Rmmall ' or the use of antidiabetic agent), severs
hypettension  {systolic blood  presure =185 mmHg or
diastolic blood pressure = 120mm Hg).

A total of 1653 individuals (about 509% women) partidpated
inthe baseline examination and had not missing values for all
the above-mentioned wariables. The msponse rate for the
secomd  checkup was  73% (1207 subjects). Amd Finally,
accounting for exclusion aiteda used at entrance and at the
second checkup, 10#8 individuals were eligible for this study.

Women who attended the follow-up examination were
similar to those who did not attend for all the characterisics,
except tor age: nonresponders were significantly younger than
the others. Comversely, men who did not attend the seoond
checkup had significant higher mean values for waist-to-hip
ratio (WHR), cigarette ousumption, fasing glucose, trigly-
cerides, apolipopmtein E, uric add, haptoglobin, omsomu-
coid, adtivities of ASAT, ALAT, alkaline phosphatase (AL} and
GGT, and white blood cells (WBCH count. Moreover, they were
significantly younger than the responders.

Each subject gave written informed consent for partidpating
in this study, which was approved by the ‘Comité Consultatif
de Protection des Personnes dans la Becherche Biomédicale de
Lormine' (France). In addition, we ity that all applicable
govemmental regulations concerning  the ethical use of
human volumteers were followed during this research.

Blood samples and data colléction
Data were collected by using relevant questionnaines
including information about lifestyle such as tobacco,

Inznational | ournal of Obeshty

alcohol amd drug comsum ption amxd personal medical history.
Physical examinations and hunctional tests wer perfomed
aml basic blood constituents were measured as described
previously. i

Weight and height were measured while the participants
were standing in light clothing without shoes. Weight was
recorded with digital scales amd recorded to the nearest
200 g. Height was measured to the nearest O.1cm by using
wall-mounted stadiometers, while the subjects had the
shoulders in a normal posi tion. BMI was calcolated as weight
in kilograms divided by height in squared meters. To reduce
ermr, all measurements were taken by tmined murses
according to the standard  procedures established by the
Center for Preventive Medicine. Examination of the relia-
bility of the measuring devices was performed periodically
during all the study period.

Waist girth was measured at the narrowest level, and hip
girth was measured at the maximum level over light
clothing, by using an unstretched tape measure, without
any pressue o body surface; measurements were recorded to
the nearest 0.1cm.

Phorsical activity was @lculated by using the responses to
two items (three choice questions) of the self-questionnaire
of the Stanislas study about work activity and leisure time
activity. Information was meged and expressed in thres
prades of activity: low =1, moderate =2 aml high=13.

Serum concentrations of sting glucose, total cholesterol,
tri glycerides and activities of ASAT, ALAT, ALP and GGT were
measured with commercially available kits on an AUS021
apparatus {all from Merck, Darmstadt, Germany) on fresh
aliquots, and within 2 h. Serum apolipoproteins Al and B,
hs-CRF, haptoglobin and orosomucoid were measured by
immunomephelometry on a Behring Nephelometer Analyser
(BN 1, Dade-Behring, Marburg, Gemmany) with Behring
reagents (Dade-Behring, Reuil-Malmaison, France) within
2l after sampling. All the blomd measurements at entmnce
amd at the second checkup were performed in the same
laboratory (Center for Preventive Medicine of Vandosuvre
les Mancy, France) and monitord by osing the Mational
Chuality Contml from France.

Statistical amalyses
Statistical analyses were petormed by using the A% software
package version 9.1 (5A% Institute Inc, Cary, MO, USA).
Before statistical analyses, serum concentrations of the above
mentioned variables were ad justed for the etfect of between-
maonth variability to remaowve thie effect of both seasonal and
amalytical vadations. Briefly, for each variable, levels were
regressed on monthly truna ted means obtained on selected
healthy men aged 2040 yvears attending the health checkup
concurrently with the sample population of this study; the
variable used being the sum: residual + crude mean of the
overall sample.

As the distributions of triglycerdes, apolipoprotein E,
hs-CRP concentrations amd ASAT, ALAT and GGT activities
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exhibited a long-tailed positive skewness and kurtosis both
at entrana and at the secomd checkup, log, tansformation
was used. Conversely, the S-year changes for all variables had
nomal distributions. The Gaussian distrbution was verified
by using nomal probability plots. For continuous variables
at entrance, Kruskal-Wallis tests were performed for char-
acteristic differences aoss the four groups of BMI changes
iweight loss | <0kg/m®), and weight gain (0-1, 1-2 aml
=2kg/m®). The significance of differences among the
gmups for the categorical variables was analyzed by using
the ¢ 5-test when cells had expected counts greater than Five.
The S-year changes in MS-related variables acoording to the
four BMI change groups were tested by using the test for
tremed after the adjustment For wvariable level, age, BMI,
alecohol and cigarette consumption at entrance, and the
S-year changes in aloohol amd cigarette consumption. In
addition, test for interaction between sex and BMI changes
was performed. Associations between sk variables related to
M3 (biclogical variables and blood pressure) were deter-
mimed by using Pearson correlation analysis in the whole
gmoup (men and women) after adjustment for age, sex amd
variable value at emtrance.

Factor analysis was used to extmct factors, followed by
orthogonal {varimax) rotation to assist in the interpretation
of the factors and to ensure that the factors were uncorre-
lated.  Five-year changes of the following variables were
included: serum triglycerides, total cholesterol, HDL choles-
terol, apolipoproteins AL, B and E tasting glucoss, hs-CRF
orosomucoid and haptoglobin concentrations; ALAT, ASAT,
ALP and GGT activities; WBC count; systolic and diastolic
blood pressure. As the values for waist girth or WHE were
significantly cormelated with BMI, both at entrance and for
the S-year changes, these two anthropometric parameters
were not included in facor analysis. Co-linearity between
waist girth, WHR and BMI would give wrong results in the
Following s tatistical analysis, Variables were adjusted tor age,
sex and entrance value before analysis. Vadables with factor
loadings having absolute values of (.20 or greater were used
in imterpreting the factors, Scores were com puted tor rotated
factors as the sum of products of observed variables moulti-
plied by their factor loading. Finally, these scores were
analyzed accomding to the four categories of BMI changes.
Statistical significance was taken at P= 005,

Results

Baseling characteristics by 8MI dhrarge calegories

Eruskal -Wallis test showed signifiamt differences across the
four categories of BMI changes (Table 1) for all baseline
anthropometrical indices (BMI, weight, weight gith and
WHR) in both men and women (P=0005), for baseline
alcohol consumption, HDL-cholesterol concentmtion amd
WEBC count in women (P= 0012, P={L{KK, and P= 0003,
respectively) and apolipoprotein B and fasting  pglucose

BMI changes and ME-mlated chusers
H Bamhmoare #1 gl

concentration in men 1= 04 1 and P = (LM, respectivel b
These results required the adjustment for baseline character-
istics betore hurther analysis of challgm- in wvariables of
interest.

Five-pear changes in My-related vanabdes by BME diunge
calfegaries

Changes in anthmpometical parameters described in Table 2
were strongly associated with BMI gain in men and in
women (P=(L00L). Changes in cigamwtte consumption sig-
mificantly differed across the four groups (decrease of
cigarette mumber when BMI increased), whereas the changes
in alcohol consumption amd activity index did not. There
was a strong significant linear trend with the inoeasing BM1
aml worsening of the following MS5-related vad ables in both
men and women: systolic and diastolic blood  pressure;
serum  tiglycerides, total  cholesterol, HDL-cholesterol,
apoelipoprotein B, apolipoprotein E, udc acid amd omsomu-
ooid concentrations, GGT activity and WBC count. In
addition, in men only, the same significant tremd was
ohserved for concentrations of apolipoproteins A1 and for
ASAT amd ALAT activities; whereas in women, the melation-
ships were significant for ALP activity amd serum concentn-
tions of hs-CRP and haptoglobin. Inferaction terms with sex
were significant for triglycerides, apolipoprotein E, hapto-
globin and orosomucoid conentrations and ASAT, ALAT,
GOT amd ALP activities

Correlation matrx for variabie chamngs

Table 3 presents the correlation matrix for the changes of the
various hi-related variables. Changes in anthmopometrical
pammeters over 5 years wene strongly corelated  hetween
them (BMI, WHR and waist girth; P=000010 and with most
of the MS-related variahles (Table 33, Svstolic blood pressure,
diastolic blood pressum, apolipopmtein E and blood glucose
were significantly related to BMI and waist girth, but not to
WHE changes. WBC wen significantly correlated with WHR
amd waist girth changes and not with BMI gain.

Exploratory factor amalysis

Principal component analysis identified five factors with
proportion of the explained variance = W0% (408, 21E,
19.9, 14.2 and 11.5%, for factor 1-5, respectively), that were
retained for factor rotation. Factor loadings of the original
variahles with each Factor after varimax rotation are shown
in Table 4. The variables' changes over 5 vears were loaded in
each factor with a factor loading =020, These factors were
interpreted and named as (1) ‘risk lipids’, with positive
loadings of apalipoprotein B, total cholesterol, apolipopro-
teim E, triglyoerides, unc acid and GGT, 120 'liver enzymes’,
represented by ALAT, ASAT amnd GGT; (30 ‘inflammation’,
represented by orosomucoid, haptoglohin, hs-CRF, ALFP and
WHBC; (4) ‘protective lipids’, represented by HDL-cholesterol,
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Table 4  Factor loadings for the 5year changes of melabolic syndrome.melated vasabies in men and women®
Focions
Fik lpids Liver enaymes Inrleoruratian Pralective Lpids Blood’ prasis ure
Adpaipoprotsn B .84
ATholesteral B3 0294
Adpaipoproten E L.605
ATrighycerides 1,553 0204
Albric acid 275
AMLAT BN
AASAT 0. 736
AGGT 0255 .54
AOrasarmm cod 0709
A Haptoglokin 0705
AHsCRP 0531
AnP 0392
AWEC 0296
AHDL dhaobesteral 0759
Adgpdipaprotsn Al 0,694
ADEP 0722
ASEP 0.709
AFasting gluoose 0239
Explained Vanance (W) 408 21LE 1939 132 115
ALAT = slanine sminaorandderase: ALP = slafine phatphatse: ASAT = spariate aminotransberae: DBP —dissiolic blood peeswre; GOT = yghutamyl iranslerase:
HDL = high-dersity Fpoprolsin; haCRP <high-ssngtivity Cresciive proten; SBP = gysialic blood pressure: WEBC = while blood csls. “asables wer sdjusied for
age, sex and enirance value before the analy s varimas rotation were used. Factor loadings of les than 0,20 or more than = 0020 were not shown Tor Srplicity.
apolipoprotein: Al, cholesterol and tiglyerides (negative action term with sex in test for tend was no longer
valug) and (5) ‘blood pressure’ with positive loadings of significant. For the scoms risk lipids, liver enzymes, inflam-
diastolic and systolic blood pressures and fasting glucose, mation and hlood pressure, exclusion of subjects consuming
maore than 24p of alcohol per day did not modify our
previous results shown in Table 5.
The five factor scores by BMIU drange categones
The association of fador soores acmss the four categories of
the S-year changes in BMI was assessed using the test for Discussion
trend after the adjustment for age, BMI, alcohol and cigarette
consumption at entramce, amwd the S-year cha nge in aleohol In this study, we described in which way the S-year changes
amd cigarette onsumption (Table 5). There was a stmong in a sizeable number of M5related variables are associated
limear tremd between increasing BMI gain amd worsening of each other and how alterations in BMI are melated with these
risk lipids and blood pressure factors among men aml changes. We not only confirmed but also extended pre-
women (P = (L001). In addition, in men only, liver enzymes viously reported works about the relationships betwoeen BMI
and protective lipids factors were significantly related to the gain and worsening of vadous MS-melated variables in men
Svedr gain in BMI (P=0.001) whereas the inflammation amdfor in women induding blood pressure, lipid profile,
factor positively increased across the four BMI-change inflammation martkers, liver enzymes, uric acid amd ALP
gmoups, in women only. Interaction terms with sex were activity. By using factor analysis in order to avoid the
statistically significant for the factors inflammation and liver problem of multiple  comparisons  amd  redundancy of
enzymes (7= 00000 and borderline significant for protective information, five simmary tactors based on the patterns of
lipicls 4P = 10.0OF). changes of the metabolic variables were identified: risk
Similar results were found for the five scores when anal yses lipids, liver enzymes, inflammation, protective lipids and
were sucessively restricted to individuals not taking the blood pressure. In addition, we showed a gender-dependent
following drugs (lipid-lowering medications, aspirin, oral interaction between changes in BMI and MS5-related clusters:
contraceptive or hormone replacement therapy), not having liver enzymes and protective lipids factors were significntly
menopause, or smoking less than five cigarettes per day assodated with weight gain in men and inflammation in
However, later with alcohol consumption higher than 24 ¢ wionnen, whereas risk lipids and blood pressume factors were
per day (about 1/41 wine), differences across the four related to weight gain in both men and women.
categories of the Syear changes in BMI wem less marked In contrast to previous investigations," this survey was
for protective lipids in men only: (L05 =072, 00450068, not designed to contribute to better diagnosis or prediction
=01 +0.79 and —0.14+ 080 (P= 005} In addition, inter- of the M5 but to em phasize the i mpact of shot-term changes
Iriemananal joumna o Chesiy
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in BMI, on variows M5-related factors and their clusters. The
major findings of factor analysis were the confirmation of
previously reported metabolic summary factors from cross-
sectioml studies of nondiabetic healthy aduolts sk and
protective lipids, blood pressure and inflammation) ™ ™ and
the identification of a new summary factor {liver enaoymes).
Moreover, in agreement with previows studies, WBC aggre-
gated with inflammation markers {inflammation clustery *
and wric acid and GGT activity with lipid levels of risk lipids
chster ™

When amalvzing individual parameters or clusters taking
the mnfounders into aooount, our results are in acodance
with worldwide previous studies showing asociations of
blood pressure and lipid profile changes over time with
changes in BMI for both sexes. ** 27 I addition, similarly
to previous imvestigations, changes in GGT activity and uric
acid concentrations™ were significantly associated with B
gin in both genders and oo awsodation was foumd with
changes in Gsting blood glicoose levels 47

Conversely, BMI changes were associated with changes in
AlF and in inflammatory markers (l-CRF, haptoglobin,
ormsomuroid and ssmmary duster inflammation ) o women
only. A oumber of previous stmdies have underlined the
differences between men and women for the asociations
between infia s fion markers and body composd Son amd)
or weight alteration For instance, positive oxrelations of
adiposity with I=-(RF concent@mtion av oftrn tenger o
women then in men™ = and hs-{RP concentrations lave
been found redoced with weight loss in women.™ Data
related to other inflammatory markers are saEce; OO -
ooid and laptoglobin concentrations have beon show to be
amocisted with weight gain in 2 malke population but
without comparison with women ™ The mechani uns acting
fior this sex-specific difference are not well ondontood but 3
inflammstory rq::lur"‘ and mocently Abdullah et o**
observed signifiGnt comelations betwern leptin and hs-
CRP levels in women but not in men, independenthy of other
meams of obesity.

Signifi@mt asodations wer previously otmerved in men
between ASAT, ALAT and GGT activities and BMI by using
aes-sectional™ or longitudinal deign,™ afier controlling
for the effect of aloohol comumption as in our study.
Moreover, in agreement with our data, BMI changes ovet
time were related to simul@Eneous alterations of ALAT, ASAT
aml GGT activities ¥ However, no sex-<dependent interaction
‘was noticed in the Gterature as in our study. Likewise, no
data exists on relationships between AL activity and BMI
change, our results observed in women only could be due to
bone formation mechanism related to hormonal status.**

The gender-dependant assodations, we found for inflam-
mation and liver emeymes factors could be explained by
gender-differences in adiposity. Intra<abdominal tat is closely
commecied anatomically and physiologically to the liver™ In
men, it is related in a nonlinear way with welght, BMI, and
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waist girth in normal weight individuals, whereas distribu-
tion of fat becomes more unitorm across storage sites in
obesity, Contrary to men, in women, this melationship is
always linear in normal or higher BMI as a result of their
gereralized peripheral fat patu:rning.l:' We can presume that
equal weight gain, in nonexcessively obese men and women,
could result in differential fat accumuolation. Thus, a tremd
for intra-abdominal accumulation in men ould affect liver
metabalism amd liver eneyme activity, whereas in women
the trend for a more homogenous/generalized fat distribu-
tion could trigger inflammation, explaining at least partially,
the sex-dependent relationship we evidenced.

The strengths of the current longi tudinal study include the
careful selection of the subsample of middle-aged adult,
without chronic (cardiovascolar diseases and diabetes) or
acute disease, without morbid obesity and without extreme
vilues concerning the MS-related variables. Furthermore,
detailed infommation on lifestyle amd metabolic factors were
available and wem used as confounding factors. Another
strength is that the data collection at the two checkups was
performed in the same center, by trained staff and acoording
to standard procedures monitored by using a Cuality
Control  program. In addition, seasonal and  analytical
variation variability was reduced and/or taken into account
betore statistical anal yses.

This study is limited by the Fact that our conclusions are
vilid for middle-aged adults living in the cast Fanoe with
similar chamctenstics and comparison with other investiga-
tions should take into account the charaderistics of these
French individuals. Another limitation is related to the usual
problem of withdrawal in longitudinal aireeys and differenoes
at haseline between subjects attending only the first and both
checkup visits. As we were not able to perform a reall for the
subsample (or for a part of ith of nonresponders, o accurate
estimation was available about the confounding effect on our
results, Nevertheless, we @n hypothesize that loss of indivi-
duals with higher MS-related factors (in particular in the group
of men) has led to an underestimation of effects and o a
stbsequent reduction of statisticl power.

In conclusion, our wesults show that short-term BME gain is
strong ly associated with the worsening of vad ows M5-related
variables when analvzing them individually or after cluster-
ing. This association is significant for risk lipids amd blood
pressure factors for both men and women. Comversely, liver
enzymes and protective | pids factors are significantly related
to BMI pain in men only, whereas inflammation factor is
associated with BMI gain in women only. This fact under-
lines the importance of gender in biologial mechanisms
involved in M3 physiopa thology.
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Sex-dependent associations of leptin with Metabolic Syndrome related
variables: the Stanislas Study

Anastasia Samara, Bernard Herbeth, Roberte Aubert, Hind Berrahmoune, Frédéric Fumeron,

Gérard Siest, Sophie Visvikis-Siest

Accepté avec modifications a Obes Res

Récemment, la leptine a été trouvée associée avec la protéine C-réactive (CRP) et cette
association est indépendante de 1’obésité mais dépendante du sexe. Ainsi, nous avons voulu
regarder si la leptine est associée avec d’autres marqueurs d’inflammation et des variables
associées au syndrome métabolique (SM) et si ces associations sont indépendantes des
mesures anthropométriques mais dépendantes du sexe.

Chez 384 adultes supposés sains (192 hommes et 192 femmes) nous avons mesuré la masse
grasse totale et le rapport taille/hanches, ainsi que la leptine circulante et 15 facteurs associés
au SM : pression artérielle systolique et diastolique, triglycérides (TGL), cholestérol, HDL
cholestérol (HDL-C), ApoAl, ApoB, glucose, acide urique, CRP, orosomucoide,
haptoglobine, et 1’activité des enzymes hépatiques aspartate aminotransférase (ASAT),
alanine aminotransférase (ALAT) et glutamyltransférase gamma (GGT).

Apres ajustement sur 1’age, la consommation d’alcool et de tabac, le rapport taille/hanches, et
la masse grasse totale, la leptine est associée avec les TGL, le_cholestérol, I’ApoB, 1’acide
urique , I’haptoglobine et 1’activité des enzymes hépatiques chez les hommes et ’HDL-C,
I’ApoAl et la CRP chez les femmes. Le test d’interaction du sexe a été significatif pour le
cholestérol, I’ApoB, ’'HDL-C et les enzymes ALAT et GGT.

La leptine est donc associée avec plusieurs facteurs du SM indépendamment du rapport
taille/hanches et de la masse grasse totale, et spécifique au sexe, dans une population de sujets
supposés sains. Les associations trouvées pourraient refléter des différences liées au sexe au
niveau des mécanismes d’inflammation et au niveau d’autres voies métaboliques associées au
SM qui sont médiées au moins partiellement par la leptine dans les conditions pre-

pathologiques.
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ABSTRACT

Recently, leptin has been found related to C-reactive protein (CRP) independently of
adiposity, in a sex dependent manner. Here, we sought if leptin could be associated with other
inflammatory markers and variables related to metabolic syndrome (MS), and if such
associations were independent of anthropometry and differently according to sex.

In 384 healthy middle-aged adults (192 men and 192 women) total fat mass and waist-to-hip-
ratio (WHR) measurements were performed additionally to measurements of serum leptin and
of 15 MS-related parameters: systolic and diastolic blood pressure, triglycerides, cholesterol,
HDL-cholesterol, apo Al and B, fasting glucose, uric acid, CRP, orosomucoid and
haptoglobin levels and aspartate aminotransferase (ASAT), alanine aminotransferase (ALAT)
and gamma-glutamyl transferase (GGT) activities.

After adjusting for age, alcohol and cigarette consumption, WHR and total fat mass, leptin
was significantly associated with serum triglyceride, total cholesterol, apo B, uric acid and,
haptoglobin concentration and liver enzyme activity only in men, and with apo AI, HDL-
cholesterol and CRP only in women. Sex-interaction terms were significant for total
cholesterol, apo B, HDL-cholesterol, uric acid, ALAT and GGT, and borderline significant
for triglycerides, apo Al and ASAT.

Leptin is related to various MS factors independently to WHR and total fat mass, and in a
specific to gender way, in a healthy population. These associations may reflect sex-related
differences in inflammatory mechanisms and other MS-related metabolic pathways that may,

at least partially, be mediated by leptin in pre-pathological conditions.

Keywords: leptin, metabolic syndrome-related variables, gender differences, total fat mass,

waist to hip ratio
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Introduction

Selective excess of intra-abdominal/visceral adipose tissue, for any given amount of total fat
mass, exposes in a substantially higher risk for developing insulin resistance and metabolic
syndrome (MS) features(1). Accumulation of fat in liver triggers alterations on free-fatty acids
metabolism and on the release of adipokines but their exact contribution to MS is unclear(2).
However, some evidence exists on associations of leptin with MS and/or its related variables.
In fact, in a prospective study, baseline leptin plasma levels were able to predict the
development of glucose intolerance and insulin resistance, when controlling for body mass
index (BMI), as well as the development of MS(3). As for MS-related factors, it was only
recently demonstrated(4) an independent to obesity association of leptin with C-reactive
protein (CRP) that was interestingly, dependent to gender. This is the only large-scaled
population study in which analyses were stratified according to sex and where the association
between leptin and CRP was adjusted on multiple obesity indices [BMI, waist-to-hip ratio
(WHR), total fat mass].

In the same context, we aimed to test associations of leptin with the ensemble of common
(blood pressure, fasting glucose, lipid profile), together with newly-characterized MS-related
factors such as the inflammatory markers CRP(5), haptoglobin and orosomucoid(6), liver
enzymes(2) and uric acid(7). For this purpose, we selected a sub-sample of population not
suffering from diabetes, cardiovascular disease (CVD), or severe obesity that we stratified by
sex and where specific to abdominal (WHR) and overall (total fat mass) measurements were

undertaken.

Methods and procedures

Population
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This work is part of the Stanislas Family Study, a 10-year longitudinal follow-up study con-
ducted since 1994 on 1006 families selected at the Center for Preventive Medicine of
Vandoeuvre-les-Nancy (east of France)(8). In this article, we present data from a sub-sample
of 384 adults aged 30-64 years (192 men and 192 women) who had undergone health
examinations in 1994-95 including the measurement of both serum leptin and total fat mass
by using bioelectrical impedance.

Due to the design of the Stanislas Family Study, subjects were of French origin and were free
from acute or chronic diseases such as stroke, myocardial infarction and cancer. For this
study, additional exclusion criteria were used because of their potential effects on metabolic
values and consequently on results of regression analysis. Participants who were underweight
(BMI < 17 kg/mzz moderate and severe thinness) or with class III obesity (BMI > 40 kg/m?)
were not included in this study. Individuals with extreme values were excluded: alcohol
consumption > 120 g/day, systolic blood pressure (SBP) > 185 mm Hg, diastolic blood
pressure (DBP) > 120 mm Hg, aspartate aminotransferase (ASAT) > 120 U/L, alanine
aminotransferase (ALAT) or gamma-glutamyl transferase (GGT) activities > 200 U/L, serum
orosomucoid > 2.5 g/L, serum haptoglobin concentrations > 3.5 g/L, serum CRP > 15 mg/L,
serum cholesterol or triglyceride concentrations > 10 mmol/L, serum glucose concentration >
8 mmol/L or using antidiabetic agent.

Each subject gave written informed consent for participating in this study, which was
approved by the "Comité Consultatif de Protection des Personnes qui se prétent a une

Recherche Biomédicale de Lorraine" (France).

Bioelectrical Impedance Data

Total body resistance was measured with a BIA-101 impedance analyzer (RJL Systems,

Detroit, MI, USA). This battery-operated system passes a 50-kHz signal at a root mean square
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current of 800 mA. Measurements were performed in a fasting state (at least 12 hr
postprandial), without previous physical exercise, after the subject had urinated and had been
staying in a clinical bed for 10 min. Feverish subjects were excluded. Patients rested in a
supine position with arms and legs abducted. Electrodes were placed on the dorsal surfaces of
the right hand and foot proximal to the metacarpophalangeal and metatarsophalangeal joints.
Measurements were performed between 8.00 and 8.30 or between 12.00 and 12.30 a.m. All
measurements were performed by the same trained observer(9). The equations provided by
Segal and coworkers were used to compute fat free mass (FFM) (kg) in males and females.

Fat mass (FM) (kg) was calculated as weight minus FFM.

Blood samples and data collection

Data were collected by using relevant questionnaires including, information about lifestyle
such as tobacco, alcohol and drug consumption and personal medical history. Physical
examinations and functional tests were performed and basic blood constituents were
measured(8). Weight and height were measured while the participants were standing in light
clothing without shoes. BMI was calculated as weight in kilograms divided by height in
squared meters. Waist circumference (WC) was measured at the narrowest level, and hip
circumference was measured at the maximum level over light clothing. WHR was calculated.
Serum concentrations of fasting glucose, total cholesterol, triglycerides, and activities of
ASAT, ALAT, and GGT were measured with commercially available kits on an AU5021
apparatus (all from Merck, Darmstadt, Germany) on fresh aliquots, and within 2 h. Serum
apolipoproteins (apo) Al and B, hsCRP, haptoglobine and orosomucoid were measured by
immunonephelometry on a Behring Nephelometer Analyser (BN II, Dade-Behring, Marburg,
Germany) with Behring reagents (Reuil-Malmaison, France) within 2 h after sampling. Serum

leptin concentrations were measured by RIA (Linco Research, Saint Charles, MO, USA).
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the SAS software package version 9.1 (SAS
Institute, Inc., Cary, NC). Since the distributions of fat mass, and leptin, triglyceride, ASAT,
ALAT, GGT, and CRP concentrations exhibited a long-tailed positive skewness and kurtosis,
log; transformation was used. The Gaussian distribution was verified by using normal

probability plots.

ANOVA was used to test differences between males and females for characteristics and MS-
related variables. Pearson correlation coefficients were calculated to evaluate the association
between MS-related variables and various characteristics including anthropometric

measurements.

To determine the respective association of fat mass, WHR and leptin concentration with MS-
related variables, linear regression analysis were used. For each variable, fat mass, WHR and
leptin concentration were entered into the model simultaneously with age, and alcohol and
cigarette consumption, as covariates. To reduce co-linearity of fat mass with WHR and leptin
concentration, we computed residuals from linear regression analysis of leptin and WHR
values on fat mass, separately in men and women. The resulting residuals were included in the
models. For leptin, ‘b” was determined by calculating the slope of a plot of a log leptin versus
log total fat mass and was calculated to be 1.7197 for women and 1.5387 for men (log
leptin=-1.2192 + 1.7197 log total fat mass; log leptin=-1.4128 + 1.5387 log total fat mass for
women and men respectively). For WHR, ‘b’ was determined by calculating the slope of a
plot of WHR versus log total fat mass and was calculated to be 0.200 for women and 0.313
for men (WHR=0.505 + 0.200 log total fat mass; WHR=0.506 + 0.313 log total fat mass for

women and men respectively). In addition, interaction term with sex was tested. Statistical
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significance was taken at P<0.05. To detect a correlation coefficient of 0.20 (R2 =0.04), a

sample of 192 subjects will provide 81% power at the 0.05 level.

Results

Characteristics of the 384 adults of the present study are described in table 1. All results were
stratified by sex. Men had significantly higher age, weight, fat free mass, BMI, WC, WHR,
alcohol and cigarette consumption, blood pressure, serum concentrations of triglycerides,
cholesterol, apo B, glucose, uric acid, and orosomucoid and activity of ASAT, ALAT and
GGT, compared to women. Conversely, women had significantly higher percentage of fat
mass and higher serum apo Al, HDL-cholesterol and leptin concentrations. No significant sex
difference was observed for total fat mass and for serum CRP and haptoglobin
concentrations.

Table 2 shows correlation coefficients between fat mass and leptin with the metabolic
parameters studied after adjustment for age, alcohol and cigarette consumption. Total fat
mass was significantly associated with all the MS-related factors in men, while only total
cholesterol concentration and activities of ASAT and GGT were not significantly correlated
with total fat mass in women. The majority of correlation coefficients were positive, except
for HDL-cholesterol and apo Al that were correlated in a negative way. Sex interactions were
statistically significant for DBP, triglycerides, uric acid, as well as for the activity of the three
liver enzymes tested.

Leptin was also significantly associated with most of the parameters tested for both sexes. No
significant association was found for apo AI concentration (in both sexes) and for GGT
activity (in women). All MS-related factors were positively correlated with leptin, except
from HDL-cholesterol. Concerning sex interactions, they were significant for total

cholesterol and apo B, additionally to liver enzyme activities, uric acid and triglycerides.
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WHR was not significantly correlated with total cholesterol, fasting glucose, CRP and
haptoglobin in men. In women, no significant associations were observed for DBP, total
cholesterol, and activity of the liver enzymes (ASAT, ALAT and GGT). All other parameters
were significantly correlated with WHR in a negative (apo Al, HDL-cholesterol in both
sexes) or a positive way.

Multivariate analyses were then used to test the independent association between leptin
concentration and the MS-related variables taking into account total fat mass and WHR and
after prior adjustment for age, alcohol and tobacco consumption (table 3). Leptin and WHR
were adjusted on total fat mass prior to inclusion in the multivariate analysis model because
of the high degree of co-linearity with total fat mass.

Total fat mass was significantly associated with all MS-related factors both in women and
men (except for total cholesterol, GGT and ASAT activities in women). In men, WHR was
significantly related to triglycerides, HDL-cholesterol, ALAT and GGT activity. In women,
significant associations were found for apo Al, HDL-cholesterol, fasting glucose, CRP and
orosomucoid.

In men, when controlling for fat mass and WHR, leptin concentration remained significantly
correlated with triglycerides, total cholesterol, apo B, uric acid, and haptoglobin
concentrations, and with ASAT, ALAT, and GGT activities. Conversely, in women, leptin
level was significantly associated to apo AIl, HDL-cholesterol and CRP concentration. In
addition, tests for sex-leptin interaction were statistically significant for triglycerides, total
cholesterol, apo B, HDL-cholesterol, uric acid, ALAT, and GGT and borderline significant

for apo Al and ASAT.

Discussion
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Up to the present time no study is available regarding the specific associations of plasma
leptin concentration with a set of MS-related factors including both common and newly-
characterized markers, independently of abdominal (WHR) or overall adiposity (total fat
mass), accounting for co-linearity between leptin and anthropometric characteristics, and
including test for sex-interaction. In the present study, firsty, we confirmed the independent
association of leptin with CRP specifically in women as demonstrated by Abdullah et al(4).
Secondly, we showed that plasma leptin levels were associated with serum triglycerides, total
cholesterol, apo B, uric acid and haptoglobin concentration and, with ALAT, ASAT and
GGT activities only in men, and with apo Al, and HDL-cholesterol levels only in women.
Sex-interaction terms were showed to be statistically significant for triglycerides, total
cholesterol, apo B, HDL-cholesterol, uric acid, ALAT and GGT, and borderline significant
for apo Al and ASAT. Thirdly, in this sample, systolic and diastolic blood pressure, fasting
glucose and orosomucoid were not associated with leptin, neither in men nor in women.

The specific to gender associations we found could be essentially attributed to anatomical,
physiological, secretory and hormonal parameters differing between men and women. In men,
intra-abdominal fat is related in a nonlinear way with weight, BMI, WC when these indices
are at relatively low levels and this relationship becomes linear only at higher levels of obesity
when distribution of fat starts to become more uniform across storage sites. Contrary to men,
in women, this relationship is always linear in normal or elevated BMI as a result of their
generalized/peripheral fat patterning(10). As mentioned, we studied a population consisting of
men and women with similar total fat mass that did not suffer from extreme obesity (BMI >
40 kg/m®). In this range of BMI, men accumulate preferentially fat in abdomen that is not
reflected by total fat mass or detected by WHR measurements and develop fatty liver. Intra-
abdominal fat is closely connected anatomically and physiologically to the liver. Indeed,

mesenteric fat thickness measured by ultrasound in non-obese subjects was proposed as an
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independent determinant for fatty liver(11). Fatty liver usually present in overweight or mildly
obese subjects results in mild elevation of ASAT and ALAT and to a smaller extend of GGT.
This physio-pathological state influences lipid metabolism and activates a number of
adipokines(2). Furthermore, in a population of normal to mildly obese individuals there was
found a positive relationship between leptin and liver steatosis after adjustment for body
composition, for men but not for women(12).Given the above, we could probably explain the
significant relations of leptin with lipids, liver enzymes and uric acid that persisted after
adjustment for total fat mass and WHR in men but not in women.

Some evidence already exists on the involvement of leptin in liver metabolism that further
support the associations we described. It has been demonstrated that leptin exerts complex
effects on liver gene expression(13). As for lipids, some animal models have shown that
leptin plays a role in liver triglyceride metabolism(14) and may act on HDL apolipoprotein
turnover(15). In humans, it has been shown an association of leptin with variables of the
cholesterol metabolism(16). In fact, leptin represses specifically the gene coding for Stearoyl-
CoA Desaturase-1, an enzyme involved in the synthesis of triglycerides and VLDL in the
liver(17). Uric acid and leptin have been found independently associated, suggesting that this
hormone can probably act directly to modulate uric acid levels or that uric acid acts on
mechanisms determining leptin levels that are not mediated by obesity(18). Another study on
healthy male adolescents demonstrated that uric acid influences leptin levels independently of
BMI(19).

Interestingly, physiological and secretory differences could additionally explain our results.
Adipose cells of non-obese subjects reveal bigger adipocytes with higher lipolytic activity in
portal (compared to non-portal), in intra-abdominal depots for men, compared to women(20).
Mildly obese men show higher metabolic activity and may thus, have raised sensibility to or

production of hormones as leptin, even though women have higher plasma levels of
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leptin(21). These differences are not found in obese subjects(22). These observations suggest
a consideration of the level of obesity and of gender when studying obesity in relation to
metabolic disturbances. This could probably explain, at least partially, the significant
associations we found in men but not in women, ranging from normal weight to moderate
obesity.

It has already been demonstrated that gender is a major determinant of the plasma leptin
levels and women have higher circulating leptin levels compared to men for similar total fat
mass(21). Sex steroid hormones have direct effects on adipose tissue cells a) via their
receptors that regulate by transcriptional control, among them leptin and b) by their
involvement on preadipocyte proliferation and differentiation, determining in this way the fat
distribution in men and women(23). A complex interlay between leptin and sex hormones
seems to influence at least some of the MS-related parameters we tested.

We have to mention that the independent associations of lipids, liver enzymes and uric acid
(predominantly metabolized by liver) found with leptin in men are unlikely due to factors as
tobacco or alcohol consumption because these factors were taken into account prior analysis.
Unfortunately, we were not able to explain the absence of an independent association of leptin
with blood pressure, glucose levels. A probable link between them appears only in
pathological states where hypertension and glucose intolerance are installed where leptin
could have a compensatory to disease mechanisms role.

Since our study was done on a sub-sample of the Stanislas population, conclusions obtained
from this investigation should be valid for middle-aged adults living in the east France with
similar characteristics. An eventual comparison of our results with those of other similar
studies should take into account the characteristics of these French individuals. The strengths
of the present study consist in : a) studying simultaneously a considerable number of newly

characterized additionally to common MS-related risk factors, b) adjusting associations of
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leptin on precise to abdominal (WHR) and overall (total fat mass) adiposity measurements,
taking into account co-linearity, c¢) selecting a relatively homogeneous sub-population of
healthy subjects ranging from normal to mild obese, with no statistically significant difference
in total fat mass between sexes, with moderate alcohol and cigarette consumption and without
biological manifestations of liver and inflammatory deseases and d) stratifying analyses
according to sex and testing for the statistical significance of the differential associations
found (concerning leptin and MS-related factors between men and women). Conversely, the
main limitation of our study is the relatively limited number of subjects (192 in each group)
that allowed detecting a R? of 0.04 (R=0.20) with 81% of power at the 0.05 level. Lower R*
led to a reduction of statistical power (e.g. power of 70% for R* = 0.03) and consequently
should be interpreted with caution.

In the present study, we investigated the possible associations of leptin with MS-related
factors in a relatively healthy population, without extreme obesity and with similar total fat
mass distribution, accounting for both genders. On the one hand, leptin was preferentially
related to factors predominantly metabolized by liver in men, suggesting that this hormone is
involved in unrecognized fatty liver. On the other hand, leptin was preferentially associated to
an important inflammatory marker, CRP. The above results underline the importance of this
adipokine in MS-related factors metabolism and the particular interest of studying MS physio-

pathology, by taking gender into consideration.

197



Acknowledgements

We are deeply grateful for the cooperation of the families participating in the Stanislas
Cohort. We acknowledge the management, reception, preclinical, laboratory and medical staff
of the Center for Preventive Medicine of Vandoeuvre-l¢s-Nancy (France). The STANISLAS
cohort study is supported by the Caisse Nationale d’Assurance Maladies des Travailleurs
Salariés (CNAM), the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM),
the Région Lorraine, the Communauté Urbaine du Grand Nancy and the Henri Poincaré

University of Nancy I.

198



Disclosure statement

No conflict of interest

199



(1
2

€)

(4)

()

(6)

(7

(8)

9)

(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

References

Despres JP, Lemieux I. Abdominal obesity and metabolic syndrome. Nature 2006;444:881-887.

Rector RS, Thyfault JP, Wei Y, Ibdah JA. Non-alcoholic fatty liver disease and the metabolic
syndrome: An update. World J Gastroenterol 2008;14:185-192.

Franks PW, Brage S, Luan J, Ekelund U, Rahman M, Farooqi IS, Halsall I, O'Rahilly S, Wareham
NJ. Leptin predicts a worsening of the features of the metabolic syndrome independently of
obesity. Obes Res 2005;13:1476-1484.

Abdullah SM, Khera A, Leonard D, Das SR, Canham RM, Kamath SA, Vega GL, Grundy SM,
McGuire DK, De Lemos JA. Sex differences in the association between leptin and CRP: Results
from the Dallas Heart Study. Atherosclerosis 2006.

Rutter MK, Meigs JB, Sullivan LM, D'Agostino RB, Sr., Wilson PW. C-reactive protein, the
metabolic syndrome, and prediction of cardiovascular events in the Framingham Offspring Study.
Circulation 2004;110:380-385.

Engstrom G, Stavenow L, Hedblad B, Lind P, Tyden P, Janzon L, Lindgarde F. Inflammation-
sensitive plasma proteins and incidence of myocardial infarction in men with low cardiovascular
risk. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003;23:2247-2251.

Onat A, Uyarel H, Hergenc G, Karabulut A, Albayrak S, Sari I, Yazici M, Keles 1. Serum uric
acid is a determinant of metabolic syndrome in a population-based study. Am J Hypertens
2006;19:1055-1062.

Siest G, Visvikis S, Herbeth B, Gueguen R, Vincent-Viry M, Sass C, Beaud B, Lecomte E,
Steinmetz J, Locuty J, Chevrier P. Objectives, design and recruitment of a familial and
longitudinal cohort for studying gene-environment interactions in the field of cardiovascular risk:
the Stanislas cohort. Clin Chem Lab Med 1998;36:35-42.

Lecomte E, Herbeth B, Nicaud V, Rakotovao R, Artur Y, Tiret L. Segregation analysis of fat mass
and fat-free mass with age- and sex-dependent effects: the Stanislas Family Study. Genet
Epidemiol 1997;14:51-62.

Schreiner PJ, Terry JG, Evans GW, Hinson WH, Crouse JR, 111, Heiss G. Sex-specific
associations of magnetic resonance imaging-derived intra-abdominal and subcutaneous fat areas
with conventional anthropometric indices. The Atherosclerosis Risk in Communities Study. Am J
Epidemiol 1996;144:335-345.

Liu KH, Chan YL, Chan JC, Chan WB, Kong WL. Mesenteric fat thickness as an independent
determinant of fatty liver. Int J Obes (Lond) 2006;30:787-793.

Valtuena S, Numeroso F, Ardigo D, Pedrazzoni M, Franzini L, Piatti PM, Monti L, Zavaroni I.
Relationship between leptin, insulin, body composition and liver steatosis in non-diabetic
moderate drinkers with normal transaminase levels. Eur J Endocrinol 2005;153:283-290.

Barzilai N, Wang J, Massilon D, Vuguin P, Hawkins M, Rossetti L. Leptin selectively decreases
visceral adiposity and enhances insulin action. J Clin Invest 1997;100:3105-3110.

Huang W, Dedousis N, Bandi A, Lopaschuk GD, O'Doherty RM. Liver triglyceride secretion and
lipid oxidative metabolism are rapidly altered by leptin in vivo. Endocrinology 2006;147:1480-
1487.

200



(15) Silver DL, Jiang XC, Tall AR. Increased high density lipoprotein (HDL), defective hepatic
catabolism of ApoA-I and ApoA-II, and decreased ApoA-I mRNA in ob/ob mice. Possible role of
leptin in stimulation of HDL turnover. J Biol Chem 1999;274:4140-4146.

(16) Hallikainen M, Kolehmainen M, Schwab U, Laaksonen DE, Niskanen L, Rauramaa R,
Pihlajamaki J, Uusitupa M, Miettinen TA, Gylling H. Serum adipokines are associated with
cholesterol metabolism in the metabolic syndrome. Clin Chim Acta 2007;383:126-132.

(17) Cohen P, Friedman JM. Leptin and the control of metabolism: role for stearoyl-CoA desaturase-1
(SCD-1). J Nutr 2004;134:2455S-2463S.

(18) Fruehwald-Schultes B, Peters A, Kern W, Beyer J, Pfutzner A. Serum leptin is associated with
serum uric acid concentrations in humans. Metabolism 1999;48:677-680.

(19) Ogura T, Matsuura K, Otsuka F, Imai A, Tsukamoto C, Mimura Y, Iwasaki Y, Tobe K. Serum
leptin correlates with serum uric acid but not serum testosterone in non-obese male adolescents.
Res Commun Mol Pathol Pharmacol 2000;107:55-64.

(20) Rebuffe-Scrive M, Andersson B, Olbe L, Bjorntorp P. Metabolism of adipose tissue in
intraabdominal depots of nonobese men and women. Metabolism 1989;38:453-458.

(21) Saad MF, Damani S, Gingerich RL, Riad-Gabriel MG, Khan A, Boyadjian R, Jinagouda SD, el
Tawil K, Rude RK, Kamdar V. Sexual dimorphism in plasma leptin concentration. J Clin
Endocrinol Metab 1997;82:579-584.

(22) Rebuffe-Scrive M, Anderson B, Olbe L, Bjorntorp P. Metabolism of adipose tissue in
intraabdominal depots in severely obese men and women. Metabolism 1990;39:1021-1025.

(23) Mayes JS, Watson GH. Direct effects of sex steroid hormones on adipose tissues and obesity.
Obes Rev 2004;5:197-216.

201



Table 1 Characteristics and MS-related variables in the study population

Males Females
P
(n=192) (n=192)
Age,y 422 (4.8) 39.9 (4.3) <0.001
Weight, kg 77.3 (10.9) 62.2 (11.1) <0.001
Fat free mass, kg 57.7 (6.6) 41.8 (4.5) <0.001
Fat mass, kg* 18.8 (14.0-25.1)" 19.1 (13.6-26.8) 0.263
Fat mass, % 24.9 (4.5) 31.8(6.1) <0.001
Body mass index, kg/m” 25.5(3.0) 24.1 (4.4) <0.001
Waist circumference, cm 88.8 (8.9) 75.4 (9.7) <0.001
Waist-to-hip ratio 0.906 (0.064) 0.762 (0.059) <0.001
Alcohol intake, g/day 24.9 (26.9) 4.4 (8.3) <0.001
Cigarettes consumption, cig/day 4.7 (8.1) 2.7 (6.5) 0.006
Leptin, pg/L° 3.5(1.9-6.4) 9.7 (4.7-20.1) <0.001
Systolic blood pressure, mm Hg 129 (11) 120 (11) <0.001
Diastolic blood pressure, mm Hg 78 (9) 71 (10) <0.001
Triglycerides, mmol/L* 1.21 (0.72-2.04) 0.84 (0.54-1.29) <0.001
Cholesterol, mmol/L 5.98 (1.10) 5.35(0.92) <0.001
Apolipoprotein B, g/L 1.15(0.26) 0.95 (0.22) <0.001
Apolipoprotein Al, g/L. 1.55(0.24) 1.69 (0.27) <0.001
HDL-cholesterol, mmol/L 1.38 (0.38) 1.67 (0.39) <0.001
Glucose, mmol/L 5.25(0.49) 4.93 (0.41) <0.001
Uric acid, pmol/L 319 (61) 229 (45) <0.001
Aspartate aminotransferase, U/L* 22.7(17.1-30.2) 16.7 (12.9-21.6) <0.001
Alanine aminotransferase, U/L¢ 28.7 (18.6-44.5) 17.8 (12.1-26.3) <0.001
Gamma-glutamyl transferase, U/L®  30.0 (17.5-51.3) 15.2 (9.4-24.6) <0.001
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C-reactive protein, mg/L" ¢ 0.94 (0.32-2.75) 0.96 (0.30-3.07) 0.880
Haptoglobin, g/L° 1.07 (0.47) 1.06 (0.41) 0.911

Orosomucoid, g/L° 0.77 (0.17) 0.69 (0.18) <0.001

HDL indicates high density lipoproteins.

“P between males and females: ANOVA or Chi-square test.

> Arithmetic mean (SD).

“Values were log 10 transformed prior analyses.

“Geometric mean (range of 1 SD).

For C reactive protein, haptoglobin and orosomucoid, data were available for 157 males and 157

females.
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Table 3 Associations of MS-related variables with total fat mass and serum leptin concentration in

multivariate regression analysis according to sex® * ¢

Males Females
P-value for
Partial Partial sex-interaction
P-value P-value
R? R?

Systolic blood pressure

Total fat mass <0.001 0.106 <0.001 0.084 0.651

Waist-to-hip ratio 0.306 0.005 0.943 0.001 0.526

Leptin concentration 0.502 0.002 0.348 0.004 0.904
Diastolic blood pressure

Total fat mass <0.001 0.125 0.013 0.030 0.099

Waist-to-hip ratio 0.584 0.001 0.973 0.001 0.757

Leptin concentration 0.062 0.016 0.482 0.002 0.373
Triglycerides

Total fat mass <0.001 0.140 <0.001 0.082 0.053

Waist-to-hip ratio 0.001 0.045 0.470 0.005 0.051

Leptin concentration 0.002 0.041 0.283 0.006 0.046
Total cholesterol

Total fat mass 0.022 0.025 0.056 0.019 0.519

Waist-to-hip ratio 0.421 0.003 0.402 0.004 0.278

Leptin concentration <0.001 0.073 0.216 0.008 0.013

Apolipoprotein B

Total fat mass <0.001 0.054 0.001 0.054 0.484



Waist-to-hip ratio
Leptin concentration
Apolipoprotein Al
Total fat mass
Waist-to-hip ratio
Leptin concentration
HDL-Cholesterol
Total fat mass
Waist-to-hip ratio
Leptin concentration
Fasting glucose
Total fat mass
Waist-to-hip ratio
Leptin concentration
Uric acid
Total fat mass
Waist-to-hip ratio

Leptin concentration

Aspartate aminortransferase

Total fat mass
Waist-to-hip ratio

Leptin concentration

Alanine aminotransferase

Total fat mass

0.167

<0.001

0.018

0.250

0.735

<0.001

0.020

0.400

0.031

0.643

0.163

<0.001

0.069

<0.001

<0.001

0.587

0.004

<0.011

0.009

0.049

0.028

0.007

0.001

0.100

0.025

0.003

0.023

0.001

0.009

0.270

0.011

0.053

0.070

0.001

0.040

0.255

0.230

0.469

<0.001

<0.001

0.007

<0.001

<0.001

0.039

<0.001

0.014

0.214

<0.001

0.881

0.888

0.067

0.130

0.395

<0.001

0.007

0.003

0.075

0.062

0.031

0.100

0.093

0.017

0.074

0.028

0.007

0.147

0.001

0.001

0.018

0.012

0.004

0.079

0.666

0.020

0.442

0.107

0.096

0.674

0.252

0.029

0.623

0.184

0.708

<0.001

0.288

<0.001

0.097

0.122

0.064

<0.001



Waist-to-hip ratio 0.007 0.026 0.855 0.001 0.056

Leptin concentration <0.001 0.048 0.569 0.002 0.007

Gamma-glutamyl

transferase
Total fat mass <0.001 0.232 0.142 0.011 <0.001
Waist-to-hip ratio 0.002 0.031 0.301 0.005 0.311
Leptin concentration <0.001 0.053 0.626 0.001 0.007

. . d
C-reactive protein

Total fat mass <0.001 0.089 <0.001 0.139 0.549

Waist-to-hip ratio 0.153 0.011 0.028 0.026 0.052

Leptin concentration 0.119 0.013 0.041 0.023 0.429
Haptoglobin’

Total fat mass 0.013 0.031 <0.001 0.066 0.810

Waist-to-hip ratio 0.881 0.001 0.051 0.022 0.279

Leptin concentration 0.041 0.020 0.742 0.001 0.265
Orosomucoid”

Total fat mass <0.001 0.137 <0.001 0.222 0.683

Waist-to-hip ratio 0.068 0.002 <0.001 0.069 0.132

Leptin concentration 0.842 0.001 0.350 0.004 0.690

HDL indicates high density lipoproteins.

“After adjustment for age, alcohol and cigarette consumption.

bValues for fat mass, leptin, triglycerides, ASAT, ALAT, GGT, and CRP were log 10 transformed prior
analyses.

“Values of leptin concentration (log 10 transformed) and waist-to-hip ratio were adjusted for log 10 fat

mass.



“For C reactive protein, haptoglobin and orosomucoid, data were available for 157 males and 157
females.
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Letter : Significant relationships between FTO variants and 5-year BMI changes in
children and adolescents of the Stanislas Cohort.

Sophie Visvikis-Siest, Anastasia Samara, David Meyre, Bernard Herbeth, Phillipe Froguel

PLoS Genet, 2008(15 Feb), open access

Récemment, il a été démontré que certains polymorphismes du géne FTO sont associés avec I’indice de
masse corporelle (IMC) et a ’obésité dans 1’enfance et la vie adulte. Jusqu’a présent, les études réalisées
en relation avec le FTO sont transversales. Ainsi, nous avons voulu regarder I’effet de ce géne au fil du
temps, ainsi que les différences potentielles de cet effet en fonction de 1’age.

Dans ce contexte, nous avons choisi d’étudier 1’évolution de ’IMC a court terme (5 ans) d’une sous-
population de la cohorte STANISLAS, comprenant des enfants/adolescents (430 sujets 5-20 ans) et des
adultes (391 sujets 30-54 ans), en relation avec les polymorphismes du géne FTO rs17817449 et
rs1421085.

Chez les enfants et les adolescents, les valeurs moyennes des changements sur 5 ans du ‘Z-score’ de
I’IMC ont été significativement élevées pour les porteurs de 1’allele ‘G’ pour le SNP rs17817449 (p pour
le modele additif = 0.049) et pour les porteurs de ’allele ‘C’ pour le SNP rs1421085 (p pour le modele
additif = 0.033). Les moyennes+=SD ont été -0.049+0.054, 0.027+0.041 et 0.126+0.072 pour les
génotypes TT, GT et GG respectivement, et I’effet additif estimé a été 0.085 par allele pour le SNP
rs17817449. Les moyennes+SD ont été -0.050+£0.055, 0.020+0.042 et 0.134+0.063 pour les génotypes
TT, CT et CC respectivement, et I’effet additif estimé a été 0.088 par allele pour le SNP rs1421085. En
ce qui concerne les adultes, les associations des deux polymorphismes avec les changements sur 5 ans
du ‘Z-score’ de I’'IMC n’ont pas été significatives (p = 0.823 et 0.538 respectivement).

L’effet de deux variants du FTO, chez des sujets sans obésité sévere ou morbide, suggere une
implication de ce geéne dans les mécanismes physiologiques régulant I'IMC. Les associations
significatives détectées seulement chez les enfants et adolescents pourraient suggérer que I’'impact du
gene FTO dépend de 1’age. Le FTO serait probablement impliqué dans des mécanismes physiologiques
pendant la puberté et qui ne persisteraient pas dans la vie adulte. En plus, les facteurs environnementaux

changent avec 1’age, et ceci masque éventuellement I’effet des marqueurs génétiques, et dans notre cas,

Peffet du FTO.
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Publication No4

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs): a possible model for studying
cardiovascular biology systems.

Sophie Visvikis-Siest, Jean-Brice Marteau, Anastasia Samara, Hind Berrahmoune, Berangere Marie,

Michele Pfister

Clin Chem Lab Med, 2007, 45: 1154-68

Le processus d’inflammation, seul ou en relation/interaction avec d’autres voies biologiques
cardiovasculaires, est suggéré comme la voie centrale pour le développement et la progression des
maladies cardiovasculaires (MCV). Cette étude a eu pour but, de proposer un modele spécifique et
informatif pour explorer cette hypothese.

Par une approche dite des systemes biologiques, nous avons étudié 1’expression de 182 génes-candidats
des MCV dans les globules blancs mononucléaires (PBMCs), cellules étroitement liées a
I’inflammation. Nous avons étudié leur expression chez 20 individus sans ou avec des facteurs de
risques de MCV (obésité, hypertension).

Nous avons trouvé que : 1) 166 parmi les 182 geénes sélectionnés ont été¢ exprimés au moins chez un
individu dans les PBMCs ; parmi les 166 génes, certains étaient exprimés pour la premiere fois dans ce
type cellulaire, 2) toutes les voies biologiques ont été représentées, puisque la majorité des genes
appartenant a chaque voie a été exprimée, 3) I’expression des geénes a été suffisamment élevée pour
étudier ultérieurement leur ARNm et pouvoir ainsi décrire les variations biologiques entre individus et,
4) 15 genes ont pu discriminer les individus ayant une hypertension par rapport aux individus obeses et
aux controdles.

Les résultats préliminaires de la présente étude suggerent un modele prometteur et une nouvelle
stratégie, basée sur les ¢tudes des PBMCs en transcriptomique pour €lucider la complexité des voies
métaboliques cardiovasculaires en relation avec ’inflammation. Nos résultats soutiennent également

I’utilité des PBMCs comme mode¢le pour la recherche dans les domaines hypertension et inflammation.
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs): a possible
model for studying cardiovascular biology systems

Sophie Visvikis-Siest*, Jean-Brice Martesu,
Anastasia Samara, Hind Berrahmoune,
Berangére Marie and Michele Pfister

INSERM, UB25, équipa 4, Nancy, France

Abstract

Background: The inflammation systam, alona or in
ralation to or interaction with othar cardiovascular
pathways, is suggested to be tha cantral pathway in
the devalopmant and progression of cardiovascular
diseasas. The aim of the present investigation was o
proposs a specific and informative modael for explor-
ing this hypothesis.

Maethods: In 2 biclogical systemn approach, we studied
the axpression of 182 candid ato cardiovascular genes
in padpharal blood mononuciaar calls (PBMCs), cellz
that provide specific information on the inflammatory
patihway. We axplored their expression in 20 individ-
uals with or withouot rsk fachors (cbesity, hyparian-
sion) for cardiovascular disease.

Results: We found that 1) 166 among the 182 selactad
genes wears expressed in 2t least one mdividual's
PBMCs, somea of them being detected for tha first time
in this tissue; 2 all pathways were epressnted by the
majority of their genes selected; 3) genes were
ax pressad at a level sufficient for further study of the
imter-individual varations intheir mRNA to determine
thair blological wariation; and 4) 15 genaes discrimi-
natad hypartansive fram obese or controls,
Concluslons: The rasults of the prasant Investigation
support aur proposal of a promising noval stratagy
basad an PEMC transcriptomic studies to alucidate
tha complexity of the cardiovascular systam in rela-
tion to inflammation. Preliminary data support the
usafuinaess of the PBMC modal In hypertansion/
inflammation resaarch.

Clin Chem Lab Mad 2007:45:1154-68

Koywerds: cordiovascular matabolic psthways: epi-
demiclogy: gena expression nflammation: penpheral
blood mononuclear cells (PBMCsl,

Introduction

The most evident cinical manifestation of the rels-
tionship between nflammation and cardiovascular
diseases (CVD) was described as early as 1974, whan

*Corresponding author Dr Sophie Vievikis-Siest Université
Henr Paincaré Nancy 1, INSERM USZE, 30 rue Lionnois,
54000 Mancy, France

Phone: +33-3-83682 184, Fax: 4 33-3-83-32-13-22,

E-mail: saphis viev ikis-siest@nancy. inserm . fr

white blood cell count was found to ba 3 strong pre-
dictor of myecardial infarction (1),

Today, an important number of clinical chserva-
tions support the essential participation of inflam-
matory mechaniems (n the development of CVD (2],
Atherosclarosis |8 considered to be a state much
mora complicatad than maraly lipid deposition and
storage, as praviously thought. In datail, lipld ratan-
tion, low-dansity llpopratain (LDU oxidation and oxi-
dative stress in genaral, control of the expression
genas of lipid matabolism by transcriptional factors
and nuclear recaptors, cellular adhesion, coagulation,
shear stress related to blood flow and biood pressure
regulation, cell proliferation and apoptosis, and prob-
ably microbial infection are 2ll involved n atharo-
sclerctic plaque creation. In the sbowe natwork
inflammation is considerad as 2 ceniral reguiatony
mechanism. Themfors, it paricipates in heroscle-
rosis from its conception and development to its uit-
mata endpoint, with immune calls and paricularly
peripheral biood mononucisar calls (PEMCs) intarfer-
ing in all stages (3, £).

In fact, increasing evidenca indicates that hypenan-
sion promotes and accelerates the atherosdemtic
process via inflammatory mechanisms (51, Some
inflammatory markers show positive associations
with blood pressurs in healthy individuals, suggesting
that inflammation can be a factor for increased blood
prassure (8, Othar findings suggest that leukocyles
respond to changing plasma lipid levels by ragulating
a netwark of ganas, including genes imvolved in fatty
acid metabollsm (7). A racent review undarlines tha
importanca of laukoeytes in promoting a pro-throm-
botic state (8), Mormeowver, a relationship has been
demonstrated betwaan inflammatory markars and
o idative strass (9). In the whole process, soma nucla-
ar racaptors mspond to oxidative stress and inflam-
matory mechanisms by rogulating the exprossion of
ganeas involvad in inflammation and lipid metabolism
{10, 111 All the sbove dais suggest that integrated
reszaarch work is nesded for battar understanding and
expianation of the molacular basis of CVD. which is
probably depandant on interactions botween the dif-
farent pattwways involved and inflammation.

Plasma lovels of some molecules considersd as
inflammatory markers have bosn well correlatsd o
cardiovascular ICV1 risk In many epidemiclogical
studies, such as adhesion molecules. cyickines and
others, as well as the now popular high-sensitivity C-
reactive protein (hs-CRP) (12-14). Howevar, apidemi-
ological studies show discrepancies and conflicting
results that do not allow rgorous progress in tha
figld, and such outcomes are not sufficient for char-
acterizing thess malecules as independent markars of
risk (15). The great majority of research works to idan-
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tify biormarkers focus on solubla moleculaes in plasma
or serum. Howewver, plasmafserum concantrations
rapresant a pool of molecules that come from diffar-
ant typas of tissues and describa the overall physio-
pathological situation. In fact, plasma'sarum levals of
molacules do not reflect their production by specific
tissues (16). A sub-clinical state of dizsoasa is probably
masked whan measuring blood proteins, and thus the
priarity should be to study the specific tissue princi-
pally involved. In this way, the gene expression
rasponsas of circulating PEMCs can potantially pro-
¥ide an early warning.

Using a candidate-gene micro-array approach in
PEMCs from 20 individuals with or without CV risk
factors (hypertension and'or obesity), we detammined
the presence of 182 candidate genes invoblved in ten
biological pathways (blood pressura ragulation, cel-
lular adhesion, coagulation, oxidative stress, lipid,
obesity and glucose metabolism, cellular growth fac-
tars, drug-metabalizing enzymas, transeriptional fae-
tars and immune defensa) that seam to interact with
inflammation.

The main aim of the study was to propose a specific
and informative modal for furthar investigating rala-
tions/interactions between the different CV metabolic
pathways, assuming that inflammation iz a central
pathway modulating  the expression of other
pathways.

Materials and methods

Subjects and blood samples

Subjects for micro-amay assay A total of 20 supposed
healthy individuals were chossen from the Stanislas Cohort
Stuchy (17) for PEMC expression micro-array assay. All indi-
viduals gave their informed consent for sample collection
and molecular analysis prior to their inclusion. They were of
French origin and did not have CWD or any other inflam-
matory disease. Specific exclusion criteria were medication,
amoking (ex- and non-smokers only included) and heavy
aleohol consumption (=32 g'day). They were all matc hed for
age (49.8=3.1 years). The sample comprised nine famales
and 11 males (Table 1)

Subjects for quantitative RT-PCR (gRT-PCR] analysis A
total of 83 subjects, including the 20 for micro-array assay,
sanved tovalidate the micro-amray results. These subjects are
also part ofthe Stanislas Cohort. Mo individual was on med-
ication and their characteristics can be summarized aa fol-
lowrs: age, 48.3+3.6 years; systolic blood pressure (SBP),
1228+£150 mm Hg: diastolic blood pressure (DBEP),
T1.6+9.2 mm Hg; body mass index (BMI), 26.4=4.1 kg/m®;
glucose, 5.38+0.66 mmol/L; cholesterol, 577 £ 0.84 mmol'L;
high-density lipoprotein (HOL), 1.7 5+0.43 mmaol/L. T he sam-
ple comprised 42 famales and 41 males.

PBMC collection Samples used in these experiments were
chosen from a bank of human PEMCs from 1178 healthy
volunteers. Freshw hole blood (10 mL was collected by stan-
dardized venipuncture in EDTA tubes (Vacutainer = Becton
Dickingon, NJ, USA) PBMCs were isolated by centrifugation
on a density gradient of Ficoll (Ficoll-Paque™ PLUS; Ge
Healthcare, Orsay, France) and stored at - 80°C until RNA
extraction, The PENC bank was constitutad according to a

wellvalidated protocal, with high recovery of lymphocytes
(97 .6%), and mRNA guality and stability were carefully tested
(181,

Total RNA extraction and micro-array amplification

Total RMA was extracted from samples from 20 indivicduals
by an automated isclation procedurs (MagMA Pure LC
instrumant), using @ MagMNa Pure LC RMA HP isolation kit
and an RMA HP Blood External Lysis protocol according to
the manufacturar's instructions {Roche Diagnostics, Meylan,
Francel. The choice of a robotic machine yields consistant
isolation of high-quality RMA and minimizes potential erors
arising from the manipulation procedure. RMA concentra-
tions and quality were determined on a ManoDnop MD-1000
spectrophotometer (Labtech International, Paris, France).
RMA was amplified using an Amino allyl MessageAmp ™ Il
aRMA Amplification Kit (Ambion, Austin, TX, USA) anda T7-
{dT)ze primer. The double-strand cDMA obtained was tran-
scribed in aRNA  using &-(3-amincally)-UTP  (aalTP)
(Ambion). Fluorechromes Cy3 and Cyb were incorporated
into aRMA, resulting in labeled aRNA. Mo dye swap was
used. Fluorochrome incorporation was measured on &
MNanoDrop spectrophotomeater. Labeled aRMA was hybrid-
ized to the chip manufactured by MWG (MW G Biotech AG,
Ebersberg, Germany). Slides were prehybridized in 5%
bovine serum albumin, and Cy3- and Cyb-labelad aRMNA were
hybridized to the micro-array at B0°C for one night. All the
RMAs from the samples were labeled with Cy3 and co-
hybridized with the reference RNA (Universal Human Refer-
ence RMA, comprising 10 different cell lines including
lymphooytes; Stretagene, La Jolla, CA, USA) labeled with
CyE both adjusted to the same concentration. Following
hybridization, slides were scanned using an Axon GenePix
40008 scanner (Axon Instruments, Molecular Devices, Sun-
nyvale, CA USA) and analyzed using GenePix version & soft-
ware (Bocon Instruments).

Design of the 182 candidate CVD-gene micro-array

Using an in-house micro-array a pproach, we selected a taotal
of 207 genes (Table 2). Among these, 21 were blood cell
markers and four were reference genes (GAPDH, EEF1AT,
820 and RPL73A) based on the literature (18, 20). The other
182 genes were selectsd as candidate genes for the major
biological pathways implicated in cardiovascular pathology
according to our expertise in the field (27-28) and to litera-
ture data (6, 26). Oligonuclectides for all candidate genes
were selected from the MWG database (MW G Biotech AG)

Data mormalization and analysis

Mormalization and anabysis were assessed using Genespring
vB.1 software (Silicon Genetics, Agilent. Santa Clara, CA
USA), Spots or areas of the array with obvious blemishes
were flagged and excluded from subsequent analysis. To
eliminate dye-related artifacts in two-color experiments,
intensity-dependent Lowess normalization was performed.

To evaluate the expression or non-expression of selected
genes in PBEMCs, the ratio of the Cy3 intensity for each gene
to Cy 3 background noise was calculated for each spot. Then,
if the mean ratio for a given RMA (2 spots per slide) was not
significantly different from the mean ratio for Arabidopsis
thaliana RNA (8 spots per slide), the genewas considered to
b non-expressad (Studant’s t-temt p<0.01).

Gene expression ratics were obtained by calculating the
ratio (Cy3 intensity'Cy3 background noize){CyE intensity/Cys
background noise) of the expression intensity corresponding
to sample RMASreference RMNA.
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Table 2 Classification of human genes studied according to cardicvascular pathways.

Gene

RefSeq

Description

Blood pressure

Renin-angiotznsin system

ACE NM_000789_71  Angiotensin | comverting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1, transcript variant; ace
AGTRZ MW_000E26_1  Angictensin || receptor, type 2: agtr2
KLK 1 NWL_002267_1  Kallikrein 1, renal’pancreas/salivarny; kikl
REMN NW_000637_1  Renin; ren
RENBP MNNW_002910_7  Renin binding protein; renbp
BOKREZ MIW_000E23_1  Brady kinin receptor B2; bdkrb2
AGT MNNW_000029 1 Angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8); agt
AGTR1 MNW_031860_1  Angiotensin Il receptor, type 1, transcript variant 4; agtri
Adrenergic-chalinergic receptors
ADRAZA MNW_000881_1  Adrenergic receptor, type a-2A; adra2a
ADRAZR M34041_1 Adrenergic receptor, type a-28; adrazb
ADRBT NN_000G84_1  Adrenergic receptor, type B-1; adrbi
ADRBZ NW_000024_1  Adrenergic surface recaptor, type pB-2; adrb2
ADRB3 MNN_000026_1  Adrenergic receptor, type B-3; adrb3
CHRM 1 NW_000738_1  Cholinergic muscarinic receptor, type 1; chrmil
RG 52 MM_002923_ 1  Regulator of G protein signaling 2, 24 kDa; rgs2
GNAS NW_000616_1 GMAS complex locus, transcript variant 1; gnas
GNE3 MW 00207TE_1  Guanine nuclectide hinding protein (G proteinl, f-polypeptide 3; gnb3
Sodium system
ADDi MNN_014189_71  Adducin 1 (a), transcript variant 2; addi
ApDz2 NW_001617_1  Adducin 2 (g}, transcript variant beta-1; add2
SChhtA MNNL_001038_ 1  Sodium channel, non-voltage-gated, type 1 a; scnnia
SChh1E MNW_000336_1 Sodium channel, non-voltage-gatad, type 1 B (Liddle syndroma); sennib
SCANTG MM_001039 1 Sodium channel, non-voltage-gated, type 1 1 scnnlg
Transport
ATPIAZ MNMW_000702.1  ATPass, Na* /K transporting polypeptide, type o 2 (+); atpl1a2
ATPIB1T MNW_001677_1  ATPase, Na /K transporting polypeptide, type g 1, transcript variant 1; atpibi
Arachidonic acid metabalism
ALOX12 NW_000697_1  Arachidonate 12-lipoccygenase; alox 12
ALOX 15 MNMW_001140_1  Arachidonate 16-lipocecygenase; alox 15
ALOXE MNMW_000698 1 Arachidonate b-lipoxygenase; aloxb
LTC4S MNW_0008597_1  Leukotriens C4 synthase, transcript variant 2; [tcds
PTGIS MNNW_000951_1  Prostaglandin 12 (prostacycling synthase; ptgis
PTG 51 MNN_000952 1 Prostaglandin-endoparoxide synthase 1 (prestaglandin G'H synthase and
cycl omeygenase), transcript variant 1; ptgs
PTG52 NW_000963 1 Prostaglandin-endoparoxide synthase 2 (prestaglandin G'H synthase and cycl oooygenase);
ptgs2
Vasodilatation
CLOCNKE MM_000086_1  Chloride channel Kb; clen kb
NPRT NW_000906_1  Matriuretic peptide receptor Alguanylate cyclase A (atrionatriuretic peptide recaptar Aj;
npri
NPRZ NW_000907_1  Natriuretic peptide receptor Bfguany late oyclase B (atrionatriuretic peptide receptar Bi,
transcript variant 1; npr2
NPEA ALO21166_R Matriuretic peptide precursor A nppa
(NM_00E1T2_1)
NPR3 MNW_000908 1 Natriuretic peptide receptor C/guany late oyclase C (atrionatriuretic peptide recaptor C;
npra
WNOS2A I 000E26_1 N?tric coide sy nthase 24 (inducible, hepatooytes), transcript variant 1; nos 2a
NO 53 MNW_000E03_1  Mitric oxide sy nthase 3 (endothelial cell); noe3
Vasoconstriction
AVPR1A MNMW_000706_71  Arginine vasopressin receptor 1; avpria
EDNT MM_001986_1  Endothelin 1; ednl
EDNZ MM_001866_1  Endothelin Z edn2
EDNRA MM_0019E57_1  Endothelin receptor type A: ednra
EDNRB MNMW_000116_1  Endothelin receptor type B, isoform 1, transcript variant 1; ednrhb
Ky MW_003937_1  Kynureninase (L-kynurenine hydrolase), transcript variant 1 kynu
PNMT MNMW_002686_1  Phenylethanolamine M-methyltransferase; pnmit
ACSM3 NW_006622 1 Acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3
{SAH] [SA (rat hypertension-associated) homolog], isoform 1; sesm 3
Hormone regulation
H5D1181 MNMW_006626_1  Hydroxystaroid (11-B) dehydrogenase 1, transcript variant 1; had11b1
H5D1182 MNNW_000196_1  Hydroseysteroid (11-p) dehydrogenase 2; hed11b2
H5D381 MNM_000852 1 Hydrosy-5-B-sterocid dehydrogenase, type 3 B and steroid b-isomerase 1; had3b1
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(Table 2 continued)

Gene RefSeq Description
CASR MM_000388 1 Calcium-sensing receptor (hypocalciuric hypercalce mia 1, severe neonatal
hype rparathyroidism); casr
56K MM_006627_1  Serum glucocorticoid-regulated kinase; sgk
Coagulation and pro-thrombosis
F2 MM_000806 1  Coagulation factor 1l (thrombing; £2
F& MM_000130.1 Coagulation factor V (proaccelerin, labile factor); &
7 M13232_1 Coagulation factor ¥l {serum prothrombin conversion accelerator), transcript variant 1;
i
FGE MM_006141_1  Fibrinogen 3 chain; fgb
SERPINET MM_000802_ 1 Serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor typs 1),
member 1; serpinel
CBS MM_000071_1  Cystathionine-pg-synthase; cbs
MTHFR MM_0068E7_1  BA0-Methylenetetrabydrofolate red uctase NADPH; mthfr
Cellular adhesion
WCAMT MM_007078 1 Vascular cell adhesion molecule 1, transcript variant 1; veam
1CAMT MM_000207_1  Intercellular adhesion molecule 1 (CO&4), hurman rhinovirus receptor; icam
SELE MMW_000450_1  Selectin E {endothelial adhesion molecule 1); sele
SELL MM_0006EE_ 1 Selectin L (hymphocyte adhesion molecule 1); ssll
SELP MM_003006_1  Selectin P (granule membrane protein 140 kDa, antigen CDE2); selp
ITGAZ MM_002203 1 Integrin, type a 2 (CD4898, o 2 subunit of VLA-2 receptor); itga2
ITG83 MM_000212.1  Integrin, type b 3 (platelet glycoprotein lla, antigen CDG1); itgh3
CD36 MM_000072_1  CO3E6 antigen (collagen type i receptor, throm bospondin receptar), transcript wariant 3;
co3f
LadhA MM_006672 1 Lamin AJSC, transcript variant Tana
MMP3 MW_002422_ 1 Matrix metallopeptidase 3 (stromelysin 1, progelatinase); mmp3
Gluccse, obesity and lipid metabalism
Glucose
INSR MM_000208 1 Insulin receptor; insr
GY51 MM_002103_ 1  Ghlycogen synthase 1 imusclel; gys1
GPD MM_006276_1  Ghycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble); gpdl
GPD2 MM_000408 1 Ghlycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mitochondrialy; gpd2
GCGR MM_000160_1 Glucagon receptor; gegr
CAPNID MM_023083 1 Calpain 10, transcript wariant 1: capni0
Lipids
APOAT MM_000039 1 Apolipoprotein A-l; apoal
APOAZ MMW_001643_1  Apolipoprotein A-ll; spoal
APQA4 MM_000482_ 1  Apolipoprotein A-lV; apoad
APOE MNW_000384_1  Apolipoprotein B [including Agla antigen]: apob
APQCT MM_001645_1  Apolipoprotein C-1; apoc
APOC2 M10612_1 Apolipoprotein C-1l; apoc?
APOC3 MNW_000040_1  Apolipoprotein C-1; apoc3
APOC4 MM_001646_ 1  Apolipoprotein C-IV; apocd
APOD MMW_001647_1  Apolipoprotein D; apod
APOE MM_000047_1  Apolipoprotein E; apos
APOH MM_000042 1 Apolipoprotein H (3-2-glycoprotein 1); spoh
LOLR MM_000527_1  Low-density lipoprotein receptor (familial by percho lesterolemia); [dir
VLOLR MM_003383 1 Very-low-density lipoprotein receptor, isoform a; widir
LPL MM_000237_1  Lipoprotein lipase; Ipl
LiPc MM_000236_1  Lipase, hepatic; lipe
LIPE MM_005367_1  Lipase, hormone-sensitive; lipe
FABFPZ MM_000134 1 Fatty acid binding protein 2, intestinal; fabp2
LPA MMN_005577_1  Lipoprotein, Lp(a); Ipa
PLAZGTE MMW_000928_1  Phospholipase AZ, group |B (pancreas); pla2gib
PLTFP MM_006227_1  Phospholipid transfer protein, transcript variant 1; pltp
MTP MMW_000253_1  Microsomal trighrceride transfer proteing mtp
LCAT MNWL_000229_1  Lecithin<cholestarol acy [transferase; leat
CETP MM_000078 1  Cholesteryl ester transfer protein, plasma; cetp
SCARB1T MM_006505 1 Scavenger receptor class B, member 1; cd3gN
S5CARB2 MM_006R06 1  Scavenger receptor class B, member 2; cd36I2
POMC MM_000939 1 Proopiomelanocartin (adren ocorticotropin/i-li potropin/i- mela nocyte stimulating hormone!
p-melanocyte stimulating hormone/f-endorphin, transcription variant 2); pome
ucP MM_021833 1 Uncoupling protein 1 imitochondrial, proton carrier); vepl
LEP MM_000230_ 1  Leptin (obesity homolog, mouse); lep
LEPR MM_002303 1 Leptin receptor, isoform 1; lepr
ARTS-1 MM_016442 1 Type 1 tumor necrosis factor receptor shedding aminopeptidase regulator; arts-1
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(Table 2 continuad)

Genea RefSeq Deacription
Inflammation (cytokines and chemokines)
i MW_000572_1  Interleukin 10; i110
IiL13 MI_002188_1  Interleukin 13: N3
iLg NMW_001862_1  Interleukin 18 (interferon-v-inducing factor); il18
LA NN_000675_1  Interleukin 1, type a; illa
e MN_000STE_1  Interleukin 1, type B illb
[ MM_000S86_1  Interleukin 2; il2
L4 NW_000589_1  Interleukin 4, transcript variant 1; il4
IL4R MNW_000418_1  Interleukin 4 recaptor, transcript variant 1;ildr
IL6RA NW_000564_1  Interleukin & receptor, type o, transcript variant 1; ilbra
L& MW_000830_1  Interleukin & {interferon, |3 20016
iLa MK_000584_ 1 Interlsukin & il8
e MRA_D00880_1  Interleukin 2: il9
TNFRSFIE MNMW_001086_1  Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 18; tnfrsfib
CCR2 NW_000648_1 Chemokine ic< motifl receptor 2, transcript variant B; cor2
CCR3 MNMW_001837_1  Chemokine (e motif) receptor 3, transcript variant 1; cor3
CCRG NW_000679.1  Chemokine (o< motif) receptor & cerb
CCRT MNNL_001838_ 1  Chemokine (g motifl receptor 7; cer?
CoLit NW_0029286_1 Chemokine (C-C motifl ligand 11; scyall
CoLe MNNW_0029282 1 Chemokine (C-C motifl ligand 2; scya2
CS5FZ NMW_000768_1  Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage); cef2
ThF M_000S84_ 1 Tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2); tnf
CXCL12 NW_000809_1  Chemokine (C-X-C maotif) ligand 12 (stromal cell-derived factar 1), isoform 3 sdfl
sScGaAT MNNWL_0033E7_1  Secretoglobin, family 1A, member 1 (uteroglobin); scgbial
LTA NMW_000896_1 Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, membsr 1); Ita

Drug-metabolizing enzy mes (CYF 460)
CyYPiigz NW_000498 71 Cytochrome P40, family 11, subfamily B, polypeptide 2; cyp11b2

CYPiAT MM 0004589_1  Cytochrome P4EQ, family 1. subfamily A, polypeptide 1; cyplal
CYPZAG MNMW_000762_1 Cytochrome P4R0, family 2, subfamily A, poly peptide 6; cyp2ab
CYFPIC 18 L1EETE 1 Cytochrome PAE0, family 2, aubfamily C, polypeptide 18; oy p2c18
(NM_000T72_1)
CYP2C 148 NW_000769_1 Cytochrome P40, family 2, subfamily C, polypeptide 19; cy p2c19
CYFPICH MNNL_000771_71  Cytochrome P4B0, family 2, subfamily C, polypeptide 9; cyp2cd
CY P0G NW_000106_1 Cytochrome P40, family 2, subfamily D, poly peptide 6, transcript wvariant 1; cyp2dé
CYFPZET AF182276_1 Cytochrome P4R0, family 2, subfamily E. poly peptide 1; cyp2el
(MM_0007T73_1)
CYPEI2 MNNW_000775_1  Cytochrome P4R0, family 2, subfamily J, polypeptide 2; cyp2j2
CYP3A4 NMW_017460_1 Cytochrome P4R0, family 3, subfamily A, polypeptide 4; cyp3ad
CYPIAS MM_000777_1  Cytochrome P4EQ, family 3, subfamily A, poly peptide B; cyp3ab
CYP4ATT MNMW_000778.1  Cytochrome P40, family 4, subfamily A, polypeptide 11; cypdali
CYP4F2 AF221943.1 Cytochrome P4E0, family 4, subfamily F, polypeptide 2; cypdf2

(MA_001082_1)
Transcriptional factors

AHR MNMW_001621_1  Aryl hydrocarbon receptorn ahr

ARNT MNMW_001688_1  Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator; arnt

MEFZA MNNW_006687_1  MADS bex transcription enhancer factor 2, polypeptide A (myocyte enhancer factor 24);
mefia

NR1HZ MNNWL_007121_1  MNuclear receptor subfamily 1, group H, member 2; nrih2

NR1HZ MNW_0066593 1  Nuclear receptor subfamily 1. group H, member 3; nrih3

WA 1H4 MMW_005123_1  Nuclear receptor subfamily 1, group H, member 4; nrihd

R 12 MNW_003889_1  Nuclear receptor subfamily 1, group |, member 2, transcript wariant 1; nrii2

NA 3 MM_005122_ 1 Nuclear receptor subfamily 1, group |, member 3: nrii3

NR3CT MNMW_000176.1  MNuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 {glucocorticoid receptor),
transcript variant 5; nrici

TCFF MNW_003202_1  Transcription factor 7 (Tcell specific, HMG-box), isoform 1; tef7

PEARA NMW_006036_1  Peroxisome proliferative activated receptor, type o, transcript variant &; ppara

PEARG MNW_016859_1 Peroxisome proliferative activated receptor, type v, transcript variant 2; pparg

YOR NM_000376_1  Vitamin D (1.25dihydrosoyvitamin D3 receptor, transcript variant 1; wdr

Callular growth factors

EGF NW_001963_1  Epidermal growwth factor (f-urogastronel; egf

POGFA M998 1 Platelet-derived growth factor o polypeptide, transeript variant 1; pdgfa

POGFE MNMW_033016_71  Platelet-derived growth factor ¢ polypeptide [simian sarcoma viral (w-sis) oncogens
homolog], transcript wariant 2 pdgfb

1GF1 NW_000618_1  Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C); igfl

VEGF MNW_003376_1  Vascular endothelial growth factor, transcript variant 2; vegf

TGFE1 MNMW_000GE50_1  Transforming growth factor, beta 1 (Camurati-Engelmann disease); tgfb1

cLu MW_001831_1  Clusterin (complement kysis inhibitor, SP-40,40, sulfated glycoprotein 2,

testosterone-repressed prostate message 2, apolipoprotein J), isoform 1; clu
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(Table 2 continuad)

Gene RefSeq Deacription
Cidative stress
GGTH MNNW_013421_1  Glutarmry | transferase 1, transcript variant 211
GSTM1 NMW_000861_1  Glutathions S-transferase M1, transcript wariant 1; gatm
G5TPT NW_000862_1  Glutathione Stransferase m; gstpl
GSTT1 MNMW_000883 1  Glutathions S-transferase i 1; gattl
PHGDH MNW_006623_1  3-Phosphoglycerate dehydrogenase; phgdh
PONT NW_000446_1  Paracxonase 1; poni
PONZ MMW_000306_1  Paracxonase 2, transcript variant 1; pon2
MPO NW_000250_1 Myeloperoxidase; mpo
HMOX 1 MW_002133_1  Heme oxygenase (decycling) 1; hrmoeol
CyBA MNMW_000101_71  Cytochrome b-246, o poly peptide; cyba
CyBg 567289 1 Cytochrome b-245,  poly peptide ichronic granulomatous disease); cybb
(M I_000387_1)
Immune defense
DEFAZ NNW_006217_1  Defensin, type a 3, neutrophil-specific; defa3
DEFA4 NMW_001926_1 Defensin, type a 4, corticostating defad
CAMP MNW_004345_1  Cathelicidin antimicrobial peptide; camp
c3 NW_000064_ 1  Complement component 3; e3
[ MM_001735_1  Complement component & c&
Coia MW_000821_1  Cd1d antigen; cd14
CTLA4 MNNW_006214_ 1  Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, transcript variant 1; ctlad
FPRL1 NW_001462 1  Formyl peptide receptor-like 1, transcript variant 1; fpril
FPR1 MW_002029_1  Formy| peptide receptor 1; fpri
5442 NW_000139.1  Membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2

freceptor for Fo fragment of IgE, high affinity || f polypeptide); madal

Gene symbols are according to HUGO. RefSeq, referance sequence.

‘We used unsupervised hierarchical cluster analysis hword
distance), which is an exploratory multivariate statistical
method for identifying natural groupings of objects consid-
erad in an analysis. Values for clustering correspond to the
sampls RNArefarence RMA ratio.

Stepwise discriminant analysis using the STEPDISC pro-
cedure from SAS (SAS Institute, Inc, Cany, MNC, USA) was
further applied to determine genes that distinguish our two
groups. These genes presented significant values (p<0.08)
when the Fisher test wias used to evaluate their discrimina-
tory power,

Quantitative RT-PCR

RMA was extracted from PBMCs according to the protocol
described above. RNA was reverse-transcribad ( Quantitect®
RT Kit; Qiagen, Courtboeuf, France) and purified cDNA was
used &t & constant concentration (6 ngfpll in PCRs using a
LightCycler FastStart DMA Master Plus SYBR Green | kit
{Roche Diagnostics). Absolute quantification of PCR products
wias performed using standard curves generated from seri-
ally diluted standards of known concentration. Primer design
was based on Primer Premier 5.0 software (Bicsoft Interna-
tional, Palo Alto, CA, LISA), Experimental samples were run

Table 3 PCR conditions,

in duplicate and results were averaged. A control sample
was run with samples in every PCR assay to determine the
analytical coefficient of wvariation. Genes assayed for quan-
titative PCR were /{CAMT (NM_000201), SELL (NM_00066E),
THF INM_000894), and & (NM_000600 and PCR conditions
are described in Table 3.

Results

For designing the in-house micro-array, 182 candidate
genas were chosen according to CVD metabolic path-
ways (Table 2). The charactaristics of the subjects are
summarized in Table 1.

Distribution of overall gene expression

Among the 182 candidate CVD ganasg, 166 wara found
to be exprassed in PBEMCs with high significance
{p<0.01, assuming that a gene is considered as
exprassed when its mRNA iz detectad in atleastone
indiwidual). Figure 1 describes in detail the distribu-
tion of gene expression and gives the number of

Gene RefSeq Primer s=quences Annealing Extanzion Mo, of oycles
CAM T MK 000201 F: &' CCCCGGTATGAGATTG 3 EEC forb s T2Cfor 16 s 40
R: B ATGCGTGGCCTAGTGT 3
LE I 000E0D F: 6" TACCCCCAG GAGAAGATTCC 3 GOFC for& s T¥Cforgs 40
R: B GCCATCTTTGGAAGGETTCAG &
SELL MM_0006565 F: 6 GEAACATCTTCAAGTTGTGG 3 G2°C for 108 T¥Cforgs 40
R: B GTGTAATTGTCTCGGCAG 3
ThiF L 000ESS F: 6 TCTACTTTGGGATCATTGCC 3 60Fc for 10 5 TPCforTs 40

R: 6 GTGGTGGTCTTGTTGCTTAA 3

RefSeq, reference sequence; F, forward primer; R, reverse primer.
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Subjectz=0 ACE ADRAZE ADRBEF, ALDXTE APDAL, APGE APDCIY, BOKREZ, CAPNTO, COL2,
T4 CLONKE, CXCLTZ, CYBA, CYPINEE CYPIAT CYPECTR, CYF2G8, CYFIDS,
CYFEJZ, CYP4AT], CYPEFZ DEFAS, EGF, F7, GNE3, B3TPY, BYET, ICAMY, IL4R,
ITEAZ, LPA, LTA, MMPI, MTHFR, NO524, NOST, NPRT, POGEA, FHEDH, PNMT,
FOME, FTEST, SAH, FCAMNTA, SCWNIG, TWERSFIE, VEGF

Tubjects=10 ADLY, ADDZ, AGT, Al Th1, APGAT, AVPRTA, CO%, CLU, LAFs, CTLAL CYR2AR
CYPEET, F5 FPRLT, GATT. GMAS LCAT, LIPE LPL, NPR2, NR1IZ, PTGIS, THF

Subjectz=18 G036 CYP2C1E, F2, FIGE, MMOX), KLKT, MEF2A, NRTHT, PTGE2, RGS3, SCANTE

SUbject==17 ARNT, ATPIAZ FPRT, GETT1. a0 T181, ILTA. LG, KT, LEF, SGH. VOR

Tubjects=18 AHR, ARTE-1, GPOZ. IL 186, REMGP, SELL, TGFT

Subiecis= 10 ALRALS, CAMP, CoRd, e

Subjecte=1d O3 LIPC, NPRT, PONZ

Subjecks=13 ADRRT APOD LOLR, LAiA, PO, NR1IS VTAMY

Subjectz=12 ALOXTE, EDNT, EOMRA, PLTE, TGFRET

Subjects=11 APOCH, EDNZ PPARS

Subjects=10 P, SELP

Subjects=2  ALOXT W13, ALS5RA, SCARG2

Suljects=E_ Ch CChe. CORT, NRICT

Subjectzs?  LEPR, NRTHZ

Subjects=i:  DEFAL

Bubjicta=t APOAZ GHRMT, IL1B. BERPINET, LGP

Subjecte=4 CETO, CYBE, GOGR, GETMY, HEO 152

Subjocts=3  APOH, CORS ILZ ILE IMGE3

Subjects=2  APOCH PDGFE, SCEE1AT

Zubjecis=1

ADHEZ, APOE. CASR, HED3HT, IGFT, ILIG, iU, LTC45, ME#AZ, MTF, PLNT, PFARA

SubjectesDd  AGTR2 APOCHT ATPTES, CCL11, CYPRAL, CYP3AS, EDNRE, FABFZ. L4, NOPA,
MRIHY, PLAZGIB, REN, SCARBT, BELE, VLILR

Figure 1 Distribution of gene expression in PEMCsa of the 20 supposed healthy individuals studied.
The graphic shows the number of genes expressed in relation to the number of individuals, For a total of 182 genes selected,
166 wers expressed (p<0.001). The detailed list presents the distribution of gene expression in relation to the number of

individuals,

genes expressed in relation to the number of
individuals.

Distribution by metabolic pathway

WWith regard to the distribution of genes by metabolic
pathway, five genes (AGTRZ, REN, EDNREB, ATP1ET,
and NPPA) among the §1 involved in the regulation
of blood pressure (the largest category) were not
expressad in our model. Candidate genes for coagu-
lation and pro-thrombotic pathways (n=7), immuna
defensa (n=10), oxidativae stress in=11), and callular
growth factors (n=7)were all found in detectable lev-
als. Among tan cellular adhesion genes, only SELE
was not detacted. All the principal drug-metabolizing
anzymes, imfolving 16 genes, weare expressed by
PEMCs, except two cytochromes P4E0 (CVP3244,
CY¥P3A5). Concarning the 38 ganes rapresenting glu-
cosa, obesity and lipid metabolism, five ware unde-
tectable (APOC3 PLAZGIB, FABPZ, SCARBT, and
VLDLR). For transcriptional factors, we revealed the
prasance of 12 from a total of 12 genes; NRTH4 was
not detactad. Finally, among 24 selected major cha-
mokines and cytokines included in the inflammation
pathway, two wara not expressed (IL£ and CCLTT).

Levels of gene oxprossion

Wa evaluated the levals of exprassion of the 168
genas detected (Figure 2). Considering each meta-
bolic pathway separately, we observed gene expras-
sion lewvals for a significant numbear of genes, high
enough for studying specific expression profiles
guantitativaly.

Validation of micro-array results

Wa performed a two-step walidation of the micro-
array rasults by focusing on four genes involved in
tha two principal biological pathways related to leu-
kocytes, inflammation and cellular adhesion mecha-
nisms, which weara expressad in a significant number
of individualg (more than 18): ICAMT, TNF, SELL and
ILE (Table 4).

qRT-PCR on the same population Genes were con-
siderad as expressed when there was a gene-spacific
amplification mealting curve. Calculation of the par-
centage presence of a gene showed that the gRT-PCR
results ara in agreement with those obtained by
micro-array analysis,
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Figure 2 Signal intensity (arbitrary units) of the 166 genes expressed in PEMCs,
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(Figure 2 continued)
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(Figure 2 continued)
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Figure 2 Signal intensity (arbitrary units) of the 166 genes expressed in PEBMCs.

A gene is considerad as expressed when its mRMA was detected in at least one of the 20 individuals. Signal intensity rep-
resents the ratio of the intensity value for a specific gene we. background noiss. All the ten cardicvascular pathways are shown
separately. Results are shown as boee-plots with medians (lines inside boxes), 26th and 75th percentiles (boe limits), minima

and maxima, and means (crosses).

gRT-PCR in a larger healthy population We conduct-
ad a largar qPCR study on 82 supposed haalthy indi-
viduals. Tha qPCR efficacy was >95% and intra-assay
{duplicatel and inter-assay (compared to a control
subject) anakytical coefficients of variation were esti-
mated as 0.4% and 0.5%, respectivaly, for all genas
tasted. Inter-individual wariability ranged from 50.2%
to 112.0% (JCAMT, 50.2%; ILE 59.0%,; SELL 59.1%
TNF, 112.0%).

Discrimination of individuals according to risk
factors

In tha next stap, we carried out unsupanvised clustar-
ing analysis of micro-array results, which revealad

Table 4 Percentage presence of the four genes studied.

two distinct clusters (Figura 3) for the population stud-
iad i7 individuals without CV risk factors, 3 hy perten-
sive, B obase and 4 hypertensiverobese individuals).
The first group seams to be principally composad of
obese subjects without risk factors, and the second
group of hypertansive and obese'hypartansive sub-
jects. Than we usad STEPDISC for selection of perti-
nent ganes responsible for discrimination of the two
groups. This revealed 15 genes: MS442, ARNT, KLKT,
DEFA3, HSD11B2, TGFB1, €3, NRIHZ2, LEPR, LICPT,
F5, IL14, RGSZ EDNZ2, and HSD3EBT. Among thesa,
five genes weara classified in the blood pressura ragu-
lation group (RGS2, EDNZ, KLK71, HSD2B1, and
HEDTIBZ), two inthe obesity group (LEPR and LICPT),
and two in the inflammation group (/LTA and TGFET);

Gene Micro-armay stucly on qPCR stuchy on 20 qPCR study on 83
20 healthy individuals heafthy individuals healthy individuals

ICAMT 100.0% {20020) 100% (20°20) 100% (23783

TNF 96.0% (19/20) 100% (200200 100% (8383

SELL 20.0% (16/20) 05.0% (1920 S2.8% (82E3)

L& 86.0% (17/20) 85.0% (17/20) S95.0% (T9VE3)

The number of individuals who showed expression of the selected genes is in parentheses.
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Figure 3 Unsupervised cluster analysis of gene expression
in PBMCs for the 20 indivicuals.

The matrix shows gene expression corresponding to individ-
uals. The values represent the ratio of the intensity of gene
expreasion to the intensity in reference RNA thet served as
a normalization walue for every gene expressed ineach indi-
vidual. These values were used for the cluster analysiz and
diffarent colors corespond to higher (red) or lower (blug
levals of gene expression. Some expression zones sesm to
distinguish subjects in different groups. We selected the fol-
lowing categories prior to clustering: Ct. individual without
CV risk factor: Ht, hy pertensive individual; O, obess individ-
ual; HD, hypertensive/obese individual, Unsupervised anal-
yais, e, analysis without setting & priori criteria, revealed
teo groups, The first comprises mostly the control and
obese individuals, while the second consists principally of
individuals who have hypertension as a risk factor (hyper-
tensive and hyperensive/obese).

the others belonged to transcriptional factors (AANT
and NRTHA, and immune M5442 DEFA3, and C3),
and coagulation (F5 systems.

Discussion

The aim of the present investigation was to support
two hypothases: al PEMCs could ba a representative
tissua for studying the major pathways invahrad in
CWD in relation to inflammation and for further
alucidating interactions between them; and b) gene
ax pression variations in PBMCs could differentiate
individuals with risk factors for CVD.

In this context, we designed an in-house micro-
array of 182 genes balonging to 10 pathways crucially
imvahred in the developrment and progression of thesa
dizeases. Tha choica of these genes was basad on
literatura data and the experiance of our laboratary in
genatics (5, 21-26). Genes imfolvad in inflammation,
cellular adhesion, lipid metabolism, blood pressure
regulation, drug metabolism, and oxidative stress, as
wall as other matabolic pathways known to be relatad
to CV disordars, were included because of confirmed
knowlaedge on thair invakament in the developrmant
and progression of atherosclerosis plaguas.

Wea applied the micro-array assay to PEMCs (97.5%
Ilymphocytas) from 20 supposed healthy individuals
with or without the presence of the CVD risk factors
hypertension and/or obesity. Results for two adhesion
(CAMT and SELL) and two inflammatory ganes (TNF
and /L&), which are well implicated in the atheroscle-
rosis process (27, 28), were validated by gRT-PCR in
these subjects and in a larger sample of 83 haalthy
individuals.

Tha great majority of the genes selacted (166
genes) weare significantly exprassed in PEMCs and all
metabolic pathways weara well representad. More-
over, measurement of gene expression levels by sen-
sitive gQRT-PCR on a larger population revealad
interasting inter-individual wariation, confirming the
need for mora advanced studies.

To the best of our knowledge, most of the ganes
imvestigated in this work have never been studiad
befora in this typa of tissua, and are usually explorad
in plasma (for proteins) or total blood ifor transcrp-
tomic studies) (16). To date, although studies ara con-
tinuously providing additional data that emphasize
the cantral role of inflammation in CVD, PBMCs are
not sufficiently invastigated in this contaxt. Only a few
transcriptomics studies have used PEMCs (29-32),
but all of them suggest that this type of cell can be a
useful sensor for datecting ervironmental exXposurs
or pathological states. We hypothesized that PEMCs
could reflect inflammatory mechanisms in a more
specific way compared to serum/plasma. Tharz is
already evidence supporting this hypothesis; in par-
ticular, it was reported that serum cytokines only
weakly reflact PEMC cytokine production (16). Thus,
a stratagy specifically targeting PEMCs could give
new and more precise information on the imvolve-
ment of inflammation in CVD.

Moreower, gene exprassion is a sensitive measura
of call emvironment and function and may potantially
be influenced by subtle changes or differences
between individuals and/or ervironmental conditions.
In the present study, we chose gene exprassion of a
considarable number of candidate genes to investi-
gate CVD in more deatail.

We showed that the blood prassure regulation sys-
tam was highly represanted; the majority of ganes of
the ranin-angictansin system ware exprassed in
PEMCs. Angiotensin-convarting enzyme has already
been found in human lymphocoytes (23), as in our
study. We also detectad adranergic, bradykinin, and
endothelin recaptors. Wahla at al. (34) have shown
that g-adrenargic receptors may play a role in medi-
ating the differential catecholamine effects on cyto-
kine production by these cells. As suggested by
Horiguchi et al. i38), lymphocytes could be 3 good
modal forinwestigating Ma * regulation because of the
high expression of sodium channel non-voltage-gated
protein 1.

Ancther important result was that almost all genes
invalhrad in lipid metabolism were axpressed in
PEMCs from healthy individuals, providing a potantial
new tool to study dyslipidemia. Furthermore, all
genes involved in glucose metabolism  were
exprassad.
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The presence of mANA for leptin and its recaptor,
molecules that seem o reiate cbesity to inflamma-
fon, opens promising perspectives in the fisld of obe-
sity. Actually, loptin can inducs the production of
muitiple cytokines by PEMCs via its receptor. but its
production by these celis has never been reported. It
seams that sacration of leptin serves 1o sustain pro-
lifaration and lymphocyte sunival (36).

Matrin metallopeptidase 3 was highly expressed in
our population and these rasults are consistant with
a pravious study (37), suggesting that PEMCs may ba
irvelved in the remodsling of extracellular matrix by
thalr ability to produce matrix matalleprotelnases,

Ganes Involved in oxidative stress were also rep-
resentad. More pracisaly, three glutathione-S-trans-
ferases ware expressed in our modal, The expression
of these genes is increased during inflammation (38).
The usefulness of PBMCs as a more appropriate mod-
&l than serum or cerabrospinal fluid for studying glu-
tathione-S-transferases was already demonstrated by
2 recent study (39).

Finally, as expected, all pro-inflammatory interdou-
kirs wa investigated wero expressed in non-activated
PEMCs. Our results are alzo rlevant for genas of the
immung defense pathway and transcriptional factors.
However, some interiguking (anti- and pro-inflamma-
tory types) woro woskly exprassed in 3 small number
of individuals. For exampla. IL-9 and IL-10 wore
expressed only in ona individual, IL-2 and IL-8 n two
and IL-4 was expressad in no individual.

Interestingly. to the best of our knowladge, soma
genas weare shown to be expressad in PEMCs for the
first tima, Including coagulation factar VI, APOAL, the
aryl hydrocathon recaptor, and sams cytochromes
P450,

Detaction of the majonty of the investigated genes
in FBMCs and the axistance of intar-indhvidual varia-
tions in supposed healthy individuals opan new par-
spactives for the investigation of gene expression in
bath haalthy (e, pre-pathology) and diseased indi-
viduals. To date, most studies focus on determining
a possible pattern of gene expression characteristic
of & disease when a pathology is considered to be
present, based on aither overt clinical signs o the use
of drug intervention to treat the pathology (£0). These
applications. which ame of great value in clinical and
therapeutic sattings, connot provide much wsofol
information when the discase is silently developing.
Thus, it is also imporiant to investigats the physiolog-
ical variations of gene expression by 1) determining
the interdindividual varistion of gene axpression,
2 sxplaining it in terms of constitutional, emvironmen-
tal and genetic factors, and 3} comparing such with
pathologcal states. Considening the above, ths pilot
study on melatively young, supposad healthy individ-
uals reprmsants the basis for further investigation in
pathological situations.

In a first attempt to discriminate indwiduals with
and without risk factors in our population, wea par-
farmad clustar analysis, which separated the popula-
tion into two groups. The first comprises obese
subjects without risk factors, while the sacand group

s composed predommnanty of hyperionsive and
obesa hypertansive patients. We found 3 totsl of 15
genes abls to discriminate these groups. Intarastingly,
fiwve of thess genas ame involved in blood pressure
regulation (RGS2, EDN2 KIK1, HSD3B1, and
H5D1182. To axplain these preliminary results, we
hypothasize that NR1H2 (a transcription factor) could
modulats arterial pressura via an effect on these five
hypertansive ganas. Intarestingly, it has recantly baan
demonstrated that NBTHZ has an effect on anothar
hypartansive gana, renin (41). In addition, LEPR and
UCPT may also bae activated by NRTHZ. Indead, it
seoms that MR TH2 |8 involved in energy matabolism
via UICPT (42), It is important to note that a locus of
susceptibility to sevara obesity is situated on chro-
mosome 19q, on which NATHZ is located (430, Finally,
the laptin receptor may influence the immune process
by regulating the activation of circulating calls and the
production of inflammatory moleculas (36).

One limitation of the use of PBMCs as 2 modal in
CVD risk could be the fact that soma genes wers not
cxpressed by this type of tissue, and consequantly
this model does not support the study of a3l the can-
didate CVD genes selectad.

While this study addressed = reltively small num-
ber of subjects fwhich & the casa for most micro-aray
researchl, we selected 2 population with strct in-
dusion critaria and pefomed hypothesis-diven
resaarch based on the selection of specfic candidats
genes. Tha potential nterpretation of thess findings
certainly neads further studies induding more candi-
date genes in larger populations.

Tha majority of the candidate CVD ganes were pras-
ent in lymphocytes and in levels high anough to
imvestigate thair exprassion profila in healthy individ-
uals, providing the possibility to assess variations
in pathological states. Surprisingly, lymphocytes
expressaed genes with important rales in CVD daval-
oprmant that ara typically secrated by othar types of
tissues, This opens new perspactives for elusidating
the contribution of lymphocytes to the atherosclarosis
process. The significance and potential interpratation
of these findings obviously require furthar studias in
largar populations and investigations targeted a1 @ach
of the pattways connected to loukocytes bafore con-
sidering interactions with inflammation. It is currently
weil accepted in CVD ressarch that only investigation
of the different biclogical pattwways involved and of
potential interactions (among thom and with snviron-
ments| factors) can provide added bonefit for under-
standing the architecturs of these discases.

Im condusion, ouf results highlight the importance
of studying PBMCs in 2 stratogy t=rgating inflamms-
ton-reiated metabolic pathways o explore CVD and
itz rizk factors (such as hy pertension) for better under-
standing of tha architectura of these disaasaes.
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Leptin expression in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) is related with
blood pressure variability.

Anastasia Samara, Berangere Marie, Pfister Michele, Sophie Visvikis-Siest

Clin Chim Acta, 2008, 395: 47-50

La leptine est une adipokine initialement considérée comme une molécule exclusivement associée a
I’obésité. L’avancement des connaissances a mis en évidence des roles multiples dans d’autres
mécanismes physio-pathologiques et particulierement ceux de 1’inflammation. La présente étude a voulu
démontrer la présence de ’ARNm de la leptine dans les globules blancs mononucléaires (PBMCs), et
quantifier I’expression de ce géne dans ce type de cellules liées a I’inflammation.

L’ARNm de la leptine était présent dans les PBMCs des individus supposés sains. Nous avons ensuite
étudié son expression chez 83 sujets supposés sains de la cohorte STANISLAS en relation avec les
facteurs constitutionnels, les variables anthropométriques, la pression artérielle, le profil lipidique, le
glucose et les marqueurs d’inflammation (CRP, nombre de lymphocytes circulants).

Les taux d’expression de la leptine ont été significativement associés d’une fagon négative avec la
pression artérielle systolique (PAS) et diastolique (PAD) (p=0.03, p=0.003 respectivement). Une analyse
de régression multiple a montré que les taux d’ARNm de la leptine pouvaient expliquer 11% de la
variation de la PAS (p=0.007) et de la variation de la PAD (p=0.003). Ces pourcentages n’ont pas été
altérés apres I’introduction de 1’indice de masse corporelle dans le modele (9% et 10% pour la PAS et la
PAD respectivement).

Dans cet article, nous décrivons pour la premicre fois 1’expression de la leptine dans les PBMCs
humains de sujets supposés sains. Les associations trouvées avec la pression artérielle, suggérent un role

possible de cette adipokine dans la pression artérielle via les PBMCs.
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Hackgrmnd: Lepan & an adipolone ity comsdewd 25 3 molecule relsted exchsnely to obesity but
acfvances in res eanch revedbed its mubtiple roles in other piysio- pothological mechanisms and partioukordy i
the: mflammatory ones. The dm of the present stucy was o demonstmte the presence of span i human
[Perip heral Blond M concerncl ey Gl (PEACs fan toou an gy it mEMA m this type of ewne, dossly relred o
mflbmmason

:x::_'_.ldi Sethects: Leptin mESAwas present n PEMOs of harithy snciricuale its expres son was further smdied m 23
R inchvicioals i relation o consatmonal Scoors, anthropometac vanables, blood pressire, lipid profile,
Blond e we gucoee and markers of milammation (Corecnve proten, mphocpte comm it
Pyt Ay Renbts: Expestion levels were sgmificintly amodied with sysiolic blood presome (SBF) (p = (003} and
G v e sl chia windic bl pressne { DB} p = Q003 ) Using a mubbp ke regression anabyests moded, we showed thai bepian
mENA keveds explaimed 115 of the vanation of 28P (p= 0007} and of DEP (p= 0003} These percentages
mmaned at the same magmitucke for SBP (92] and for DR (102, after introducing, 831 in the model
Conchrman: We report here for dhe first ome, leptin expresaon in human 800 of healtiny d widuds. The
s antione fomnd with blood precsore suggest 2 possie rode of | sptin in biood presune regoleton we PR,
€ A Elomrier B ANl righis rewrved.
L Introduction 1tis notewanthy that keptin nat andy 2015 an indlammas oy cells bt

The key event which led resesrdh to consider adipose tHsue a5 2
majar site of sedetion of protein signals of obesity was the discovery
alleptin |1 | Circulsting leptinle vels afepropontonal i sdipose tsue
masd snd therefore, they relled the smount of sdipdde tisue in the
beadly and this adipokine # thaught a signal of the badys energy
reserves 2L

LEven though elevaied leptin levels sre abserved in the case ol
obesity the physiologicd praperties of this sdipokine sre not limied
in represeting and mediating functions of adipoie tissue Beyand
linkiing nutr tional $tahs with newrcend ocrine snd immune functiong
leptin is incressed in the plema in the cse of infction and
indlanamation, suggesting that this mokeaule is invahved in indlamma-
tinn and innate snd slspiive immunity [3-5] Leptin ecerts multiple
setions an Periphersl Blood Mononaide s el (PERC ) |5 | aned i vllra
shudies wihene leplin wer sdmimistered in PEMCS shoveed that it can
directly induce inflammatony respon e and expression al itS recepon
i PHMT 7] Tusthemmore, lepin 8 produced by il sion-
regulstory el propasing dpecific properfies of this maleade in
inflammatony mechands e thiough dired pars- ar sutocrne sotion 4]
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it i4 also produced by them in some caxies The production af leptinby
T lymphacytes was firsily described in an animal expermental model
af siimmune dise e (enephalomypslitia) and suthars presumed
role in sistsining prolifrstion of inflsmmstory cslls vio an siterine
loap 8] Another study feusing on humen chronic wiral hepatitia
demonstrated leptin expreisian in PEMCs 91 However, beyand the
suggested implicaton of lepin in subimmune dijesse anl soute
willamimatary stted, 8 physio-pathalogical ke in the inflamne-
tin-related candiovasoulardiseaseridk Dotons a8 by periension ane not
yet described.

Many studies suppart the mvolvement al inflammation. in
hypertension | 10} Mareovet many clinicsl trisls have shawn slevaesd
e Beprtin dn partiends: v thes se i al by per e ns don anel & signifhent
pasitive cormelstion between leptin and bload predsure independent
of body sdiposity both in normotenstve and in hyperensive
indlividusls | 1] Meamvhile, in these relafianshigs, they do not reslly
Lake into considerstion inflammatony proces, even il independent
relationahips have been bund. Studying PEMCs which B specific to
inflammation tissue, could ghie an answer to an eventual inflamims-
tian-medisted relationship of keptin with blood pressure.

Therelare, i the present study, we aim to et whether lepfin is
expressed by human PEMCs of suppased hesithy individusis, thus in
the physio-pathologicsl 4 tate and il this fissue i1 3 source for leptin, o
investigae the eventusl links between leptin axpressan levels sl
blood pressune, x5 well 23 other candiovasonlar risk facars

v dalitlity, Chin Chim Acts [2008) doit 101016 e 200804028

Plexie cite this article 58 Samars A o1 2l Leptin expeession in Peripheral Wood Mononuckesr Cells (PIMCS) i related with bload pressure




2 A Somam & al f Mada mica Ao oo | 000K |2 e e

1 Mlaerid gl o Sads

2.1, Sondy popeachn

Fr s sppescific b s o, v saioctead ) s pr gt s of 33 sprpesed Baalty
it (42 men and 41 women] geseticaly wmsand, maiisg paT of Be
STANTRLAS oot [ 2]

Barmckpants wee fFrench olgin e e from serioes andjor crosc e achas
dlaberes el crdevaxdar diseee, emic of mmal Glee o oy aer
Iefammnnry disease or ol iods B o g, A belSviitieals gorve S T verimem
Indoomad rnsens for D oobe e and moibodar analEs prie Bl Bosia
This oot vt apgroved By 1he Loca Eiics Comminm ed of Mascy (France]. § amgies
and dana are Sy part of B (R (Cester of Bioby ical Beareeces] “The STANELAS
T e Eue et denermintom of Biiogica and CRai | smrmedione pReln s
of CVIF mumaged by O Sogle VEvRis Sk

23, Do et

D daling veleh misacon, Al and il s e s By
amhuﬂm“dnmmmnumsmd
a% B 2
gnupﬂnﬂ;mmm[mmcﬂ-dmnﬁ“!s
Bl off wasig B e fod ey B g (R Sgrams e ot s g oo . el icisals vee
claifad g desoribe d By ohe Wiorkd Heals Orgaizarhon (WHO | bas wih 258 of
185-249 kgm®; ovewelgn with B0 of 250-299 bg'm® aud obess with BhD
230 kgte (03] Biood presaae wa caloskinnd e mam of ERGG B RS eNeREE
i e i ik el ComedlEms Wik a Sy LSy e T ]
PN PO,

Bl 0 m e £ S subet 5 e a8 i Dl Vesews Biod was
T of el Bt Soehor-peeant B W Scuioer pel 5 (Bt on Dcliimos Burkaatford M|
cramining gl Sy e s separato s Thaeos 5 mpde wiene comibegd af W00 g for
15 mis o roow cemgerames and were oma el S ol consineenes, Bk Bood
mﬂ-uu--ﬂ-damhliundlﬂl

C-npactive pronein (CRF coscennra it ¥
Wik J Bahaing “”ﬂnmllmﬂm?ﬁm C.I-I'ﬂ.

23, PEVCE oo ledvion

Frests vt Biood (10 =) wis cobeced by szndardized vesigescere [ EITA
T [Vatumime™; Bacos DHossn |, FEANCS were bnland by comifgnion @ a
iy gradinng of Fuol [ Fiol-Fagee™ FLUS | Amerbam) ad smred o - 30 C el
B A macine Tha PRAACS b i wos conaiensd according foa we B vailidaned paomed,
Wi il racovery I PR (015 and mai A quaily and scaliling were camfully
posmd [14]

24, Quaatiacte ST-AC8

T |3, from FEANCS wos oo ot By am aen cemaned okt procedise (i
mmnmﬂmguﬂamtcmlmmnnmmmm
el Liysis peotoced acooafing o the [Runifue Dgeeenics ]
Dfase mrexment ks Echdod i e MagHa mmmmuamt
maching poalies Comskrenr Endidon of Bigh-qualng BNA and misieives ponens
ems ey S 1R sk Gon Eeoxdere The fon] BNA diamed vas e -
@ macribed S 32 i ar 42 C (uantee ol BT K Qges| B a 20 rexsie wik
vl il By { oo B "t v By sl EVHA, i e i s B, A
perBoan, DA i adjeard aed el & csRE cecmpiEcs (3 sl B

i rexs LigBaCycher Fasricare 4 A hner s SYER Croenl

Pmventn omeces verkaies (age, S chobemwad | and hemin
T —— unmuu-“maummm
[ 5B, diasandc bioed precnse [ TR by cne-way SHOVA.

it mgression amdysls was esad 0 (e relifices Beoween SER D3P
| it et o | D B oo g o R o At g, senl amd g e
smniag (ndependent vartlied.

3. Results

The chinical charscteristics of the 83 individua s wking pant in this
atudy are shown in Table 1 The populstion cons isted of 42 men and 41
waomen of the same age range (499238 years and 486133 vears
respectively L

Significant gender specific differences were almerved lor welght,
B, vesist-to-hip ratio and blood pred sure and p-v ahies are shovan in
Table 1.

Leptin v expressed in PEMO of supposed hestthy individuals.
However, exprestion levels were not detectable for all individusls
(far 48 detected, for 35 not deteaed). Meanwhile, i & impaor tant 1o
natice that concentration levels of cONA useed for real time POR wiere
Lo (5 ngpil

Using Pesrsons oorelstion analyad, we fund a signilican

correlstion af leptin with SBP (p = 003) and with DRP (p = 00081
bt niot with BM1 or ather Tactors tested (lipid prafile, ghuoose, CRP and
Iymphocyte count) These asocistions are shown in Fige 1 amd 2
respectively.
To verily and lurer explsin the axsodstiond we lound, we used
2 multiple regresion analysis model with SBP (Table 2) and DEP
(Table 3) a3 dependent varishles Values were adjudted for the
covaristes such a8 sge dex snd cigarette smoking Inthis model, lepin
explained 115 of the varistion of SEP (p = Q007 ) snd its contritution
wir 9% after intradudng BMI in the model As for DBE. lepin
explained slo 11% of DHP variafon (g = 0.003) and ths percentage
remained in the same magmitude [ 10%) even afer introdudng BM1in
the madel.

A, Discussdan

In the present study, we demonmsirated the presence of lepin
mHMNA in fdn- s vated PEMCY of suppased heslthy individuss, nat
aulfering fram inflammatary of sltoimmune disese or other health
atates implicating scute or chronic inflammation. The presence alf
leptin in an inflanmation-rel sed tisue stands lor 4 possible phiysio-
pathalogicsl rale of lepin in inflammation process. This result

Tadde 1
ir Focke [Eygaestcs] Deplams of 5 wom nes (55 sg) and poymens chiis
i B e e s e O Dt By ppiying sEomaard s g A iy of aped Ik
aerially difensd soedands of o copcsseration A oommd sampe wee nes wich Wl R Bl 1
emglins b oevey FUR aeoy B oosder oo deresine Be asalyrical coefclens of I ‘“ )
Warnnon Beber- aod S ey am coeEEcenn of varkaEas (OV] woe caloelaed Tl AEsid IEIE =
aod exiwannd & 04K aad 05K mpemiely B0 pos The desge o prines was Agm Ba+IE LG4 w008
Banad o Plsesr Posber S0 ofwan Beod nesaen (] ad we o e L*[ 11:‘ EEEIH mo
SLTLOLCATICTIGTG G- (hrward] aad 5L ACTTICIGTTTGGAGGA-F. As beisial ey STT006  BE4006 <0008
dia meion @ 95 °C for W misowas Slowed By 40 cples cach omskmeg of n-“m[ﬂ“ GF 0 LBt TR
:‘11_;5:}.5?1:“ s, amplScaton and lmgarion for vl 60" Clor Wk 3 S okl Bl pressee [ s Hy | R  DTAckd BoS
Ao i T O U AT, e st Sorve il Boceiae g e bt phes 'I.'ntlli:lnl_ul[ L g Elrﬁ‘ ::? :“m
it goeodind | va i of lepa i enposision, TRerefone, v dd SO0 e mosmai Mrﬂmmm 105 3 =
ot ; (mmol¥]  34:08 16£08 =
rqye-u- (] L 205 L3426 [T RS
A S F CRF (mmalf] 5618 A5 0=
s - T ek B lﬂm_ﬂ-[’ﬂk A5l 45204 < id
Fa_ il [5ha 'rn-mu-m-[n':lm sEei4 GEeld o
Enscnialy B, ﬂu M I.EA'I. “}I‘l ﬂm m nm-mh dicnr s § e oot [ 4] L7 £ 17 tidd -
p-.rﬂ ps:us e oo d ﬁpﬁ:a-. I:i:c::ﬁ‘:mhxv-- yeghocgs (] o i =
comgated wsiag moas and tandand) deviarines (R ST COMEnNS SNl St Do am poesesisd o meant 50 oF & moowed povaboes were ciosamd by b

Pek - WA s sl O cliome e sl et (e e e s B oo e aad
v W el Fearson's oo bon oo e (1] o evaae B alagonsiiy

WRiStey BT ms, BOf sgRitant - (OS]
B, By i et (R, C-react v ol




ARTICLE IN PRESS

A et e e s b aor a0 e =

o

Mg | Bty et pe n B0 wes @ PG sl W5 D e B
paaliiowd U atey Sl dsrdbefos gl e ey dlly s e

varrabionstes the sleady descrbed implicafion of lein in immiune
andl inflammatory mechanisms [3-5]

Mareaver, when studying mlNA levels ol e in PUMEE, we
faindl & sigrflcant saocistion with both S R vt nat with
WM o0 other ook ielited to abesity. These melations hips s ned
significant after using 4 multiverste snahysis model whe e B1 was
alwy veroghisced. in s Lest mooded, | eptin el e 4 g foant part
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levels af le phin are necessary Lo better evaluate the importance of this
result
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Visfatin, low-grade inflammation and BMI

Anastasia Samara, Michele Pfister, Berangere Marie, Sophie Visvikis-Siest

Clin Endocrinol (Oxf) in press

La visfatine est une adipokine ayant des roles dans les mécanismes inflammatoires mais son implication
dans I’inflammation associée a 1’adiposité/obésité n’a pas été encore étudiée. Nous avons ciblé 1’étude
des relations de la visfatine avec les marqueurs d’inflammation et 1’indice de masse corporelle (IMC)
dans les globules blancs mononucléaires (PBMCs), un type de cellules lié aux mécanismes
inflammatoires.

Nous avons étudi¢ 83 individus de la cohorte STANISLAS supposés sains, appartenant a trois catégories
d’IMC : IMC < 25kg/m* (normaux), 25kg/m”> <= IMC< 30kg/m’ (en surpoids), IMC >=30 kg/m’
(obéses). Nous avons mesuré I’expression de la visfatine (PCR quantitative) en relation avec
I’expression des cytokines pro-inflammatoires TNFa et IL6 dans les PBMCs et avec les parameétres
anthropométriques (poids, IMC, rapport taille/hanches), la pression artérielle, le profil lipidique et les
marqueurs d’inflammation (CRP, nombre de lymphocytes circulants).

L’expression de la visfatine dans les PBMCs a été significativement associée avec I’IMC d’une fagon
négative (r=-0.21, p=0.05). L’analyse globale ANOVA pour les sujets normaux et en surpoids/obéses a
démontré une association significative entre I’expression de la visfatine dans les PBMCs et I'IMC chez
les hommes et chez les femmes (p=0.05, p=0.01 respectivement), et ces associations sont restées
significatives apres une séparation de sujets en trois groupes (poids normal, en surpoids et obéses) pour
les hommes et pour les femmes (p=0.02, p=0.05 respectivement). L’analyse de corrélations entre les
taux d’expression de la visfatine et du TNFa a montré une association significativement positive
(1*=0.27, p<0.0001).

Ces résultats révelent un nouveau role probable de la visfatine dans I’inflammation, reflété dans les

PBMC:s, dans le contexte de I’obésité.
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Introduction

Acronding b the Bnal vepurt ol the Natiomal Cholestem] Eshumtion
Frogranme | NCEPL overwelghit and obesity not anly predispos: w0
o ionascular dbsemses (CV1 bi ane also asociated with o greer
all-cause martalivy, Clesliy s boen demonstrated 1o be aseciaed
wwith OV riske faetars an dysipgdaemi’ imulin resistanee’ and
J:IT_PETtEDl'ﬂﬂi which ¢ lusier Ir-pil:-r in the metabolic syndrome
(8451, therein alslomingl shesdiy plaving a crucial roke”

It is well accepied today ihai beyond the excessiveness of the
fat mrass, dlae fan st olbution b a ey parameter for the imstallation
or not of an isllameuiin-rdeied peibdogical saie, Eidemly,
accummdation of visceral at mass b s and more wated G sl
wquend activation ol msmersn pathophsidogical mechanismn
which in twrw, initidl wslicr sad haally prdlony 2 srioic
milammuion sule.” Adgoe thas i prodacing omsiple bicctie
modeculs mwong e cptokinn. Crickines (TS0 1146} 2
moleals cocmill s el =ih EEmne =don kEctom”
Vil adpo i VAT s i pecioerntially pro- ey
mokecals sk m TS snd 14 compared o sl mameos
adipos deme SAT snd the prohation o thee modeals »
mrrmed with b ' sbadends e oleeseion
OVTF seemm tos b sy biahored bmt @ i ilfcnlt to cualblind, thee
exiaing rebais edags beteorn them erew thowoh the meca st d
ammrmption it of oty sslnd oilasotion s @ cossd
o for VT

B & comtimuonshy corfunee that b nmmation ndeed comtribue
m deeloping OV oxtamd s mlinl patbologies™ Supportive o
this & a prospective stwdy of our group, on sepposed healibe French
Families { STANISLAS Cobort) that sevealed TSF-@ as 2 Ector
the prevalence of A5,

A demanstration ol the existing dialogue betmeen obesity and
inilacnmation couled be obfersl by viskitin. This molecule at st
named pre-B-colowy enbanclng bctor was initially des ribed o
activated huwman peciphe sl Blood mononocler cells | PEMC)
ine vigee™ wncl later detected fn wdipose tissue and clamect erisesd
as adipolcing with a prekerential espression by VAT and a probable
comtribution o M5 Visatln exceris nlluence on intlarmuwiory
miechanisms and e cells™ " bt only ooe study has ssanched
for the posille assoclatbans of this molecule with inflammation in
welation with adipesity,’ b tha shody, 2 negative rebatiomdsipe
i SAT exporsshon of vislatin and cimlating TNI-® was
diescribed but o funher vesigation io VAT or plsma wes cavicd
omi. Coerall, cmdy & bomd bl o simdies exint comcerming this Lapely
uanomony aclipilciee sad B b mot clew # adipose tivae is the mas
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sonrce ol circulating visfatin or if plasma is the appropriate wilies-
having in mind that it often serves as a pool rmther than o specific
site-mirroring its reltions to abesity and inflam ration.”

W prapose her studying PEMCs, a type of cells that is easily
accessible and esentilly represtative of inflimmatory mechanisms.
Noimvestigation has examined links of viskatin with infhmmation
in relation to bedy mass index (BMI) as well as iz vive expression
al the malscule by human nen-activaed PEMCs

Minding this we measured pene expression of viskatin in rebition
o BMI and to procinflammatory artakines, THE-00 and 116 in
PR
clussified in three groups according 1o their BM1: 18.5-244, 25.0
284 and 2 30 kg/m”.

= ol B3 supposed healtly individuals (42 menand 41 women)

Methods

Study papulation

Far this specific fmvestigation, we sdected a subpopubition of 83
suppasad healiby individuals 142 menand 41 women| mking part
of the STANISLAS cohort'’ a 10-year longitudinal Follow-up study
conducted snce 1993 (it point of recruitment) on 1006 fumilies
sebected ab the Centre for Presventive iMed ir.i|n:|:-I‘r':|||J::-.'l.l.'.'re-|-.-s-?\'.1.|n:.r.
st of Frnce, Participanis were of French origin Free from serious

andiarchironic illneses aich asd iJl\.1c:-|||u||iIus.kZ‘p"I'I.|1;'|1|Iic arrenal
filure arany ather inthmmatory disease ar ohvious inflammatone
signs All individuals gave their written informed consent for sumple
collection and molecular amalysis prior their inclusion.

W selected o group of subjects making pant of the third poinot of
recruitment (20080 where o bank of PRMCs was consitwted for
which we had mailable material for doing mRNA analyses and all
necessury for this specific gudy anthropometric, biccherical and
hacmualegical data, This group of subjects comprised 45 lean and
38 overseight/obese individuals that were genetically unrehied.
Mane ol the selected individuals was upan anti-ehesty medication.

Samples and datz are nuking et of the Centre of Bialegical
Resources [CERI: “The STANISLAS cohon and the genetic

gical arl elinical intermediate phenotypes o
Visvikis-Sies.

determinism ol bic

VD wemaged by Dr Saphie

Data callectian

[hata d;1||i|1.|.: with tobacon, aleahol and current nseal medictionswens
assssed by aquestionmire on the living habits of each participant.
Smoking datus wis describad as nonanakers, smokers and e
smokers. Alcohal consumption was expressed in grams per day.
B3 was calculated according to the Quaeles formula of weight
divided by height Ckgiod |, Indivichuals were classified as described
by the Warld Health Crgamismtion (W HO: lean with BMI of 18-5
249 kgion'; cwerweight with BRI aof 25-0-299 |y’ and obess with
BRI ol 30 lc.q-'nl"." Blard pressure was calcubated as the mem ol
three memsurements taken under standandized conditions with a
sphygmonzmometer, with the subjsct in a supine position.

Blood sunples were taloen fram subjects afier an overnight .
Venous blood was collected without anticeagulant in Vacutainer
tulves [Becton Dickinson, Rutherford, M1 containing a gel for serum

© 20418 The Aothors
lemrnal compilition & 3308 Blackeedl Poblishing Lid, |

Visketin, TNFE and FMT 569

separmtion. These samples were centrifuged at 1000 g for 15 min at
room temperture and were analysed [or all constients. Basic
blead candituents were mesured o5 described previoushy. '

Crremctive pratein (CRP) concentrations were  mieasunsd by
immunonephelometry with a Bebring Nephelemeter Amby=er 11
| Peadde Behring, Marburg, Germany).

PEMC collection

Fresh while Hoed 1100l was collected by standard ined senipuncture
in EITA tubes DVaoatainer™; Becton Dickinsan|. PEMCs were
isclated by centrifugation an a density gradient of Ficoll [Ficall-
Paque ™ PLUS;, Amerdum Hioscience s Pisstmey, 11 and sored ar
A0 until BN A et raction, The FRMCs banl: vweas constituted accend-
ing t a well validated protecol, with @ high recovery in lpmphecytes
107 5061 aned mlRNA quality acd stability were carefully tested ™

Quantitative RT-PCR

Total BNA fram PRMCs was extracted by an antomated isolation
procedure (dagh A Pure LC instroment ) using MagBa Pure L RRA
HF isolation kit and RNA HP Bload External Lyss protecol according
1o the memubcturer's ind roctions (Rodse Dingnestics, Banchbung, 571
e tratment i incuded in the Magha Pure protocel. The choice
of arobotic machine enaldes corsistent salation of high-guality BR8A
anel minimyizes potential errars risitg from the manipubition procedue,
The total BMA ohtained was meverse transcribed for 32 mina 427C
[Cuantitect® KT Kit, Oiagen, Courtaboeul, Frince | in a 20 rsction
with wipe-owt buafler (to elimi

e “eventually” resiclual DA and kit
mix and buffer). After puribcation, cDMN A sed at congant concen-
tration (5 ng/pl) in palymerse chain ractions using LightCyeler
Fastitart DRA Master Hus SYBE Green 1 kit (Roche Di:
Puplicates of 5 pl were run (25 ngl and palymense chain reaction
products were absolute quantified by applying standarnd curves
genented from serially diluted standards aof knewn oo ncentration,

ncstics),

Accontral simple was ran with temphites inevery PCR assiy, in order
1o determine the amlytical cosfficient olariation, Inter- and intm asay
A brtical coefhcient of variation (CV ] was cloulated and estimated
at 0-4%: and 058, respectively, for all genes teted, POR efficiency
weas estinented at 9% for T F-m 1009 far 11-6 and 5% for visfitin,

Primers’ desipgn was basad on eroser proaer 549 saltware

| Biosoft Intermational, Falo Alto, CAY and were as ollows vishitin,
STGTGHTEA GUOGATAGCS (oreand) and 5 AAGAT AAGGTG
GEAGEST Cewerse), THEOL STOTACTTTGGGATCAT TGOCS
and S GTGGTGGETETTG CTTAAI Crewersa |, [L-6,
PGAGAA GATTC forwand) and SUCCATCT
CAGT (reverse). An initial denaturtion a9 °C for

| ferwarnd |
57T
T
10 min was followed by 40 cycles each consisting of: denatumtion

at 85 " for 10 s, amplilcation and elongation For visfatin ae 62 °C
for 10 e and 72 7C For 8 « for TNEocat 60°C for 10sand 72°C for
T and for IL-6 at 607 for 55 and 72 °C for 8 s, respectively.

Statistical analysis

Statistical analyses were performead using the sas package progam
versian -1 1545 Ingitute Ine,, Caryg NC ) Pelore statigtical analysis,

et Fdorr rnldogy, 85, 5A2-574
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nem-pommally digribued parimaers were logarithmislly tans-
[ormed 1o appresimate a nonmal distribution, A Pomlue (F = B
wais cansicersd as gatistically signilicant. Descriptive statistics wene
computed  wsing means and S0 for continuons mesunement s,
Mann- Whitney et were used to determine signibicmt differences
between men and women. We used Pearson’s corelition coelhicient
(vl o eval wate the relationship between continnous variables Gage,
B3I cholesteral...) and wistatin, [L-6 and THE-00 expression. W
exarmingd the relationships batween vishtin and THNF-0 expression
by ane-wmy asova, first betaeen kan and nonlean Toverweight
abwse | and in a second step, separately for the three groups of BMI
(ean, overweipght and obese | both for men and women.

Multiple regression analysis was ussd 10 et rebtions between
BT (dependent variable | and visfatin or THF-00 accounting for
the covariales age sx CRP and cigarette anoling Gindependent
warialdes),

Results

The clinical characteristics of the 8% individuals studied are shawn

in Tahle 1. The population consiged of 42 men and 41 wamen of

the same age mnge (459 + 38 and 486 + 33 years, mspectively .
Mean BT values weps 25-4 + 441 kg o the whole population |
Qs £ 30 lcp,."ln" far men, 241 & 40 lq_a.'m" far wormen including
14 obese and 24 overweight individuals in the overall group (45
lemn aned 38 overweight /e subjects). Ameng men, 10 were obese
and 16 mverweight. As for women, we had four obese and eight
averaeight.

Signihicm gender gpecibic differences were obsered for weight,
B3 wamist < hip ratio and Hood presune and Paalues ane shown in

Tahle 1.

Thble 1. Chamcterigtics of siudied indnichiab

Yariable Fernale Mal= P

N a1 42

Age (yars] FLIES 495 4 38 N&
Vit (kgd B3E4 118 Bl5413d <001
M (gt LR 265+ 39 con1
Wiist: hip ratio lcmy U776 RO <000l
Festing ghneoee { mmall 514 04 Se+0E <0001
Systolic blood presmre (mrmBlgy 11824 170 12744 114 o015
Dimstolic blood presure immHgl 676+ &4 TFSE &4 0001
ol cholestend (mmokl) 57409 SHEDE L]
High-demsity lipoprotein 184 05 R Rk N&

chalesterod { mmolli

Lew -density lipaproiem ERERIE LI | N&
cholesterol {mmoll]
Trighyceride { mmokl) 1404 15 12+ 06 032
CHP immalfly 15418 LLERS b
Hed bikaad cells cannt (10411 454 0 8 LD <000l
White blaod cells count (10713 58414 FhdLd N&
Lymphecyie comni | 10" 17 4 -4 LT N&
Lymphiocyle (il 3n-4 04 N&

Data ane presented @ mesm + 30 or percentages reporiod Povaloes were
cknbied by Marm-Whitney test, N3, not significant (P = 0061,
ML bescly s index: CRE, C- reactve prodein

P 00145

[
& &

-
= dn 2

k5
O+

Vialifin Expesstion iLe)

man Wodman
UEWE = 25 kp'm"  nEMI 2 25 kg

Fig 1 Expression of visfatin in PEMCs int kean (BMI < 25 kgl and
overweightiohess i ndividoalks (AM1 2 25 kg'm”) for men and women.
Vistalin expressan was [n-tmanstormed tn achieve narmal distribmtion and
data represen mean valoes £ 500

men WO
o B = 25 kghe! R3S ki s BAE < 30 hgdm? B = 30 gl

Fig 1 Expressicn of visatinin PEMCs in three distinct BML gromps ormen
and wemen: Jen (EMI < 25 kghnr'y, overweight 125 k' = BM < 30 kg,
chese (M1 2 30 bg'm™), Visfalin expression was To-transformesd to achieve
normal distribution and dat represent men vahies + 50

Wisfatin

Vishatin was expressad by non-activated. huran PEMCso bsuppesed
healthy individuals, Expression levels were well alave backpround
noise [or all sbjects. To asses posible ehitions between vislatin
excpression levels in PRMICS with age cigarette smoking. anthropometric
and biochernical parmmeters, we periorned Pearsan’s cormeltion
analysis for the cvenll papulation (Table 21, Mo rdationships were
found with gender. age, glucose, lipid profile or with CRF, white
blead cells, and lymphocpte cont ar with Hood arterid presme,
Weither body weight norwaist : hip ratio gave statistically signi iz
resulis,

PMI wes asociated with visfatin expression lewels (r=-0:21,
P=0-051,

Global axova analysis test for lean and over-weight/obese
individuals shosaed a negative sgnibicant association between viskatin
expression in PEACs and TMI both for men and women (F = 0405
aned P=0-01, respectivelyl [ Fig. 1),

Associations rernained significant after sepamting aubijects in
three prowps e, overweight, obese) for men and women (P =042
anel P=0-05, respectivelyl [ Tig, 20,

T F-ix

THE-o was expressed in all individuals gudied. THE-o0 showed no
gender significant eflect ar correlations to anthropometric and

@ 2008 The Anthors
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Vighatin, INF-ix and BMI 571

Tahble 2. Benrsen correation amlysis of variables with vigating TNF-m and 1L-6 expresion kevels in PEMCs

WVisfatin THFx L&

Warizblke r P r P T P
Age ooF N o) N5 20l WE
Twzight i3 W& L NE 32 fudn ]
BEM1 -i+21 [akes] 322 L 16 NE
Waigt : hip mtio 11 N& ] ME o012 N&
Sysiclic hlood presaine e N5 12 NE g | il
Diasnolic blood pressure ¥l N& o N& 07 N&
Ghncoss* oo N& 11 N& 1y Ni
Total chokesieral oL L] 13 N& ) NS
High-dersity lipoprotein chaleeral 13 NE 18 N& 0l Ni
Low-density lipoproton cholesternl oL W& a3 L] il MNe
Trighrceride* e ] Wi ey NE e ] NE
Whit blesd cells® -0l ] 008 NE 12 N5
Lymphosy ke connt® 20 L] Crid N& 05 N5
Lymphooy e peroen bige 13 MNE ol NE 07 NE
CRP oan L] 014 NE o1 NE
Visfalin* R < CrIOOL L6 NS
THF.o L < C-0ool 12 D05
L& Ol N& 031 Ledn]

*Statistic tests on In-transformed vahes: r, cocfficient of correlation; M5, nat significant P > 0-05). BML, bocy muss index; CRE, C- reactive proten.

Table 3. Muhivarniale regression anahysis hetveen By (dependent variable) and gender.ape. dmrette smaking, CRF and wisfitin imodd A or TP dmodel B

wene exprassian in PEMCs |independent variahlss)

Model & Modd B
[nclependent variable B (SE} P i) B {sE) P ]
[ntemcept A0S (3400 < Ce001 ]R8 (TR < (el
Men v women 2452 (0-Bd) 02 L 215 (0-85) oL 20
Age Q17 (0123 ME I-& e (0123 N& I
Smekers 0483 (144} Ni 1% 53 (1-49) N& 15
Ex-smokers 077 (0-87) W& 15 1-3L {0-B9) N& 15
CRP 040 (0-1&) L] ) &l 26 (0150 oAl 3
Wisfaiin 155 {0-59) el &9
THF-ox 1:37 (0-55) oLy &l
Tatal B 280 73]

B coeflicient of regression; SE, stanchrd error, NS, ot significam (95 nosk &

bicchemical pammeters. Gene expression al the molecule was
negatively correlabed with B3I 1P = 004) and pesitively correlated
with TL+ (F = 0050, All resulis obtained for THE-00 are shown in
detail in Tahle 2.

Adier a global axova analysis for men and women, in the three
groups ol BYI | lean, veraeight, abes2 | anly o trend of assedation
was rebained for TNI-ooamd BRI P = 0100 data not shown),

Wisfatin and TNF-o

W v o multiple regression analysis 10 charee the influence of
vishutin and TNF-0 expression levels an BML after mking inta

@ 2008 The Aothors

coefficient of determination; CHP, C-reactive protein.

account sge. sex, smoking and CRP concentration, as independent
variahles. Two statistical models were test ed bemuse of the colinerity
observed between vishtin and TNF-@. Visktin and THF-0 gene
expressions were signibcantly correlated o BMI (P = 3001 and
P =007, respectivey). Vislatin and THF-O expresion levels in
PEMC sexplainad, repectivdy, 69hand 6 1% ol the By vaciability
almog equally to circulbating CRP (6:2%) (Table 31,

Alier adjusting vidatin on circubating CRP, the sssocition with
B remmined significant (data not shownl,

Correlation amlysis batween levels ol expressian of vishtin and
TR showed o significant pesitive linear association £ =0-27,
P 00011 (Fig. 31

lomrnal compilation & 2008 Blackowd] Poblishing, Lid, Clision Evdocrimnlogy, 69, 565574
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L A% = 037, P = 00001
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=

Fig 3 Linear regression anabysis hetween THF.ocand visfatin gene
expression in PEM Cememsared by real-itme PCHL Datawere In- trangdormed
bo achiese normal distribation B, ceeffident aof determimation.

Discussion

Viskatin seems 1o be a precinflammatory adipakine sinceit influences

actively mechanisms of injuryfinfectio n-induced inllmmation as
previously repored. " However, mam paints rnwin uncler as
Ior it contribution 1o low-grde infhirmation linksd o abesity.
In the present reseanch work, we demonstrated for the first time
ncliviclual s

wislatin expression in huwman PEMCs ol suppossd healtln
that were neither activated by induction in vitro nor subjected 10 a
miicroerniranment-stimulated infloanmatory gate, at least dinically
apparent. Mesunement of fwo chssic circulating inflamumiory
murkers (white bload cdls, CRIP) showed that individuals had mo
infbunmation: CRF = 1-8 + 276 mg/l
(= Gomell, white Blood cells = 5-8 4 1403 1071 (41005 16001, Flow -
ever, CRP was signihicanthy higher in obese compared to non-obese
. specubating an existing subclinical
inflamunmtary state prabably related to obesity, We Further quantibed
mBNA of visktin in these PEMCs by q RT-PCR.

Intereinghy, we found a significant negative association of this
nder,

this rebationshiprenained significant forboth men and wao men, This

clinical memilesation o

individuals (data net shown

mialecule with BRI Aler s parating ind viduals according 1c

wats the case when we nsed the vaial cut-off |:-|'£.:n".1lcr or less than

kgim® [or the BMI values and even when we ultimately, further
analysed individuals by groups of lesm, overseight and chese. The
abserved persistence of assecittion for all three groups stands fora
relation of visfatin expression with BM1in PEMCs.

As bor the natune ol the correation described, probably a negative
leedback loep talaes place in the overll or tissie specibc rgultion
al the exprssion of visktin (endecrine or pamcringauocrine
action . Our stuch: was nat the only cne 1o show a negativecorrelation
al visfatin with obesity. In Eict, similar were the findings or SAT

Yet, one study explored the reations of visktin with
1

wiskatin '™

inflammation in the context of ohesity. '™ This study observed a

association between SAT vishatin expression and circulating
THF-i and awthers sugpested ananti-inflhimmatory role ol visbitin
in aclipose tissue. A similar protective role could be alsa the cee in
PHEMCs

Selditionally, the strongle signilicant ssseciation of vistin found
with THP-0 seeims to further attribute to vistatin a specific role and

acontr bution in inflammation and innmune mechanisms, This link
issies. Ta date, in
egubited by THF-ox

wats previoudy described in other types al

an amniatic epithelinl cell line, visktin was up

krurnal compilation & 2008 Bldewell Publishing Lid, (

and 11-6," while in cultured adipacyies, tretment with THE-o
pendent

suppressed vishitin expresion in a dese- and time-
menner. Again in adipocytes in vitro, another gudy revealed a
negative regulation of visfatin by 11-6."" As Tor human PEXCs,
it has been only recenth evidenced that treatment of cells with
recombinant visfatin induces the cytokines THF-ocand [L-6, among,
athers and exeris influence an immune cells via multiple actions™
Pazed onthat stuchy we could hypothesize that the pasitive signi icani
corehbition hetwesn vishtin and TNE-0 we lowml, rellocts dinsc,
sl effects of vistatin an TNF-0 praduction, even though net
mechomistically proven,

Henwever, we did not hnd any ascociations between vishtin
and 11-6 sugpesing ne direct elect of vislatin on this optokine,
in contmst to the gudy cited above. This is oot aurprising if we
comsicler that, even though both L6 and THEF-o0 are closehe related

they
THEF-o0 procuction i mssecied more o antecring/pamcrine

1o ebesity 1 act differentially” Indesd, in adipase tissue,

inflammatory mechanisms, while 11-6 has endecrine propertis.
I ekl b alse the case for FRM

As for THF-ctand its expression in PRMCs in relation o obesity,
id
non-obese women showed that circulating levels of the molecule,
s well as mBENA Levels in PEMCs, were positively associated with
abesity, Ancther study™ showed that mBENA and protein levels in
FEMCs and circulating levels of THP-m were all negatively related

wee found o negative correbition with BMIL A study™ oo abese

with abesity. Fesults of the Grst gudy reinforce certainly the hypothesis
al chesity-related inflammation by demanstrating induction of
a pro-infhimumtery cptokine as TNT-o. On the other hand, the
serond study proposs that in PMECe a prabable compensitory
respanze o elevated expresion at other sites is the cause for this
negative correlation.

Till now, the few existing scientihic reports on viskatin are

preferentially intereded in the associations of this molecule o

abesity tangating adipess tisue (SATVAT) or phsmafsenom bt
PHBEAE 4 i tissue is diffcult

1o aceess ard s miher heterogencons [consisting of adipose cells,

results are miher conflicting,

macraphages.. ). Moreover, in this tissue dillerent depot sites exist

that have mad probably different secreton properties, reflecting
specilie 1o the site biological functioos.” On the ather hand, plasma
could not be considered s a specibc tissue for s imedigation, since
wvistatin levels resalt from the contribution of multiple tisie-sies
Indeecl, bone marnms, liver, muscle and PEMCs contribute 1o the

ovemll production of this molecule in the bod
Comsidering the abewe, and willing 1o study vishtin in rdation 1o

inflam maticn. we selected PHMCs, a type of cells casily accessible,
und specibic o inflnmatory mechanisms. The stongassocition of
wishatin with THE-00we found in PEMCs, could be attributed 1o the
bt that thes: cells are directly rebited o inflimmation therdore
reflecting regulatery immune mechanizms betier than sther tisaies
This s alsa the case for oriokines, most commenly assessed at a
mucra level Gseruml. Apparenthy, dudying them in a microensiran-
mental level limmune cells) that is addiviomlly dosely reated 1@
their principal functions linflamnetion L is the prelerable approach
for obtaining consistent results.” Tn the sume manner, we could
suggest PRMCs lorimvestigating vishatin that gives Muctuating resulis
when mesured in pasmaiserum, in relation to shedty and BMVIL

© 3008 The Anthors
1, B9, 5E8-574

ww Ereloer e



The conception of PEMCs as biosensors i allirmed in an anging
way in a oumber of dudies.™"

Finally, we tried o compare the significance of the relations
found with levels of CRP in plsmn. Hevated CRP levels reflect an
inflamurutory state inthe organism but ina general way, eventhough
somie sthudies sugpest its speciic imeelvement in obesity-related
influrretion.” Interetingly, visEutin and THF-cowens able o explain
B variations, equally io circulating CRF in a muhiple regresdon
analysis model. This means, that when sudying infbmmation-rehted
chesity, these two moleculescould be probably have a non- negligible

signibicance compared 1o the chmically nsed CRE I is also notewariby,

that abter adjusting the associtions al viskatinwith BRI on circukating

CRE these associations renmined signibcint, meming that vishvin
and BEMI relationship is independent of CRP.

In conclusion, the prircipal cutcome af this work vwas the rlation-
ship ol vishitin with BMI ad the cytoldne T in the conbext of
inflamurution. by siudving peripheral blood mononuder cdls.
These results support the hypothesis of a specific role ab this mole-
cule in inflimmatory mechanisms related 1o chesity, even though
further research is needed in order o describe its exact implication.
A b= grade inthomntion stabe seans to eist in alesite and probably
vislatin isa malecule that could give supplementary dataas for better
urdlerganding this physiopatholegical condition.
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Transcription factor and drug metabolizing enzyme genes expression in
lymphocytes from healthy human subjects.

Gérard Siest, Elise Jeannesson, Jean-Brice Marteau, Anastasia Samara, Bérangeére Marie, Mich¢le

Pfister, Sophie Visvikis-Siest

Drug Metab Disp, 2008, 36: 182-9

Notre but a été de mesurer simultanément I’expression des enzymes du métabolisme des médicaments et
des facteurs de transcription, dans les PBMCs de sujets supposés sains. Ces genes sont aussi d’une
grande importance en physiopathologie cardiovasculaire.

Leur ARN a été isolé a partir de globules blancs mononucléaires (PBMCs) de 20 sujets de la cohorte
STANISLAS. Nous avons appliqué une approche ‘microarray’ pour mesurer 16 enzymes du
métabolisme des médicaments et 13 facteurs de transcription.

Les cytochromes P450, incluant CYP2C19, CYP2C9, CYP2J2, CYP2D6, CYPIA1l, CYP4F2,
CYP4Al1, CYP2E1L, CYP11B2, CYP2CI18 et CYP2A6 ont été exprimés chez tous les sujets étudiés.
Les enzymes CYP3A4 et CYP3AS5 n’ont pas été détectées. Les glutathiones S-transférases (GST) ont été
exprimées mais GSTMI1 a été trouvée seulement chez certains individus. Le récepteur PXR, le ‘myocyte
enhancer factor 2°, le récepteur de la vitamine D, le récepteur hépatique LXR-alpha, le récepteur de
I’aryl-hydrocarbone hydroxylase (AhR), le ‘T-cell facteur 2°, le translocateur nucléaire du récepteur de
I’aryl-hydrocarbone hydroxylase (ARNT), le récepteur CAR ont été exprimés chez la majorité des
sujets. Le récepteur de glucocorticoides, le récepteur PPAR-gamma et LXR-beta ont été mesurables
seulement chez certains sujets. L’ARNm de PPAR-gamma a été trouvé chez un individu et le récepteur
FXR n’a pas été détecté. Nous avons observé des corrélations significatives entre I’expression de AHR,
ARNT et CYPIAI et entre PXR et les enzymes CYP450 impliquées dans le métabolisme des
leukotrienes (CYP2C, CYP4F2, CYP4A11, CYP2J2, CYP11B2).

Nous avons donc décrit pour la premiére fois, la présence de la majorité des facteurs de transcription et
des enzymes du métabolisme des médicaments dans les PBMCs-non induits, de sujets supposés sains.
L’expression de ces geénes dans les PBMCs pourrait servir pour des études ultérieures sur les variations
physiologiques/pathologiques des enzymes du métabolisme des médicaments et des facteurs de
transcription, associées a 1’environnement, & la consommation de médicaments et aux mécanismes

biologiques impliqués dans les pathologies cardiovasculaires.



O30 Rl I%E0 |- 10 -1 BT

D W ™ ann Dormenon
= i I by The Areremn Scoafy for T
Im‘l‘d\l‘ Ill'.'.TDﬂ

wy el fiag

Transcription Factor and Drug-Metabolizing Enzyme Gene
Expression in Lymphocytes from Healthy Human Subjects

Gérard Siest, Elise Jeannesson, Jean-Brice Marteaw, Anastasia Samara, Barangare Marie,
Michéle Pfistar, and Sophia Visvikis-Siast
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ABSTRACT:

‘W oimoed o maasur simullareousk the mprossion of dng-
metaboiicig anzymes [OME| and tramsoipton Tacters [TF) wih
high Imporance In cardovasc ular physiopathology In lymphocy es
from healtiy subjocts. FNA was Bolibed fom peripheral blood
mononuckar aells PEMGC) of 20 subjocbs from the Stankles Co-
hort. 'Wa usad a mersarmy approach o meassre 18 DVE and 13
TF. Cytochromas P450 (P450s], Inohuding CYP2OA40, CYP20D,
CYP 242, CYP2DE, CYF A1, CYPAFZ, CYP4ATL, CYP2E], CYP1EZ,
CYP2C18, and CYP2AS wom expressod Inoal the subjcts.
CYPaA and CYF3AS ware not aspressed. Glulathlone S4rans-
Taramas (GET) wen aprossed, but GSTRH was sean only In soma
subjects. Fragmane X receptor [PXR], myocyhe enhancer Talor 2,
viamin D racaptor, Iver X receptor LXRjs, aryl hydrocarbon
recaptor (AHRL T-call factor 7, conshiulive andmestane roacapbor,
and aryl hgdnooaron receptor ruckar transiocakor [ARNT) wem

capras sad In e majority of e subjects. Glucocorticold rooplor,
parcs koma profiferabor-actiakd rcophor (FRAF)-v, and LERN
wWore pressed only In some Irdividuaks. P PARs mANA was found
N one subject only, and larnesold X-actkakd rocophon was not
exprassad. In addiion, we tfound skgriflcant comalations beteoan
the azprassion of AHR, ARNT, and CYP1A1 and babwoon PER and
P4ED Imeolvad N loukoliene melboliem [CYF2C, CYPAF2,
CYP4A11, CYF2J2, and CYP11E2)L We descrba haro kar tha finst
tima the prasence of the mapity of TF and DME In FBMG of
healthy subjoals withcut pravicus Industion. The exprassion of
these geres In lynphooytes coukd be a usehd dool Tor further
studying the physiological and pathokogloal varkations of DME and
TF related 1o arvronment, b drug Intake, and b cardovascular
mekabollc oycks.

Dnug-metatolizng emymes (DME] and cytociomes P30
P43 08} in paticular are cetml playes in mrdiovsculr kealth amd
diseame (Eltekal ond El-Kadi, 3851 DME aer mporiand ino ihe
falkw-up of candiovascular dngs hecase mmny rgs e melsho.
I'medd by them. These ereyines ane also nvolved o the metabolism of
natuml sibsirates (sch os lenkotrienes, sierows, md bie icds i
me ln hen mpleaid 0 oevenl cordovisulo-eldsd pathways,
Including, nfanmation, IpEd melbolmn. and bosd pressre egu-
lation. 1n midilion, many eviramenal fions {iobacco, poleyclic
hydrocarbons and dinxng, alcchol, o nuidents) modubie her
pattems of cxpression, and expressen of severil of hese penes is
under contml of imneETiplon Gelors (TFL such as the pregmne X
mzepinr (FXR ), the constitulive oidrostme mecepior (CAR) e gl
covorticokd moeptor (GRL o (e aryl iydmoarbon receplor (AHR L

Than weork ey wupperied by the Aagion Lorens e the Con nursas Uk
b s Grancd Hancy, Thea work wem sbo mads possibls thanle to on HEEAW
Grani CAB "Celaction de Rasscurces Bologeoan” 40HOOH.,

Aricls, publenion daie, and oidon nlomakon can b dound w
hitp f'cimed erpercurrele org.

ebaA0.11 24 e 107 1 TEERL

Fhully, snme polymorphisms 0 penes coding for these DS e well
Imown o influence ihe level of expression wilh clnical and phorma-
cologloal revance

Snme DME, includng glitaihions S imnsfenses (GST, W-ooebyl-
Irns{enes, and milfoimsiemses (ST 0 Sinbie SRy mes meEsw -
able 15 phemotypes @ ihe phsnm. However, the majorty s muinly
localized in ihe endophismic reliculum and s nely excreed or found
inthe plosma. Thot ' nne of (e reasons we kooked for the expression
of DME W an esity ocoessible tvpe of cells: the periphemil Bood
mion ol ear cedls (PBMCL The seoond negson (s the imvoem et of
hmphccytes o condiovascubr evenis, Le, Ihrogh infanmation
Lymphocyies could be o wsefol brget and ol for nvestigating
rebilorehips betwes DME, niimmuion md other metibslic path-
wiys related o cardwvasculor physiopaibclogy. In addilion, the
mechunisms of nfkmnmiion ud immune defenses are regalated ty
Ihe same TF.

Curing fhe past 10 years o lrge mmber of P4%0s lave been
sttdied in PEMC ol healihy subjeds inchsing CYPLAL, CYPIAZ,
CYPLB], CYPAG, CYPIBS CYPACA CYPXOR, CYRICLD
CYPIDG, CYPIEL, CYPNI, CYPIAS, CYP3AL, CYP3IAS

ABBREVIATIONS : DME, drug-matabdinng azymals; F450, cylociroma Pasd; TF, Imrsonpion eolmsy PAF, pregrane X recaptonst CAR,

ponshiulwe mndrostne

s}; @A, glucocorticold recapicns; AHF, &yl ydmoarban receploris] GST, gubsfione S-imnsfensas] 5T,

sulioirarmlarzesis); FEMC, paripherl biood monon_clesr cel(s) EH, opodlda hporolesalsy ARNT, and hyorocarh on reospinr nucker frrsiom-

torjzl; B, body mass e PCA, pokmen

ama chan resclion; LXF, Wer X recoptons; WOR, wiasmn O recepbons; PPAR, percasome

proffarainr-antivatad recaptonsl FICR, ralinoid X rancpinijs); WEC, whita bicad os]

1
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Charevterirtion of thr 2 arlacied indivvels from. the Saeoler Coliond
Sax A null W Chleserci oL pi7 ncas CIGT ST CEp dcckdl Commpion
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Mok 4 440 43 5% L& 03y 4 7 s a1 1 =
Mk 50 e 40 4 LBS 035 | 2 n 055 b
Fenuls 48 nam (%] 450 L5 (o) 45 2 15 o =
Femuls 50 miz £l LE ] Lm adl 43 1 15 R =
Przude® 51 AL 55 im L4 1.3 £ 15 L E53 =
Sleks i e L] &5 L0 10 () 1 ) 1.3 .
Blals i nn 45 534 [NE] M 63§ 41 o 13 0
Famuda 48 3L ™ LETY Ln 173 7 BA ) 13 +
Fenule 43 ILX Al d4ET LI 0 4 2 n 0w =
Mlala 50 HLOE L1 S48 [ ] Ay} L3 BA 54 piiL) “
ks B nm ] 4T 11 i 13 4 4 L] =
Fexuls & T [ 2] 4 i k) 514 H L3 141 =
Mala & o 51 LE ] LR ik ] 441 7 1 o .
ke 1 L] 54 513 13§ 147 [ 1% 2 k]
Mala 1 Fol] 35 53 Lt o M 1T 2 ox +t
Famuda® 30 s Ed 450 L43 0w 435 a7 1k 141 +
Fenule L T E3 &ln e 13 (2] ES 31 430 &
Mlala 52 om 14 0 153 143 (0] o a (1) b
Fexuls 5 AL D 14 LE 20 k0 554 bl ] 4 e} =
Slola 55 o] 5 5 182 144 5AE1 w0 &0 051 =
L, high deusty 1 5 - pgliam tana GTT. gatamie s e CU, Ui A, v st
e T L et by e
“Tokiy ol crauepiom

CYPIAT, CYP4ALL CYP4EL, and CTPIF. Epocide- hvdrodise (EH S,
GET. Nacetylimansimse, wnd 5T ako have been dese bed (Roucy ol
ul. 1977 Baron et al., 1992 D £ al, 1798, Spencer elal., 17540
Sttiroel & al., 19909 Tikedo gl al., 1999, Boycher et al., 2000 Knoval
et al, 2000 Makamoto el al, 2000; Mguven o al, 20000 Smart and
Daly, 2000; Finmsirim et al, 2001, 2002, Hinnon-Fleicher o il
200, Asghar et ul, 202 Carcillo et al., 2000, Gaskery o al., 2003;
Lareti e al. 2003, 3000; Linelal., 2003, Tolde el al., 2003; Tuominen
et al., 203 Firukowa elal., 2004 Lampe glal., 2004, Yamanoio &
al. M Hams e ol X603 Largpmakul @t al., 20608, M elal.,
2005 However, sty of the expresson of both DME md TF 15
rurely conducied ol lhe sEne iime. The exisiing work in the feld
exmmined prefeentislly CYPIAL AHR and the wryl hydmeorbon
recepior nuckar translocalor (ARNT cSman md Daly, 2000 Landl ¢
al. 2002 Lin el al., 2008; Yamumoto el ol 2004,

‘The giobal objectives of this investigalio are bo propess wsehl
hiomenkers ssily mEsumble wiihoul iny elivation on o kg sk,
Le. dunng clinical ifmls. The muin objechive comsedbed in imvestoot-
ing pattens of expression of DAE Ingether wilh thetr reloted TF in
FHMC, o type ol cells msily ocoessible and chosely nelated o Infhm-
mabica. Before shadying these genes in mibokgkal snks or in
patienis uncergong ineatment, kooking for hem in heslity subjects i
m ohligaiory step. Therefone, we sudied (he Smullaineous coyyession
of an important number of OME md TF RNA n Lymphocyies
rwithout prestous mduciion) of 20 supposadly henlhy subjecis. Fie
nally, wi have reviews] anicks tat described sxpresion of DME
md TF m PAMC of ealihy subjects, ind we discusoesd thie biologoal
wirmlion facios famd in these article.

Blateriale wrel Bleihisls

Papalation Twenty mgrposedly tealiby oebvihols, 17 maks o 9 &
rdin, fran the Staniske Cohon e chosm-or neasmemsnt of FEMC gase
eapresion by oo inchose micneeney ooy CVisvikie-Sie o wl, X071 The
irvastigation cosforned o the prnciples walinmd 1 the Declantion of Hal-
uigki. Drbreicdnals werw of French origin ard commgs of mry acuie or chronic
chmcwms. Sorme of themn bed wlight candovascolar sk fue, obeniy ol byper-
termionl. Specfr orluson oikens were mmlcation soep conincepires,
erseni anokeng, aud hew y skubel comumption. Chacrizristics am sbewn
Tabla 1.

PN C Colketion The FASC bank was comtiistn] ssconding o oa well
validaal proircol. wiih a ligh rearerry in lymplacyis (9034 Bridly, freh
whols e (10 nald wan collecied Froin 3 0 10 AM by sanchndan] v~
panctur in EOTA iahea (Yarubziner, 10 Thcadences, Frankdin Lakes, N3
duning o paricd of 3 monibs (Novenber to Marchl, PEMC warn imlamd by
cantniagaticn m a denuiy gradent of Ficell iFiccll-Paque FLUS; OF Healib-
cam, Oy, Frncs], Perantagen of Tymphes yian, monocy iex, and pol yasches
calls wem dasmmnad in wne mnples by miceecopic vharegion dfter
Wy Clrtrwabbfiermm siaiming, PAMC were sioned o - 3070 uenil ERA
saxtraction. BENA cuality and siability were camfilly woed (darva = o,
L1 1Y

Blicroarmry Dusign An in-hoass micrarsy was chenigred a previousdy
describad (Wirvikis-Sicat @i ol J0E7L Brcfly, we sthcied muneseos geses
m.h:ir“ IIE DME axd 13 TF. In addion. we inchiskd a2 ol ENA

#heBave] i ies unspecEity. Ohgoncletides were skt
Fn'nl the MW datsbue, arl the chip wos imufaciared by S0 Bctech
Fbersberg, Gy AN A was exewcted by an auonsted mdation procse-
e g A Pure LC irutrarners; Moz Applied Science, Bieylan, Fracal
Concoietion ond qualiy wen o ired by ibm Manc
Drop WO 100 (Labiech Tnkematioml, Paris, Frarcal, ANA wax arrphfia]
uig the i ally] Meosgefmp [ aBNA Anpbfication Kil [Aoabion
Sundin, TXS ancla TWAT )y, prmer. The double-srond cDNA ohisined was
tenmrbad in anplifed RRA wing 33-aninsdld WUTP Gk ). The
RN ekl ranpeed from 13 10 B g, BNA saraplen were libeled with ue-
chrone Oy, ard o referesce ANA (D erveres] Homon Reference BENA, S
serw, La lelle, A} was bsheled weih flaorechrome CyS. Tha labele] BRA
g el the rurrqmdrg_qmuy of bkl sfereoce RNA e paby-
bnchred on exch aick ;1 3% boane seum abunen Cy?- and Cy S labelad
ENA were cobyhralind io ibe microarmay o 3090 for one nughi. Shicks wene
mamed wing an Avon CeePo 3000R wanmr and OesePiz verson 6
b (Mokeubr Devicrs, Suameeale, CAL

Dt Mornmliiin anl Amlwis Monmdianon aecl anskoms were o
e g Cesesrrng. vermon B mifiwers Sikcos Cerstice, Agikn Tach-
sl ogies, Palo i, CAL The otin of Cy3 inimoiy on Cyd backprosnd nois
wam cakenlated for pach spoi. Then, o evalusie the sxpresdo or the. a2
prowcon, we sed o Studand"s Piesi (p < D001 IFUke nman of mtics fora given
RENA 2 ppuin'slide) tv oot gy differi Pro e nen of raticafor k.
phorfien INA (B xpots'slicke), the gese wos connrderad msckieciable. Spear-
nun's roewbition coeffictients wers cdcubated o lock for poiential rd siondap
Exiwoen pore mapreesion, e, aecd body mss ke CHMIL Blarn- Whiney
s wan maand b ichentify eiguifican dferce bawmn nes md wonen foribe

B Bap R
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Fa |, Lyrephoeyie DlE B, brvaln in 20 henklry mibgecia 00V, coefficen of viriaticn

Wakdation of Micrmirny Hesslis Thscip was wed o dody axpresaos
of uther penas wach o genes rvclved in the bw pracipal bokoical s
relaieclio lodecs viex ilamnation asd cal ubr scheson [V ore k- Sied o al,
KT Validstios of ilw noulis phisined wiih this chip wos performed by
questhative red-time pobyrmerass chain reaction (PURY iy four genss ex-
prosad mva gnifican oy of adivickols: inerceliblar sdbesion meleck
1, tamer reerons (ecier-o, L sleding o fniedaukin 4.

Resli=

Expnession ol DA Genes, Al the sujects sxpressed CYP2019,
CYPXM, COYPAL O¥FI06, CYPIAL  CYP4F2, OYPALL
CYPIIB2, md GETF] (FIE 1) [n addien, CYPEL CYPATIA,
CYP2AS and GETT] were expresesd in L9, 12, 19, ind 17 subjscte,
respectively. Conceming CYPLA4 and CY PAAS, they were nol me-
sumble here. (PSTM L wis expressad inonly four individmils

The wrnbillly & mporini (coefficienis af varoiion shewn m P,
11 W chiained no difference depencing on pencer, age, or EM1 W
ohsreed no yuriaton eeulling from (he dme of the day or the day o
marnth of collecion (datn mot show),

Fxprossion of TF Gene, Amorg 13T 12 were foord in FEMC
tFIg. 2], PXR, CAR, Irer X revepion (LR -a, AHR. ARNT. viumin
0 recepior (VDRI, 7, umd myocyte entmmcer ficor 2 wene ex-
pressad I il majorty of subjects. Peronisome proliferator-a wied
recepior (PPAR-y, LXRE, ind GR were expressed n some subjecis,
PPARSs inone indivduml, and farnesold X-actamled receplor wis nof
deiied

“The vanability s aleo high (coefMcienis of varalion shewn i Flg.
J). No tends of oge, . md BMI were observed it could hive
exphimed t of his waibility (dils nol shown

Assadniin Gl TF aml DA We fomd resills of inkenest e
camem P50 imnlved in nrEmimion and hiood press e regulation.
‘There i 4 significant come o ion heween e expression of PXH ond
Ihe CYPIC [ = QD001 Fig 33 The CYPIC were akso comeloted
Wit LXRa (p < 0,000} and LXRE [p = 0,07 axeept CYP09 and
wilh CAR [p = 0.001) bul nol wilh G (dala not showil

Lite [he two other P4S0s fmmived 0 Bokoiriens meiobollsm,
mmely, CYFP2CI9 and CYPICS, CYRF2 [ekoirene 84 omega
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CYRICN Espiwwion
fiu & Conelatue bty TRE amd UWVIE BNA spremsaons in PHBIC o
teabiey rabyarts s = Dl imisuesd v koo mss

Ao, YR L fany acid cenega Indmayvias, ina ey e
|PPORYERTERS AOUE O FRTESEAG ) e conslixied weik FXR. in
il CYP]IED (ldstrngys syofme | was S Syl wsm
PR p < Bo0E Py £

Py o e i s s R I e AT
AR o < ROOED ANNT s CTPLIAL 1 < DO mf o -y
Brreers AER o CYPLAL oF © L2 Fg T

W e o e Tl L e e, TP mmnoTe b e UW
T W D AT WS e TS N ST b
TV S W YW

PR G Expmestin i BN of Eleallly Siljecis, Toe
choke of (e DAE Wl Maed o el INPTELe (0 CEdemintly
ditiy prmcogEneicy (CYFIDE, CYPICI. CYFIOR CYPLAL
CYPRAL umd CYFICN)L ihwit nvromnsmal imeeresi (CTIIEL,
CYPIAL CYPIAS, amd CNT), aid (heit possihle imoulvement in
hypedmalon o vmoule wgulden voo endogenous meahilies
(10, CVPIF, CYPLZ, CYIMALL nd CYPLLAZ),

W imemsured stmufareousy L] S0 a3 GET mENA I v
[hexyies withot any previnus ekichon or cell culture. Musi of (e
g ue enpeeed (0 each NVl iy 1o whel wis ohesred
I ot shalies (Asghar ol 2000 Haw el 20085 CETMD i
i ripemed iy ek Thi i ool sy et
R EPTE N OEh e Y ol O

W TR e I B e e B oy o CTFITL
CTPIL et CYPFT = eyt pies of Desliry g s mihon,
D S TSN = onere I eeoes e ol ul
P Kl ol DO A B e bk of sxpeson of CY Fhad
dm}-_“lhtﬂ'-n-m-m
oifiers prevooshy (Nt #i al. 2000 Fuswiem el
20011, Fashaw @ AL, JHUT). Knowal et il (2000, who wen qoi dbie
B il CYFIAY md whose deteciion of CYFIA4 was tear e
cletection mi af e aasey, propostid s an eplmaton e poen-
Nl foenlizmbion of CYFAUA 0 b el which comstiuip anly o umal
part of holal lymgtosytes

TF Al P40 Fapanessbon in =% o ol Hullliy subjocis, To o
knnwisdge. this i e fenl lime that mich o mpodan e of
ANAT nd TF ar= wmstinsois y @udied. We have o s lsrge fsiei
of T mPEMC Oty 3 4 sithon Teve tErT imiemsied i Srusiing
TF expemin = FEMC o besliny sigecs (Tabie 20 I wdfiien
sy f i eEEe— O] bl P TT & oy e e J e
e ARE petwey 5 sewoided wER moeew of CYFIRD
CTTIAL =t CYPIS iDanpers o ol TS Fowr swiem kee
inied S e TF speiutey CYTAD e 1 o i (3000
CAFEE), Sewe gn Dlely CRENS Dl et (O0ES LAME ARNT
ot Tomsses & @ 0 UG ARNT e RSE E—
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PHME of hedliry sujscts (Exprasice = Cyd inznsitg/Cy3 harkproned siwl,

Expression of relnolc ieid receptor and rebnold X recepior (RXR)
hae hasnn described In helliy subjsck PEAC bl oy quliatively
[ Sanbava o nl, 2000 Mo one has Inoked in heilthy mphocytes for
tie three oiker immenplioral odwolon mechinisoes nvobed in
P450 mgublion: CAR-RXR. PXR-BRXRE. md PPARS-RXR 11 15
penemlly idmilied that PXR regulaes CYP2EG, CF FOE, CYP2O9,
CYPRAL CYPIAT, GET. ST, UGTLAL mnd AHCH| mainy i he
Uwer [Gueguen et al., 20061, wheres CAR medulites CYPIRS,
CYPICW, md CYPACLE,

P43is ap often regulated simultmecusly by two of moe mecho-

SIESTET AL

npms Miao et al, 264 L icldng VOR md GR [Poscosd o al.,
2001F): The different TF influence muunlly their relodive expression.
CAR mid FXH are egubied, il s in par, by the GR, asd 8 simul
Iransduction coscode GR-[CAR-PXR|-P430 pxsis Gl ksl for
CYPIAS and CYPICT (Do of al. 20033 md maybe CYP2C19
[Chen el al, 20031 In oddbeon, WD probably regulaes CYP3AL,
CYPAC0, md CYPIS (Drocoun e al. 20000 Oaly limiled mioe-
mation is awailable on the reguiniion of CYPIAY expression. b i
appears o be ndocible viu the GR, FXR. and CAR os for CYPRA4
(Duly, 20085) ond CYP2OD (Krchheiner o al., 2004 ). CYPICA ex-
pression is regukied by CAR, FXR, GR. i hepatic melkear hoor s
in the liver [Ferguson e ol., 200%), Fimally, constiulive heptic
expression of CYP2AG i govemied by inemply tetween (he TF
hepatic nuclewr . fgbor-a, CCAATEenncer-binding pmiein-s,
COAATRnhancer- hirding prolen-g, ond oclamer TF 1 (Pllumye o
ol 2008%

I gk posdbie o descabe ooivalion romgh e mioxkdan
meapame elemen, which conld cross-ulk wilh the mnchiotic eapome
elmmemis (Moo el ol 200, CAR coud ‘'m eddiion be reguliled by
mctruton through phasphonplation, which permils iis irmelocation in
fhe nucleus (Sueyoshi md Megishy 20000 Finally, regubiion coukd
alen b medaked through mBEMNA of prolein shibilimbon (CYFIEL)
‘Thess mechiniems o moinly suded In b Iver §Sueyoshl ard
Negishl, 2001 Pocussd ef al., 2003; Miao et al., 2004; Handschin and
Meyer, 20081

Clwiloe ol T PR a8 4 Taal for Soasuring DELE and T As
previmsly mentioned o krge number of F4%0s have been described
In FEMC nf hedlthy subjects (Tabe 2). Cens's expression in ym-
phocyies is nol aways represenlive of expesson in other Ussoes
However, conslderitg (i they are nvolved In cardicvasoulir-relaed
mmsas, muinly Hircugh the inCammation pathway, Imphocyts 8x-
pression condd beowssd o evahmole mochikobion of expression ob-
served wilh this system. In ocdition, pene’s expresson o iymphocytes
mmans a oo biomirker 10 evalne P50 md TF phenotypes and
Ihus 0 monlior, for exmple, sxposur to md nsk wsociied wilh
wrobiotics. We would hke o menlion here (he work of Wibaul-
Berbimoni el 0l {2000 Tsng an Adrymelrix (Sank Clan, CASchip,
Ity deseribed (he signi ficant reguiation of 240 genes (imong, 12680
enes) In PEMC of dyslipkemic pulients after gorvastim irtment,
Unfefiumiely, neiiher B0 por TF that we studied hee appears
umong te regulited enes

FHAAC are easly acessible cells They coild be & greal ol &
inFestguie hinmmrkers In krge populiion stdles U only o smadl
cuuntity of blood is laken [rom the pabet (we recommend 5-10 mi),
Quaniitesaf blood mken are of ien toa high (Table 25 he main reasmn
teing e need of enough moierial for measunng Eokdn kevels of
DBIE in micrcsomes Lher nlimeeniriigaton (Rivcy & ol, 1997;
Baron el al., 1992, Hannon-Fleicher e al. 2001 of ofier Iymphocyies
culres [Spencer @l ul.. 1996 Smart md Daly, 2000; [Lamdl & al.,
2005 Lim e ml., 20030

W consider that e chvice of PAMC 18 a poad one bacase P50
are kgely represenied in lymphooyles [Roocy et al, 19971 In PEMC
we fmmd essenliolly T ymphecyles, which e the richest cells in
P conient. In sclilon, monocyies, oven O they conlmminle
PHMC, e @ kow P430 condenl. Our axpenmeniul comdilons were
well defined for PRMT prepamtion, md the ymphocyie prily b
mined was very high (97%) compard with (he 70 o 905 described
in ek cited m Tablke 2. Tolal while Blocd cells (WHC) wers e
without amy problem by Finmstem el al. (20007 ind bufty cof with
all the WHC by Firukows siol. (2004 The heterogeneity of he cel]
popukalion s no kager un argument. [t (s nol moe heemgene s (o
o liver exinect that 18 akeo 1 micture of more han four diferet ce 1l
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Palarmioet al.  Lymphocyias D E HTINR Blurgiciae 3 wecks CYPELE
X finbaree huixd
e al P ' 1] [HA araym hizslesce CYPALT, CTIZE, CTIEL
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CYTIRL CYFIOE CYPLL
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m an EROO avmry CYPIAL AHR
Irmmencidct
7 1% HTNR CYPSR], CYPIR], CYPLAZ CTIIEL
CTTAA
1% E Irmmrechict (naceeormest (Chabried CYFIE]
= 1] TR Rlargricia CYPCR CYP2EL CYPALS, CTIOAT,
CYTAT], CYPRTI, AHCHRL
() 1% ATINCE CYPLAL CYPIEL CYF2EDL OV
E L] Dibwisagring cleornns CYPIE
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B W HT-ICE Bfangicn & CYFEA4
Alrechan clarro i e
k] A ) RTJICR Deeen AHIL CTYPIH], ARNT, asd CYPTAL
EROO avmy oy afier crlarms
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Trbami
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types. In comparison with the lver, Ihe concentmilon of P430 in
PHBICT 15 30 W 2000 tenes Jower, (s crealing, some: mialime
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Publication No8

Pharmacogenomics and cardiovascular drugs : need for integrated biological system
with phenotypes and proteomic markers.

Gérard Siest, Jean-Brice Marteau, Sandy Maumus, Hind Berrahmoune, Elise Jeannesson, Anastasia

Samara, Anne-Marie Batt, Sophie Visvikis-Siest

Eur J Pharmacol, 2005, 527: 1-22

La médecine personnalisée est basée sur une meilleure connaissance de la variabilité biologique, en
prenant en compte I’importance de la génétique. Quant a un effort d’identifier les génes impliqués ainsi
que leurs produits dans la réponse différentielle aux médicaments cardiovasculaires, nous proposons une
stratégie de 5 étapes : 1) les génes et phénotypes liés a la pharmacocinétique, 2) les geénes et produits
(cibles thérapeutiques) liés a la pharmacodynamie, 3) les maladies et risques cardiovasculaires vus sous
I’angle des cycles métaboliques spécifiques en cause, 4) les variations physiologiques des genes et
protéines précédemment identifiées et, 5) I’influence de I’environnement.

Apres avoir pris comme exemple, des génes impliqués dans le métabolisme des médicaments, nous nous
intéresserons aux statines, considérées comme étant des médicaments trés importants d’un point de vue
de santé publique. Il existe une grande variabilité de la réponse a ces médicaments, notamment a cause
de plusieurs polymorphismes dans les geénes cibles de ces hypolipémiants. Nous donnerons ici, des
exemples des polymorphismes de 1I’ApoE influencant I’effet hypolipémiant des statines. Ces
médicaments ont des effets pliotropiques et diminuent les taux des marqueurs d’inflammation. Ceci
souligne le besoin de distinguer les phénotypes cliniques des maladies en fonction des voies
métaboliques spécifiques, et par conséquent de classifier différemment les maladies ainsi que les genes
liés a elles. L hypertension est un bon exemple de phénotype clinique pour lequel les approches
thérapeutiques pourraient tenir compte des polymorphismes et des marqueurs protéiques de cette
pathologie.

Les variations des produits des genes sont influencées par les facteurs constitutionnels et
environnementaux tels que 1’age, I’indice de masse corporelle, I’obésité, la consommation d’alcool et de
cigarettes, et le régime alimentaire. D’ailleurs, ces facteurs sont les premieres cibles d’intervention
thérapeutique pour les maladies cardiovasculaires. A chacune des cinq étapes de la stratégie
pharmacogénomique, nous avons, en plus de I'information génétique, besoin d’utiliser les informations
disponibles au sujet des peptides, protéines et métabolites, qui sont généralement les produits des génes.
Une approche de type profil est nécessaire et utile en génomique mais aussi en protéomique.

En conclusion, le nombre important de données va plus que jamais rendre nécessaire une interprétation
intégrée des variations de I’ADN, de I’ARN messager ainsi que des protéines au niveau individuel et de
la population générale pour espérer, d’une fagon cliniquement simple, adapter un médicament a chaque
individu.
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Alstract

Persnmlred medicine i based on a better kmowledge of biological vasiahility, considering the Important part due to genetics. When Fyving 1o
akemtity mvohed genes and ther poducts m chiferential crdovasoubr drg espomses, o five-stop strategy 15 t0 be followed:

{1} Pharmacokmeticrelated genes and phenotypes

{2} Pharmacodymamic rgels, genes ancd producs

{3) Cardiovasculer diseases and risks depencling on specific or large metbalic cycles
{4} Physialogical vanations of previously kdemified genes md profeins

151 Environmeen infliences on them

Adler summartzmg the mast wellknown genes @ olved indmg mebalism, we will 1ake as example of drugs. the sotms. considered as very
inqariant drugs from 2 Public: Health sandpomt bt also for coonomical reasoms. These drugs respond difierenily m human depending on
muliple palymarphizms. We vall mve emmples wath commaon Apol: palymorphizms influencing the hypolpemc effects of shhns. These drugs
ako have pliotopic eitocts and decrease mibmmatory markers. This ilhsmtes the need o sepame dmical discass phenotypes in speciiic
methalic pahways. which conkd propose other chssificatomns, of diseases and relged genes.

Hypertemxm & ako s good exammple of chmeoal phenolype which shoold be followed afier varow therapeute approaches by genes
palyvmamphisms and protems markers

{imne products are mder clear environmenta) expression varniions such 2s age, body mass mdex and obesity, aloohal, obacon and dislary
imterventions which are the first thempeutical actions wken in cardiovascular diseases. Butat cach of the five steps, within a pharmacoproteanmc
stategy, we ako newl o wie svaibbk infommation fom pophices, profins and metabolites, which wmlly ane the goe product. A profiling
approach, Lo dealing with senomics, bt now ako with pmieomics, & o0 be wed

In conchision, the pratiling, as well as the brge smount of deta, will more thm befone render necessary an organteed imopremion of DA
EMA s well = proteins varintions, both & mecividuzl and popubtion kevel

Chister analy ses,

Wlulidimensional approaches;
- Pathways and metabolomacs:

Bl gcal systems mabyses
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We have recently proposd a five-siep phanmacoue noamic
approach {Siest et al, 2004) for a new cardiovascular drog,
sucossively mking into sccount de genes involved i

= phamucokinetics  {shsorption,  distribution,
transport),

= phammosdynamic phase

= spocitic candiovascular disorders and related metabolic path-
ways deviations

= biological variahility in genes nesponses including their
physiokegical regulation, and

® enviromments] effocts

inetabe] s,

However, given fhe cuoment existing pharmacoge munic
tols and the development of the pharmacoproteomic field, a
complete srategy noeds the inegration of sene products mea-
sured in lsboratory medicine. These hiomarkers could be the
metabolites esulting from drug metbolizing enzymes activi-
ties, clusiers of peptides melated o an inflammatory process,
apecific proteing or the metabolites nesulting from envima-
mental effects. With the exwasondinary amount of infommation
which could mow be given by the proteins separated from
plasma by protecmic devices (HUPO, Van Ommen et al,
2064 (Fathi et al., 2003), we now have to add all these data
to the genomic and tanscriptomic ones. One DNA molecule is

(Fig. 1L

Biokgical systems are feen the only way to put all this
information in & comprehensive and clinically usable set of
dats (Kimne, 2002) The oupression obtained from yeasts
will be wvery useful in proparing a similar approach in
human {ldeker et al., 201, Hall et al, 204 The ygenes
and their products have o be linked together in membolic
cycle networks which will then be linked to disesse entities.
In the cardiovasculr field, we have eg. 1o consider dmg
metabolisn, lipid and lipeproteins metabolizm, homocysteine
metabolic cycle, nenin-angioensin system, insulin- regulated
genes, inflammation markers wnder expression by specific
transcription oo, ec. The gene producs are  “hetter™
phenotypes than the non-clearly defined disease phenotypes
{Bougneres, 2003 We need to ormanize in this direction
the genomic and protosnic information wseful for candio-
vascular drugs, and o add simultanecusly some ineegrated
phenotypes derived from organ imaging, such as canotid
intima media thickness of more recent and sophisticated
methads,

In addition to our general previous neviews {Siest et al,
2003; Siest et al., 20, we wrote more specialized ones on
pharmacogenomics of anthyperensive drugs (Mameau et
al 205, hypolipemic dmugs (Mawmus et al., in preparation)
and a review on biological variations of inflimmainey markers,
cywkines { Berrahumoune et al., 2005).
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W will fiollow hore e same five-point srategy: we have
chosen after the drug-metabolizing enzymes involved in car-
dipvaseular drugs metaholism, statins and corresponding phar-
macolgical wmrgets, hypenension-relaed genes and drugs,
inflammation wenes and related proteins and peptides, over-
weight and obesity problems affecting many  cardiovascular
dreg effects, Finally, the fulre of pharmacoprotecsmic approach
will e discussed.

1, Pharmacokdnctics

A large number of candiovascular drgs ane lipophilic and
influenced by the four pharmacokinetic processes: shaoaption,
distribution, membolizm, and eliminaton. Drug-metabolizing
enzymes act during either of the two first phases of substrate
metabolisn: during the functionalization phase (e.g. CYP450)
or during e conjugation phase (e ghtathione 5-iranstorase
{GET)). The product is then taken by a transporier {eg. ATP-
hinding cwsette (ABC) wmsponors) which eliminaes it
definitely.

21 Genohyipes

All genes of these processes are pohmonphic. Seme oxam-
ples are presented for phase | {cyipchmomes P4500) and phase 11
{conjugating enzymes) drg-metsbolizing enzymes and for
phase [ dmug wansporbers. For mone details, soe our last review
on phamnacogenomics and drug response in cardiovascular
disorders {Siest et al., 244,

21 Phase I dvag-me abolizing enzymes cvioclnnes PA30

There ane about 6 distinet eytochrome PA50 {CYF) genes in
humans. An up-in-date listof CYP gene polymonphisnms can be
obtained online (Homepage of the Human Cytochrome PA50
{CYP) Allele Nomenc lawre Commintee; hap: S www. imm ki sa’
CYPalleles). [nercstingly, altough many of these CYP450
have the capacity © metabolize drugs, the majority of CYP-
modiated drug membolism in hwmans is catalyzed by the CY P
enzyme subfamilies CYP2D6, CYPIA, and CYP2C. Some of

these pathways ame shown 1o have consequences on pharmaco-
kinetic of the concerned drog. CYP2D6 is not a major CYP
enzyme in ens of guantity inthe liver. However, it metabolizes
odve-quarter of all dmgs, and about 40 of hem e used in the
treamentof cardiovascular diseases. Individuals with genetical-
ly determined low or no CYP2D6 enzyme activity ane refemedto
as poor metabolizers, wheress individuals woith fully fumetonal
eneyme ane known a5 extensive metabolizers. Poor imetabal Rers
are at increasad risk for exeessive or prolonged therapeutic effect
or toxicity, while uwtra-rapid metabolizers may not achieve suf-
ficient therapeutic levels of e drug tobe efficient, For example,
the clearance of fhe f-blocker metoprolel & decreased in poor
metsbolizers, leading to risk of hypotension or bradycardia.
About 30 cardiovascular drogs like calcium channel blockers
of statins ane mnetabolized by CYP3A family. [n sdditon, shout
30 are metabolized by CYPLC family, like some anticoagulans
amidisbetics and some non-steroidal ant-inflammatory dngs
(N EAIDS) {Siestetal, 2004).

212 Phase H drp-ametalolizing enzymes

Genetic pol ymorphisns have been deseribed in many phase
1 drug-metaboelizing eneymes. However, they seem 1o be of less
importanee to he pharmacogenomics of cardiovascular drgs.
The exception may be the glutthione: S-transfersse enzymes
which are candidate genes fior the modulation of cardiovascular
risks. In fact, GSTs are imolved in protection of vascular fissue
againg oxidative sress and cellular damages induced by various
pro-atherogenic agents. Inflammation and oxidative smess ane
twi phene mena contributing © c ardiovascular patologies such
as stheresaclemsis GSTMI and GSTTI polymosphisms eould
moedulate inflammatory risks { Habdous et al., 20047, Acoording
tiy thiese suthors, GSTM]*0 null allele and GETT1*] funct onal
allele were sssociated with increased risk of coronary hean
diseases in smokes and GETTI?] was asociaed with in-
crexed risk of lower extremity anerial disease,

213 Phase L drag ranspoviers
Enzymatic metabolism is not the sole dewemminant of drug
pharmacokinetics. Dy transporters, which can be subdivided
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into wptake and efflux systems, have oceived increased atben-
tion fior their roke in dewmining dreg disposition, intestinal
absarption or renal elimination. Among hese sysiems, we can
be found e ATP-binding cassette (ABC) transponiers sub-
family which contains nearly 50 different transposters.

The amalysis of ABC transponters expression profiles is of
ureaf intenest in monimeing drug effects. [n fact ABC transpor-
ters are invohled in many physiclegic processes, such as lipid
transport, sterol homeostasis, immune mechanisms and drog
transport. Funthermore, they can cause various human inher ited
dizeases,

Many drugs have been shown i be substrtes, indwoers or
inhibitors of drug ransporters. For esample, ABCH], ako
known as P-glycoprotein, transports about 30 cardiovascular
drugs like calcium channel blockes and cardiotonics, eg.
digowin (Siest et al,, 20{4). Polymorphisms in the gene coding
for this protein have been sssociaed with a higher risk of
toxicity of digowin, Morcover, stains may be substrates or
inhibitors of these transporiers. Muettions in ABC ranspornter
gemes and in phesomena, such &5 induction, inhibition or inter-
action, can lead to changes in pharmacokinetic cardiovaseular
drugs and fhus to potential interactions {e.g. the calcium chan-
nel inhibitor mibe fadil, withdsown from the market due @
serious adverse effects, is both a substrate and an inhibitor of
CYPiA and ABCH ) ABC transposters a ko transpon endiogen
produwcts, such a5 sterols, biliany acids or phospholipids, which
are known i be potentially invoelved in candiovasculsr patol-
ogies, [tis important to note that concomitmnt medications amd
many other envirommental factors such as diet, gender, and
overall health, can inhibit or indwee ensyme or transporters
activity,

Table | shows a list of the human ABC transponers which
are interesting in cardiovascular field, in their functions and
diseases they may be implicated in.

Polymosphic activity of metabolism or dmg transpont peo-
teins & of great interest in the explration of adverse dmug
reactions, eipecially during drg development. Indeed, if an
isofprm i invoelved inthe metabolism of a now drug candidake,
health aufhoritics nay request in vivo informaton on is mets-
bolic pathway(s). If genetic variation in metabolism is reponted
to b2 of in vivs ¢linical gignificance, ten this would aler the
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course of drog development and this knowledge could be trans-
latedd inty clinical practios | Pismohamed and Pagk, 2003

204 DN el

Dutside phenotyping, oenotyping by polymerase chain re-
action (PCR) metwsds sre wsed to predict the membolizer
status. A specific DNA chip & now on the marker Roche
Diagnostics” AmpliChip™ CYP450 Genotyping Tes. The
AmpliChip™ s the firg in its class © be clared by the
FIdA {Decembar 2004) for the analysis of genes fat influence
drug metabolism. This test, which & powened by Affymerix
microartay echnology, analyses a patient’s Cyvtochrome P450
2 and 2019 genotypes (29 polymosphisms and mutations
for the CHP2ZDG gene and 2 polymorphisms for the CYP2C19
goene ) from gemomic DNA exmacted from blood sample. Now,
more CY P450 nutations need to be added to this microarmay.

Urther microarays are home-made in different hboratories
depending on their working thematics. For example, Jaskson
et al. (2003 constructed dwe ABC R4 micmamay, a compre-
hensive mutstion detection system for ABCR (ATP-hinding
transponier  retna-specific)-associsted  retinopathies.  This
screening tool contains all curmendy known disease- asociatod
genetic variants and many common polymorphisms of the
ABCR geme. The ABCRAM microarmay offors a prototype
diagnostic ool to advance knowledge in ABCR-msociated

pathology and in ophthalmic genetics generally.
22 Pheonpes

If it is mot possible to messure diectly the protein or the
ENA, proiic activity can be estimated by dosing one of the
exo/endogenous substrates of e enzymefransponter in bio-
logrical liguids, Thus, & an alternative to genotyping ineth-
odls, the metabolizer status can be safely determined, using a
spoacific subsrate having & lame therapeutic index: for ex-
ample, dextromethorphan or debrisoquine fior CYP2DG. Es-
tradiol | T-p-D-glucuonide is a probtypical ghocumnate
conjugaie which k& selected a5 a model fest compounds,
Like the glutathione conjugate, leuwkotriene C4 (LTC4), it
can be used radiolabeled © study fhe transport capacity of
the transporters of the multidmg resisance family {Chen et
al., 20037,

The cytochromes P450 are localized in membranes and
these proteins cannot be messured readily in plsma. Sulfo-
transfersses and some glutuhione- S-tmnsforasoe: ane measur-
able in blood. Overall, mesurements of drugs or endogenous
metaboliles are necessary to evaluste the consequences of the
genetic pohymorphisms.

Nevertheless, hlood cells could sometimes be used to ana-
Iyse mRNA and proteins comesponding © some enzymes’
transporters: O P2E] and CYP4B] mBENA levels in peripheral
blood leucocytes reflect activity in e liver and could be
mensred by Reverse ranseriptase (RT)-PCE metd {Raucy
etal, 20040

DNA microarray technigue has the sensitivity and the
selectivity for applications in phanmaceutical sciences and
for chamcterizing the expression of cyipchmome P450 enzyme

mBN As, ofher dg-metbolizing ensyme mENAs, and trans-
porter mRENAS in a variety of clinical samples. The resuls
obtained are comoborated by quanttstive peal-time roverse
transcription-PCR and are generally always confirmed. As
the microarray allows the deemminaton of the oxpression
profile of many ABC wansporfers in a single hybridizaton
experiment, it may bo useful as a disgnostic tool to detoct
dnig resistance in clinical samples and for monitoring e xpnes-
sion profiles in clinical biopsies and their cormelation o clin-
jcal meatment Many ABC  fransportors  microarays  ane
actually developed, Unfortunately, they are essentially devel-
oped in cancer fekl and the concemed ABRC transponters and
polymorphisms ame not always the ones of interest in the
cardiovascular fiekd

220 Proveing

‘Western Blot could be used to quantity some CYP450 or
transporters. For example, some anti ABCA | and Anti ABCB]
amibodies are commerncialized. Some others can be created
when mecessary. However, it & difficelt to deemmine if the
protein quantity & representative of the activity.

212 Rubspates

The SE-hydroxyeortiso]l mtio determination is thus validated
for CYP3IA4 induction swrvey in an individual being i own
contrel, while it is still wnder debate for inhibition servey, This
test miay it b wied a5 reflecting the basal level of expression
of CYP3AL [n fact, sone |mitations appeared in the use of
Hf-hydmoxycortisol mtio o mesure CYPIA4 activity, Contisol
is a substrate for both CYP3A4 and CYPIAS. The contribution
of CYPIAS {expressed abundantly in the liver and small intes-
tine, but only in 30%, of white subjects and Tl of blacks) on
the metabolism of Gf-hydmoxyconisel & poorly wnderstood.
CYPIA4 and CYPIAS are highly polymorphic with some
alleles feg. CYPIAS*Y) coding for an enzyme with severely
decreased sctvity. The genetic component is fhus likely to
coiribute significandy © the variahility of the &@-hydmxrcor-
tispl rmatio and such varahility & wed © evaluate CYPIA
induction or inhibition in a given ethnic population (Yin a
al., 20,

The efficiency of membrane wasponers can alse be
asesmed by evaluating the ahility to accumulate and to extrude
exogenous substrates, For example, caleein i already known to
be transpored by the multi-drug resistance system and in
particular by muli-drug resistant protein (MRF) | and P-gly-
coproiein.  Exogenous suhstrates can alay be used to detect
potent inhibitors, which may alsy be potent substrates, of a
transporter, As an example, the ABCB| fluorescent substrae,
rhedamine 123, is commonly used to investigate the actvity of
P-glycoprotein nhibitors which affoct the uptake of rhodamine
123,

As they are easily available in biological liguids, endoge-
nis suhstraies are more interesting than exogenus subsirais,
Table 2 presents the known endogenous substrstes and meta-
bolites of various enzymes and ABC transporiers of particular
interest in cardiovascular field. Depending on their localization
and on their capacities 0 be subsiaes of others proteins or 1o
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be influenced by multiple pelymomphic genes, some of these
phenotypes might be used as potent markers for an enzyme/
transporier activity, Thus, fey could e messured in biclegical
products like plasma or urines, reference values could then be
esmblishved and the function of the ensyme'transporier evaluat-
ed. However, it is difficull © find a subsirate with enough
specificity for a protein'ransporter to use it like a marker of
the profein activity,

& -Hydmxyooriso]l wrinary excrefion was, for a long time,
considerad & a marker of induction and, mone recently, of dog
inhibition in humans (Galtesy and Shamsa, 2003) But its
specificity is stll under debate. Most suthors consider that
& hydroxycortisol ratio is a vseful non-invasive &4 to evalu-
aie inducing properties of drugs tevards CYP1A4. The great
advantame ofthis test is that thene is mo drug to be administened,
as cortisol and Sp-hydroxycortizol are nawral metabolites.

To our knowlodge, none of the fransponter subsirates ane
used in everyday practice to mesure activity, However, in
research laboratories, some substrates are often used, like oes-
tradiol 174 -ghcumonide. Dosmge methods ane mumne rous, such
as mas spoctrometry for prostaslandins.

ABRCHI is well known becsuse of is involvement in daig
{in particular, anticancer drugs) resistanos. [t can also be impli-
cated in modificaton of pharmwcokinetic of candiovvascular
drpgs ranspont s it Fansponts some antiaryhmics, antihyper-
tensives, cardiotonics or hypolipemica. lts physiological sub-
strates are phospho lipids and choksemnl However, itis a minor
pathway in the whoele transpont of these physiologic substrates.
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Uuantification of ABCBI is thus interesting in many studics
re lwied to monitoring of dneg tre stme nt and of dneg interactions
with CY PAA substrates for example

MRPs share overlapping substrane specificity despite differ-
ent pattemns of tissue distribution, localizaton in polarized cells
and prowin size. A common feature of MBEPs & that they
transpont a wide varety of organic anions and compounds
that are conjugated with sulfate, glecuronate, or ghitathiona
{."'_'u keer ot al., 2003%. The cesmdiol metabolite oestvadiol 17-
f-n-glucurmide {E1TRG) is a prototypical glucwonae conju-
gate which is selecied & 8 mode] test compound to detemine
the capacity of a mulidneg resistmoe family transporier i be a
lipophilic anion pemp and & component of e cwergy-de pen-
dent efflux system involved in the cellular extusion of lipo-
philic compounds that ae metsholized by the oovalent
attachment of bulky anionic moieties (Chen of al., 2003). This
organic anion, which is ofien uied to study transpont by MRPs,
is transporied by MEP ] =4 with comparable affinities (feloer et
al., 20031 However, fiis substrate can be similasly metabolized
by a family of transporiers. For example, oestradiol 17-5-n-
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|_.',_||qu.n:ulid.u i not JL"-l”_'r' :p[hh:iﬁc @il i TJ‘JJL'q':n"Ed :h_'.- all the
multidrig resktance. S0, we understand that it is difficult o
find a specific endogenous marker (substrate or metabolie) for
an ABRC mansporer. 'When studying phenotype, we canmnodt
overcome the poental influence of another gene. Thus, it
will be interesting i consider both the genotype and phenotype
of a dinug transpoer while studying its expression,

3. Pharmacodynamics, Example of statins

In the context of pharmac ogenomics and pharmacoprotoo-
mics, e evahation of varations in gene sequence {genefic
polymorphisms) and in gene products {concentrations and/or
activities) of pharmacological tarpets i a task impoerant o
achieve, Theme are several pharmacological targets in hding
receptons, enzymes, on channels, lipoproteins, coagulation fac-
tors and signal ransduction pathways. These targets may pres-
ent variations within fheir gene sequence {e.g. single nucleotide
polymorphisms or S NP, that can alter fe effect of fe admin.
iswered drug. We previously moviewed the main described

Fig 1 lmdividenl LI cholssmol mghoed de and HIN -chodestoold pemcent maponse 0 10 mg per day of aicrvasii (Bom Padro-Bote of all 2000 wilk

P S
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polymorphizms influencing phamacodynamics of candioyvasen-
lar drugrs {Siea ef al., 2004). These polymorphisms concern the
following genes  a-mbiicne (Glyd60Top), angusran unegen
{Me235Thr ), angiorensin-i receptor ppe 1 (A1 186C), amgio-
Tenga-cervernin g enzyone (ACE | insertion deletion (2000, alioe
Tegreryl ester vangfer protein (CETP) (BI/B2Y, apodipoprote i
E{APOE) (EVEA), facror 1V Latdan {ArgS6Gln), and the gh-
coymanedn I (R Ha) (PEY palvnorpiiion ) pene.

In order to illustrate the phamacodynamic aspoct of dug
respoase variahility inoour curment review, we chose the cuample
of phammacological mrgets of 3-hydmosy-3-methyl-glutary] co-
enzyme A mdectse (MG CoA meductse) inhibines ala
called stating. An excellent example of the large range of dug
responses induced by stating that can be found inindividuaks is
given by the resuls of te study of Podro-Botet et al. {20401
{Fig. 2). Their study nvestgated 328 men and women who
pamicipated in a mulicentric, double-blind clinical wial and
were rested by atorvastatin at the dosage of 10 mg/day. As
shown in Fig. 2, the major pant of individuak presented a mean
percentage change in loy density lipoprotein (LDL).cholester-
ol, wiglyoerides and high-density lipoprotein {HD L )-chalester ol
relatively consistent, However, several patients showed a large
interindividua| variability thet produced a rosd moge of re-
sponse, Genetics contribution i the variahility of drug disposi-
tion and effects is estimated i 20-93% (Evans and Mel eod,
2003).

Smting ane metmbolized by different P450 ¢ yvipchromes, as
wellas phase [ ensymes and fheir cellular ransport is regulated
by several transporiers. Considering CYPa, 344, 3AS, 2CH,
209, and 206 have variations in their gene that can infheence
reaponse o smtin trestment. Candidaie genes that are imporant
o conzider for ABC transporiers are Al, G5, GE, BL, C2,
MCOT4, DATPL According to Schmitz et al. (2001}, ABCGT
Facilitates the translecation of phosphoelipids and cholesenel o
the plsns membrane where ABCAl-facilimied efflux
mechanisms ane active in association with specialized lipid
microdomains, Alernatively, ABOG! could participate in
ABRCAl-independent efflux pathways, for example, via apoE
or pasaive diffusion mechanisms, Schmitz et al. (2001 propose
that uptake of serols {LXR ligads) and concomitant activation
of the nuelear recepior pathway via LXRRXR csuses tran-
scriptional induction of ASOG] and ASCAT. Stating regulate
the LXK target genes, like ARCA! and AROG T (Wong of al,
2064y, They may down-regulate cholesterol efflux from mon-
loaded human macrophages by inhibiting synthesis of an oxy-
aterol ligand for LXR.

More detailed informaton can be found in a peview endrely
dedicated to hypolipemic droegs (Maumus et al, submitied for
publication). For this specific review, we focused on the effec-
tive pharmacological targets of these hypolipemics.

Swmtins act by affecting cholesterol synfhesis, through the
competitive inhibition of HMG-CoA reductase, the rate-limit-
ing enzyme in cholesteral biosynthesis. The resulting intracel-
lnlar reduction of cholestero] concentration induces the
activaion of SHEBP (serol nesponsive elemen-binding pro-
teing) processing woking namely SCAP (SREBP cleavage
activating protein), SP L and SP2 {sie-] and site-2 proteases),

These proteins act synergistically to melease the amino-temminal
domain of SRERPs (SEEBP-1 and -2) by protoolysis The
active domains are ten ransferred inte the nucleus whene
they up-regulate soveral genes involved in cholesterol homeo-
stasis, one of which being LDL-receptor gene (Brown and
Goldstein, 1999, Recently, two mome proteing namely
INSIG-l and -2, wene found to be invielved in cholesterol
homeostasis regulation by controlling SC AP activation atoond-
ing to local concentrations of cholesterol {Yang ot al., 2002;
Yabe etal, 2002). Statin therapy was also shown 1o indwee an
incresse in HDL-cholesterel concentration via a FPAR-w {per-
oxisome proliferator-actvated roceptor al pha) -depend ent mech-
anism {Marin ot al., 2601 ; Schacfer et al., 999 Gaw, J003),

The theera peutic potential of stating goes further hypolipemic
properties a5 shown by pleiotropic effocts exered by this drug
class Indecd, by altering isoprenylation which in tum induces
the inhibition of small GTP-binding proteins Rhoe, Bas and Rac,
stating are shle to improve fhe endothelial function, to enhance
the smbility of athe lerotic plagues, to de oxidative
stress and inflammation, inhikit the trombogenic mesponse,
and to have beneficial effects on immune system (Liao and
Laufs, 205,

When considering Phamacodynamics for integrative Phae-
macogenoimics sudies, twe major bivlogical systems can be
asspaaed, namely tarpet genes (specific and pleioropic ones),
and pene products (lipoproteins, integrative metabolites and
proieing amesed for thempeutic surveillanee) .

J0. Targer genes, oF e Swdy of e genohipe Gnfueice on
TrEinenl Fespnge

A4 Speeific mrges penes

By the em rampe! geney, we refer b the genes which belong
cither to fhe mechanism of action or more generally to the
metabalic pathway aimed by the dng. Therefore, in our exam-
ple we will consider target genes of hypolipemic drugs, and
mone spocifically target wenes of smtns, Here, we deal with
menes of lipid pathway implicated directlyindirecdy in the
mechanizin of action of statins,

In addition to genes that ane ¢ lassically deseribe d when talk-
ing ahout statins {For example CETP and APOE genes), recent
menes have been recently reponted to adhibit pol ymorphisms that
influence the response 1o fis class of drugs. A fistlistwas given
by Chasman ot al. {2004) which we have ried to comple® ina
rocent review (Maummus et al, in preparstion). The list contain-
ing the candidate genes for phamacogenomics of statin s
shown in Table 3. The 3-hydmoxy-1-methylglutary coenzyme
A reductase gene (HMGCR ) can be cited a5 an example of these
rocendy reported polymorphisms. Recently, two common and
tightly linked SNPs in the HMGOR gene {a A>T substingion at
position T4726928 and a T>G substitution &t position
T4TI0ST]) wene melated to response to pravastatin treatment
{Chasman et al, 2004), Individualk with a single copy of the
minar allele of these SNPs had their overall efficacy for modi-
fying mal chelesters] concenration reduced of 2%, These
effects wene larpely doe to differences in LDL cholesterol:
individuals heterozygous for the SNP experienced approximate
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A mocent example of the pleiotropic target genes that can
alter the lipid response © smtin was given by Kajinami et al.
(20050, The EXRT Pudli—) Xfwl{+) haplotype was significant-
ly and independendy assooc iaied with a greater HD L-chaolestenn]
raising in women, but not in men, in 338 hypercholestemlemic
patients treatod by atrvastating Thus, the estrogen rocepior-
maediatod pathway may play a mole in HDL-cholesterol response
o statin treamnent (K ajinami et al., 2005)

A2 Gene podiicrs

Here we describe products deriving from the tarmet genes
which can be sssesed & proteomic markers, [n the case of
stating, the fird gene products to study are undguivecally lipids.
An absolute list of the gene products tat would be interesting
to sty in the case of sttns is given in Table 3. In clinical
practice, the first gone products to study are pneguivocally
lipids. Howover, in additon to the classical deemminaton of
trighycerides, iotal choksenol, HDL-cholestenel and LDL-choe-
lesternl leve k, the asesment of ofher lipoproins plus apoli-
poproteing could be done.

20 Lipapwrane bk

Lipoprotein and apelipoproin mssessments can be managed
s finl v thee e ficacy of a given treatment. The lipoprowins that
cauld be surveyed are HDL particles, LDL parnticles, indemme-
diste-density lipoprotein (IDL) particles, very-low density lipo-
protein {WVLDL) particles, and chylomicrons,

Of course, the smsesament of these various constinkens can
bring valusble information enly if considering that e proeins
in gquestion may present biclogical variatons (as well as genetie
ones). Thus, thanks to the STANISLAS cohort sudy {Siest @
al., 1998; Mansour-Chenmly et al., 2002), we wene able to

AU f e o e ooy £ B eV}

Filifs i A maoyen |

M 3SETMY | i et Boprotemsn e 3, stromne] weim 1)

Gl ML {ghvocpeossis Hla)

CadtedGP ik Ol ansigen, ghooprotem 3, {my ood ssslocsey
ESK [ sercanem moepons o)

194 amaller LDL-cholesters] reduction afier pravastatin freat-
ment. On de contrary, ne significant difference was found
between genotypes cowoeming the change in HD'L-cholesteral
with pravastatine The differences observed in toml cholestens]
reduction by genotype were ako twe when studying men and
women separately, even if these were more significant in men.

312 Plelotapic favger fones

These genes, which concern ofher metabolic pathway, have
generally been proposed previously to be candidate to cardio-
vascular diseases. The pleiotropic genes which variations have
e n studied with statins are the angiotensin-converting enzyme
{ACE) gene {Bray et al., 2001}, the p-fibrinogen {FGH) gene
{De Maat et al., 1998), the glycoproiin s {GF flfs) gene
{Bray et al., 2001}, the stromelysin-] (MMPT) gene (Do Mast
etal, 19949, dwe COIF gene (Nakamura et al., 2004, and the
estrogen receptor alpha (ESR]) gene | Kajinami et al, 2005),

prof reference valwes for fhe protcins deseribed abowe,
taking into account biokzical and genetic variations (Siest ot
al., 19 Vincent-Viey etal, 1998; Tilly et al., 20037

Like glyeated hemoeglobin in diahotes survey, cineulating
oxidized proteins and in particular oxidized LDL {Ox-LDL)
cauld serve as biomarkers of exposition in hypercholestens] -
emia management, espocially for surveying statin-treated
patients. Elevated levels of plama Ox-LDL were associated
with the existence of coronary heant disesse (Toshima et al.,
201y and the severity of acute coronary syndromes {Elara et
al., 2001}, Fluvastatin has radical scavenging activity and i
effocive in the oxidative modification of LDL-cholestensl
{Hussein et al, 1997, Sumsmnura of al, 1999 Recently,
[nami and coworkers have shown for the fisst time that the
level of circulating On-LDL was significantly docreased by
stain restment. Additionally, fluvastatin was more effective
than pravastatin with regard to Ox-LDL decrease {Inami et al.,
204,

323 Prdain asesed for thevapeutic surveSlance
These hiomarkers are corrently uwsed for surveying drug side
effock. Statins are a good example @ illusirmte this pant. [ndeed,
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in soamne cases stating can canse ¢ levation of crestine phospho-
kinsse (CPK) which signs the appearsnce of muscular lysis
{rhabdomyolysis), the major side effects caused by statins,
CPK ame currently surveyed in statin meatment. The second
major side of foet cawsed by stating i an aheration of the hepatic
fumction, which is surveyed by the msessment of ransamindges
level, Transaminsses control is imperative at lesst once in the
three months following the beginning of treatment.

The mechanim by which stating induce increase in CPE
levek has remained uncles for a bong time. Recendy, it was
suggestod that te modulaton of soprenoid-dependant prooss.
es may be invelved in the pathophysiclogy of statin-nelatod
myopathy (Schmie and Drobaik, 20037,

The first guality required for a biomarker chocking that the
treatment is evolving without adverse drag effocts is to be
easily msessed in moutine, bocause the dosage concerns a
great pant of patients treatd by the dmug and because the
asapssment mst be done negularly. A howsh very useful in
climical practice, one drawback of CPK & feir lack of speci-
ficity due to their high sensitivity to physical activity and their
areat inerindividual variability.

L2 AL Inregrared plenolipes devived from Snaging shudies

The first stage in atherosclerotic ksion fonmaton & a thick-
ening of the intima that resuls from proliferation of smooth
muscle cells, Mesuement of carodd intima-media thickness
{IMT) by B-mode ultrsound is a well-validaed procedune of
tracking atherosc lersis progression and detecting carly lesions.
In their review, Grobbee and Bots examine the evidenoe for
imaging stwdies for the efficacy of statins in slowing afemnscle-
fioais progression and promoting regression of disesse (Grobbes
and Bots, 20040, These authors summarize the offects of statin
therapy on the progession of atherose kerosis which have boan
examined in several clinical riak using vascular inage techni-
ques Amondg their conc lusions, they esmblish that carotid [MT
dewrmmines plgue size directly rather than estimating plague
haerde n on the basis of lumingl senosis and, terefone, it my be
a more sensitive technique For detecting subc linical athemscle-
roais and lipid-rich plagues that are vulnerable fo ruporne.

At least 30%, of patients with dysdipidemias are also hyper-
tensive, Thorefone, logically, whike we chose to illustrate the
varishility in the drug response cased by phamacodynamics
with the example of hypoelipemic stating, a good cxample of
patologic condition that may induce drug response variability
is hyperension.

4. Hypertension: genes and protels markers

Hyperension is a muli-factonsl disosder that lkely nesuls
from the inheritance of a number of susceptibility genes and
involves multiple environmental deeminanss. It is difficult o
pradict if an antihyperensive drg will be effective in patient.
However, genetic approach based on de afempt to relate
candidate-genes to antihyperensive doeg effects was proposod
in onder i improve this responsiveness.

Lot of polymorphisms in genes of fhe renin-angiotensin
system (RLAS) or salt regulstion syseam, ame sssocisted with

blood pressure regulation. Few variants are related o prowin
expression and several are currently describod 0 infleence
blood  pressure  (BPjresponse o andhypertensive  dimgs
{Table 4). In twe cxse of hypenension, the choice of the
endpoint Le. blood pressure decresse needs to be sen in
addition © messurements inchuding gene products and  meta-
bolites. [ndeod, evalmtion of dwese product could be wseful
in fhe concemn of adverse effects that are not enough taken
into conside ration in wsual pharmacogenetic studies. To ills-
traie this concept, only few major polymorphisms that could
prodict BPresponse to antihyportensive drugs ame describod.

a8 Podvimorpdilons, e kebodises amed sty perrensive drugs

The ACE imerion/deletion {(I'D) polymonphism is one of
the most famous polymorphism of e RAS kwown that i
linkad to hypenension. The deletion allele of the polymonphism
is srongly associsted with an incressed lewvel of circulating
ACE (Rigat et al, |9 and serom ACE activity has been
recendly comelaied with messured adherence with ACE inhib-
itins wreatment in congestive haart failuee (Struthes etal, 2001}
suggesting that more investigatons should be done in other
diseases uch & hyperension.

Methods & detect therapoutic concentrations of ACE inhi-
bitors, such s benazepril, enslapril, perindopril, guinapril,
ramipril, trandolapril, their metsbolites, or both, in human
samples have been drawn (Mawner et al., 1998), Reuls have
led to show that trandolapril was mome active than enalapril on
blood pressre and ACE activity, respectively and that its sctive
metabelite {randolaprilat) had greater lipophilicity and a better
affinity @ ACE (Chevillard etal., 19949). Susprizingly, alfoush
ACE LD polymorphism was deseribed to have an influence on
the ACE inhibitor response, it does not seem to influence the
adhenemee o these drugs { Schelleman et al., 20605). [nthis case,
senm ACE activity eould be more predictve to ACE inhibitor
response than ACE LD pelymorphism, This suggestion is em-
phasized by recent findings sugpesting that a common factor is
inveslved in the regulation of serum ACE, which is different
from the genetic determination of ACE activity | Bosmsia et
al., 205}, Wevertheless, if high doscs of capiopril and ACE
inhibitors could inhibit ACE activity, fue lovel of inhikition &
not correlaied with neither vaseular pharmacodynamic  per-
forms mor clinical improvement In panicular, low doses of
ACE inhibitrs per os decrease ACE activity transitorily
while efficacy increases with time. Another negative argument
in the proposition of ACE activity a5 dinect risk factor is fhat
ACE substraies, ie angiotensin [ and bradvldining, seem i ba
the main facirs that limit enrymatic meaction and tat ACE
anchomed in endothe lial membrane could be mose important in
terms of activity than circulating enzyme. The bradykinin half-
life & o shoet to conzider the relevance of bradykinin levek
measurements in determining ACE inhibitor efficacy. The use
of synthetc subsirates {furylaeryligues peptides) is ako cur-
rently prefermed than tese two endogenous subsirates in onder
to evaluste ACE inhibior treamment e fficacy and cardiovascular
risk factor. However, the field of metabolic pathway activity s
of a particular interest © mapidly and socurately identify the
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genetic determinants of adrenoceptons (A DREs) v ACE inhibi-
tor madicaton. Indeed serum amyloid protein can predict sus-
ceptibility to ACE inhibitor-asociaed angiodema and it &
possib le 10 measire senan acute phase proeing activity using
substrates that mimic des-Are”-beadykinin,

As with the ACE locus, several publications aim to prodict
patient response to anthyperensive dnegs wsing genatic poly-
morphisne at the megiorerdanepan locus (AGT), Camriers of the
T allele genotyped for the ongisiensinegen Mef235The varia-
tion tend to have higher plasma levelk of angiotensinogen
{Jounemaitre ef al., 19492). The association of the Met?35Thr
polymorphism and blood pressure response i antihypertensive
is confused. It seems that the Met235Thr variant may be im-
portant &5 a predictor of patient response o ACE inhibitor
therapy {Hingorani ot al., 1995; Kurland ot al., 2004, illustrat-
ing the potential e of SNP genotyping as a phammac ogenctic

topl in anthyperiensive teatment How ever, a meta- analysis of
more than 45000 subject (Sethi et al, 2003) revealed that
genotype did not predict plasma angioensinogen levels in
Agian and black subjects, hypertension in black subjocts, or
sysinlic or dizstolic blood pressume in either ethnic group.
Messurements of AGT lewels and penoty ping of AGT paly-
maorphisns is highly dependent on ethnicity,

[n contrast, previous works reported et incresses in high-
maokecular weight angiotensinogen {glycosylated), but not low
mnokecular-weight angiotensinogen {nonglycosylated) were as-
socigted with pregnancy-induced hypenension in woman
(Towksbury and Dant, 1982). Moreover, glyeosyled AGT was
a better substrate for renin, companed with low-molecular
weight angiotensinowen {Tewkshury and Tryon, |98, Conse-
quently, post-raductional modifications of angiotensinogen
cald complete informmatve measwements of AGT. In
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conclusion, interest of individual genotyping fior AGT poly-
morphisns 1o predict blood pressume response is clear; howey-
er, which AGT polymosphism could be taken into consideration
is unclear, paricularly since the association of drgisfengnegan
gene haplotypes with hypenension is discussed {Brand-Herr-
mann etal, 2004 Renner ot al |, 2045).

Forumnately, other genes are peedictive of blood pressune
{ BP response o dnug and prediction of fwe effect of medic ation
on BE i highly dependent ofthe drug taken into consideration.
Thus, the CE2ST polymorphism of fhe G-provain I3 gene
appears i predict patient response to thiszides diveetics {Tumer
etal., 201}, while CA repeat length of de 17-Fnaroxysrerokd
delryelrogrenase npe 2 011E HED2) gene was strongly associ-
aed with fe BP response i hydrochlomothiazide (W illians et
al., 2008y, The 113 HED2 G334A polymerphism can cause a
rare form of salt-sensitive monogenic hyperbension {Lifton,
19060 and is proposed as “sal-sensitive™ marker (Poch et al.,
20Wh ). Interestingly, a microsatelliee CA repest marker in intron
| ofthe HEDI1E2 gene was associstod with fhe urinary cortisol
metabolites ratio reflecting a mild redwetion in HSD1IB2 ac-
tivity, which in tum was significanty related to plasma nenin
activity levels, Although the CA repeat polymorphism was not
asanc iated with BP lovels, ratio lus been demonstrated o be the
best indicator of HSD11B2 activity in vive, aud displays a
lower intra-individual variability and & heter diseriminstion
between salt-sensitive and salt-resistant subjects compared @
the ratio of the urinary free gheeocorticoids (Fermarn o al,
206b1). In this occurrence, metbolite ratio could be more pre-
dictive of saltsensidive hyperension than HSDE? polymor-
phism genotyping.

4.2 Aldosterone-fo-renin ratio

The prevalence of primary aldosteronism is less than 2%
within the hyperensive population and & characterized by an
exoess production of e normal adrenal hormone, aklosteronz,
low senumn potassivn and alse a suppressed plasma renin, Tests,
lonking at other adnenal stemid bormones, can be very useful a
well m mats looking for the nosmal phyzicloge chanpes in
hormones in the moming and evening, a5 well a5 espomses
soddivm challenge or sodivm restriction. Body sodium has boen
estmblished © change with age in hyperensive pationts and
correlated with blood pressure (Berens-Picooli et al., |9H2),
In the same manner, aldosterome—mnin mio was positively
related tiv age and plasma sodivm concentration in hypemen-
sives (Komiva et al, 19%97), relationships that could mot be
deiectsble using plisma aldoserone levelk (Reubi and Weid-
manan, 1980 and with blood pressure in hyperensives (Lim ot
al, 2001) As sugpested by Lim et al. {2002, aldostenone-
renin rato might help to isolate patients with inappropriate
aldosterane actvity who would respond favourably o aldoste-
rome antgonists. However, although several smdies have
shown the favourable blood presure-lowearing effects of aldo-
sterone antagonists (Lim et al, 2002; Brown, 2001, these
resulis noed to be investigated in large cohors. As previously
sugpested, allosterone —renin ratio seems to have a greater
pradictive power in blood presure response o diuretics than
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aldosterone levels This could ako explain why the aldoste rone
C-344T polymorphism that could influence aldmterone levels
is mot fiound w0 be mssociated with a greater blood prissune
raedwction in response to diveetics (Liljodahl of al., 2043; Frazier
atal., 2k,

d. A dfermuationn o Fypertension

The overall conribution of inflammation o vascular damage
in patents with hyperiension is still unclear even after several
investigations (Clozel et al., 1991 Deiclak, 19920 Inflamma-
tion has been assoc e d with decressed endothel ivm- dependent
relaxation, a process related to an alemstion in fe hioavailabil-
ity of nitric oxide, and there & considerable evidence of a link
bemwoen endothelial dysfunction and both essential and preg-
nancy-induced hyperbension (Teran of al, 20000 The most
rocent and most promising biochemical maker is with no
dioubt high soluble Creactive protein ({CRF) that appears as a
strong predicios of future cardiovascular disease (Rifai, 2005).
A previous investigation had reporied that there was a genctic
contribution to bascline serem concentrations of C-reactive
prowein {MacGregor ot al., 200440, A higher prevalence of hy-
perension related to higher lovels of C-reactive protein {Schil-
laci etal., 2003) was alse described. Therefore, greater plauma
C-meactive protein concentrations wene found in patents with
hypenension than in nonneiensive healthy controls (Bautisma et
al, 201Y and were directly sssocisted with systolic blood
pressure and pulse pressure in newly diagnosed, never-treated
hyperensive patients {Hautist ot al, 20011 Momover, a pos-
itive nelationship bemween increased serum levels of C-reactve
protein and the risk for developanent of incident hype nension in
panicipants of the Women's Health Study (Seso of al, 2003)
was also deseribed, Finally, high levek of Creactive prokin
may upregulake angiotensin rocepiors and enhance axpression
of phsminogem  activator inhibips- | by endothelial cells
{Girundy, 2003 ). C-reactive protein levels measurements reflect
inflammation that could lead to hypertension. Both investigs-
tions meed to take genetic variants and soluble kevel measure-
ments into consideration. [t seems clearly of interest to ako
consider metabolite as a putative marker of the disesse and
adverse effects

5, Inflammation, a general physiopathologieal inyvolyement

As mentioned beyond, it seems that inflammaton is an
important component of hypernsion. It i also a physiopath-
ological state and a sub-clinical cause of other risk facies
leading to cardiovascular diseases {e.g. membolic syndrome,
diabewes, obesity), Thus, pharmacogenomics of cardiovascular
drugs should take into account this membolic deviation.

More fhan 10 genes are ebed @ inflammation if we take
intp account those regulated by noclear facior-wB {NF-xB),
Activaiy protein-1 (AP-1), peroxisomal prolifemstion-actvat-
ing receptor-o (PPAR-u), ete. Inflammation biomarkers, which
ane messurable in blood, could be divided in five groups: acute
phase reactants {e.g. C-resctive prowein, seum amyloid A pro-
tein, and fibrinogen), cytokines {og. interleultin. | beta {(IL-15],
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interleukin<b {[L-6) and tomor necrosis factor-a (TNF-u)),
chemokines {e.g. monocyte chemoattractant prowein- | (MCP-
1, adhesion mokecules {soluble forms) and probesses; in addi-
tio o |ipoprode in-sassociatod phospholipase A2 (Lp-PLA,) and
CDe ligand (MoConnell, 2065),

Many polymorphisms could influence fheir level in circuls-
tion {Bermhmoune et al, 2008) Some of them have been
studied in melation to cardiovascular risk. Indeed, they could
affiect balance of cytokine network that can lead in addition o
spne environmental risk fciors, 1o dissupt cyvinkine oguilibri-
um and improve atemgenesis (Alam et al, 20043 Finally,
they could ake have an impact on cardiovascular therapy
{Table 5).

Ome of these pol ymorphisms, 9153G/C of TGF1 gene was
found o be sssociatod with molecule level and anti-hyperen-
sive treatment ef fect (Hallberg et al., 2004). Indeed, these drugs
are known for a bong time o have an anti-inflammatory effect,
like angiotemsin-converting enzyme inhibines (Martin of al.,
1984}, Considerable evidence now supports a roke for angio-
tensin I & a pro-infliammadory mediator, clevating it to the
catepory of an “honorary™ cyiokine. It can for example elicit
vascular cell adhesion moelecule | and MCP-1 expression by
endothelial celk, amnd [L6 production by smooth muscle celk
{Lilshy, 2002},

Irbesartan- meated patient who wene camies of the C-allele
at poaition 9135, which & sssociated with low expression of
TGF 1, responded with a markedly greawr decrease in left
ventricular mass index than subjects with the GG genotype,
indiependent of blood pressure raduction (Hallberg ot al., 2004},

Amother polymorphism in fL-1f gene {—511) seems o cor-
relis in vite with the production of [L-1p by mononue lear
cell {Pociot etal., 1992), A mone recent study showed that this
prodhucton incressed a slight but noa-significantly in indivi-

Tabdk: £

13

duals with a T allele of this SNP. However, an [L-] meceptor
amagonist gene, with which the —511 SNP was in linkage
diseguilibrivm, was a stronger determinant of mised [L-1GE
producton (Santily er al, 1998). Neventheless, Komman et
al. found thar G- 00 (=510 polymorphism was important in
cambination with -/ 8N {(+2018) marker and was associated
with atherosc kerotic plague formaton, & messured by angiog-
raphy and amerial wall thickness (Kornman o al, 1999 In
addition, o be involved in atherogenesis, f-11{—511) poly-
morphism has boen shown to interact with a cardiovascular
drug: pravastatin, which exens direct anti- nflammatory effocs
like other statins {as cied boyond). In addition, suslics on
Cholesienel and Rocument Events {CARE) trial and the Air
Forco/Texss Coronary Athorosclerosis  Prevention  Study
(A PCAPS TexC APS) suggest that statin fherapy may be ditfer-
emially effective among fose with inflammation compared
with hose without {Ridker et al, 1998, Ridier et al, 20d01).

Amnother study on effect of -1 —511 C/T polymosphism
on treatment by pavasttin indicaies that, afier & months of
treannent, in nen with -1 C allele, kevels of IL-1§ de-
cressed, while in men with the Tallele, it inereased; however,
this difference is mot very significant (p=0.061) In addition,
researchers found that changes in adenosine-stinulated flow
and comnary flow reserve with pravastatin were significanty
dependent on - 1] penotype. They explained their results by
the fact that statin restment decreased [L-15 lovel more effec-
tively in subjects with CC genotype, thus leading to lower
endothelial inflammatory response, and beter endothelial func-
tioa as indicated by increased adenosine-stimubied flow and
coronary flow reserve (Lebtimaki et al., 20030,

HL6-1T4G/C genotype is a nuch studied one as it & core-
laved with IL-6 level in circulation (Haddy ef al., 2005). It s
relied to camotid IMT (Rundek ef al, 2002, poeripheral aneny
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occlusive disesse (Flox etal., 20025 and retinal anery occlusion
{Weger et al, 2005

-t polymoesphizm alse inerscs with pravastatin a5 men
weated with this drug for one year camying GG +GC geno-
type, had 25% lower risk (OR=1 reduced i OR=0.75),
compared with the GG +HGC placebo group whores in the
CC group, risk was 77 lower than that in the CC placeho
men {OR reducad from 119 to G420 In addition, the neduc.
tion in LDL cholesterol was greater in the OC group than in
the GG+GC group. Larger declines in fibrinogen and C-
resctive protein and a lrper elevation in HDL levels in the
CC grouwp wem found compared with the GG +GC group,;
these latter differences wene, however, statistically not signifs
icant Researchers hypothesized that the protective effioct of
the CC genotype in the reated group was likely o be doe o
either a greater pravastatin lipid-lowering effect or a greater
inflammation- bowering effoct in this genotype group. The
amalysis of the WOSCOPS data suppess that both of these
effiocts may be involved (Basso of al, 2002).

[n addition, in randomized men awaiting coronmary anery
bypas graft, enalbapril produced a highly significant decnease
of 51% in the release of IL-% in patens identfied as high
producers of [L-6 by fhe — 174 G/C polymosphisim, wheres
losartan has a similar but less marked effect {Trevelyan o al.,
RLLISHR

On fhe other hand, results from the Physicians Heant Saudy
showed that the henefit of apirin reament was grestes in
subjects with elevated baseline C-resctive protein level (Rid-
ker et al, 1997). This finding i confinmed by other nesults
indicating that the effect of aspirin in preventing a first noyo-
cardial infarcion was greaist among men with the highost
baseline C-reactive profein concentrations and that the benefit
diminished significantly with decreasing concentrations of this
inflammatory marker (Vane, 1987).

These resuls sugoest that the bemefit of anti- inflanmatony
treatment may be greawest in those with highest inflammation
and &0 in part, in individuals who bring alleles of polymonph-
jsms that conribute © increase gene expression eg. JL-1f
{—310T (Hamsjims et al., 20017, 16 (-5T2G0 (Haddy ot
al., 2005)), CRP (- 286 C/TVA {Kovacs etal., 2005), 1059%C
and inronic T/A (Suk et al., 2005) and 14440 T (Brull et al.,
200377,

Moreover, proomics could be very helpful in onde o
follow drug effoct m inflammation process. Indeed, for exam-
ple, treamnent with enalapril and losanan docreases releases of
IL-1 recepior and IL-6 in paticnts undergoing coronary arfory
bypass graft with cardio-pulmonary bypas {Trevelyan ot al,
200y

(rtlver drugs are known to have an anti-inflammatory effect
like lipid kowering drugs which stabilize stherosclemotic plagues
by decressing inflammation (Woissherg, |99, Fibrates ane
activairs of PPARa, which stimulaes p-oxidation of fatty
acids. It was reponted that in addition to their mle, fibmate
have anti-inflammatory action, at keast i part, by megatively
regulating WF-«B transcriptional acdvity. They inhibit interleu-
kin-|-indwoed production of inerdeukine-& and prostglandin
and expression of cyclooxygenase.2 {Stacls et al., 1998).

It was shown that fenofibate significantly decnesses soluble
intercellular adivesion molecule | (sICAM-1) by 17%) and
MCP- 1 levels dby 12.5%) when simvastatin causes a significant
decresse (by 1005%) in sICAM-I only (Kowalski et al,, 2003).

Whereas inflammation plays a decikive mle in atherogone.
sis, anti-inflammairy dregs could not be used in prevention or
treatment of candiovascular affections. In fect, these dmgs
interact with many others drugs, which ame used in patiens
with cardio- or conchrovascular disonders: They atenuste the
effects of divretics, 5 -hlockers, ACE inhibimnes and angioensin
L1 receptor blockers amnd potentiate the effioct of oral anticoagu-
lants and ineract with pluelet inhibitors (Stollberger and Fin-
stener, 2063},

Personalized medicine is based on differences between indi-
viduals and aspires to give for each one adoguak treatment
according 1o polymorphisms he brings. However, it could be
imteresting in addition to sudy these polymorphisms, to tako
inte account proeins o follw reament effect. It is 2o impor-
tant to be able to measure new molecuks nstead of those
routinely quant fied {e.g. C-reactive protein, orosomuonid, hap-
toglobin, serum amyloid A, albumin, fibrinegen and plasming-
pen activains inhibitor-1 (PAL- 1)) like cytokines {e.g. [L-1F and
IL-6) The most common techiigue used o messure cyinking
levelis ELISA. However, this method is not vet mndomised in
clinical lshoratories and there 5 3 noed 1o a rigorously stan-
dardized and reproducible asay. Indeed, many facoes nflu-
emce the outcomes of these smsays, according to manufactures
used, collection and sorage procodures (Aziz of al, [998).

In sddition, Wological and environmental facies contribute
to interindividual variaton in cyiokine level like body nmss
inde {Haddy et al., 2005). Indeed, various inflammstory cyto-
kines {leptin, TN F-u, IL-6, adiponectin) and thrombotic maole-
cukes {PAL-1) eytokines are synthesizad by adipocytes (You et
al., 2005} In addition, obesity & a state of chronic inflamma-
tioa, &5 indicated by increased plasna concomteations of C-
reactive protein, IL-6, and PAL]l in obese subjecs. Novel
dats have now appeared showing that the concomitant presamnoa
of promoter pelymorphisms of FiVE-a (-30HGA) and 15
{— 1740/G) in these subjects with impained glucose toleramoca
carry twice the risk of conversion © type 2 diabetes when
compared with other genotypes A —I0HGCA mutation of the
TNF-o promoter is sssociated with inoressed plasma TNF-u
concentrations and a 1.8 higher risk of developing disbetes
compansd to non-carriers. A — [ T40/6 mutation of the fL-6
promoter incresses the risk for insulin resistance (Dandiona et
al, 20d4). That is why anti-disbetic drugs also have anti-in-
flammatory effects. For example, thizlidinediones decnzase C-
resctive protein, fibrinogen and PAL-1 levels, inhibit NF«B
and decresse TWNF - effect (Zarich, 2003). Cyinkines and adi-
pocyinkines coukd be sp good biomarkers fo evaluate and-
diabetic drug effects.

. DHet, body mass lndex and obesity, Example of
gene—environment effects in cardiovascular events

Many penes are rescing differently o physiological van-
ables swch s age, pender and also their polymorphisms ane
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different for ethnicity due i homan evolution. All the previous
description smd mecpmmendations have 1o mke these variations
into acoount before looking to a pharmacogenomic effect of a
cardiovascular drug. That is panticularly well known for doeg
metabolizing enmymes genes, Purthermore, mefering o the
envimnment, tobacon smoking, alcohol and drug consumption,
diet and body mass index are crucially implicated in the devel-
opment and progression of cadicvascular diseise,

Dictary recommendstions ane the fisst therapaoutic approach
in cardiovascular disesses A diet low in total fats {particulsarly
these of aninal origin}, low in choleserl, and high in antox-
idant elememns hes showed favorable cutoomes in patients and
an improved quality of life in healthy subjecs. The response o
diet and the ineracions berween diet and disease depend on
genctic polymorphisns (nutrigenctics), In the case of candio-
vascular discase the most establishod gene -nufrients interac-
tios concem the dictary fas and genes invelved in lipid
metabolian (apolipoproteing, lipoprotein lipase and hepatic
lipase among ofwers). The apolipoprotein E gene rentins the
loscus most consistently reported with nespect to gene environ-
ment. In subjecs camying the apoed allele, a low-far, and low-
choleserol strategy may be particularly beneficial in &2ms of
lowering plasma cholesieml levels {Siest ot al., 2000, Ondovas
andd Mooser, 20040, The same strategy can be possibly applied
in alering fhe HDL concentrations, after dietary intake of
polyunsaturatod fatty acids (PUEA). It has been meponted re-
cently that their effect on HDL-cholesterol concentrations i
modulatod by a common genetic polymoenphism in the promoter
region of the AP4] gene. Thus, subjeck carrying the A allele
at e — T3G/A polymorphism show an incresse in HDL-cho-
lestere] concentrations with increased intakes of PLIFA, where-
a5 those homozygoes for the more coanmon G allele have the
expected lowering of HDL-cholestenol levels as the intke of
PUFEA increases. Subscquently, it could be proedicted that sub-
jeos with low levels of HDL-cholesterol and camors of the A

allele may benefit from diets containing higher percentages of
PUFA. A third very interestiing example has heen recendy
reportad focusing on e inemsction between inmke of animal
origin faf and varishility at the hepatic lipase gene, encoding a
key enzyme involved in reverse cholesterol ranspont. These
has boen shown, that subjecs carrying fhe OC genotype (the
most common among Cawcasian subjects) “react™ to high con-
tents of fat in their dies by incressing the concentrations of
HDL.cholestennl, which could be interpreted s a “defense
mochanism™ o nmintain the homeostasis of lipoprotein metab-
olism. Conversely, carriers of the TT genoiype experience
docreases in HDL-cholesterol levels {Orlovas and Muooser,
2(M). Beyond citing these interesting examples, it & impostant
1o mote that fere have boen sudies extensively on othar genotic
varians conceming mostly the APOQAL te APOAILY, the
APOCIL and the APOB; some oxamples of which ae cited
inthe Tabk & {Masson et al, 2003).

In the case of ohesity, there has boen a rapid increase the last
years in the understanding of biochemical evens thought to be
causative factors aiming thus in the development of new fher-
apeutic approaches The pew genemation of dnegs taroeting
ohesity focalize in (i) roducing energy intake (leptin and leptin
receptors, pro-opicmelanoconin and melanoc ontin roceplors,
neurapeptide Y and its recepiors, endocannabinoeids and canna-
hinoid CB | mceptor, ete.), (i) incressing energy expenditure
(uncoupling protein 1, By-adrenoceptors, PPAR-y modulators)
amd (i) producing themogenic effecs  {fy-adrenoceprons,
PPAR-A agonist) {Jandacek and Woods, 204 Wisoli and
Carruba, 2004). [In elinical practee, the cornent drugs for
long-term treatment of obesity are siburamine and orlistat
which ame designed to reduce food inmke and ufilization of
inpested energy respoctvely. Sibutramine is a serotonin, moe-
epinephrine and dopamine reuptake inhibitor, whike oristat
inactivates pancreatic lipase derehy inhibiting hydrolysis and
absorption of dietary triacylglycerol, The approach of orlistat
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has successfully achioved modest long-em reductions in body
weight. Recentdy, the effect of weight reduction with orlistat
treatment on lipikd peoxidation levels, which i found to be
asanciated with ohesity, was investigatod.

[n general, the ouwtcomes of fe existing drogs targeting
obesity are cvalusted in clinical practice by markers as the
weight loss and the waibst circomference. The identification
and determination of hiomarkers independendy related o
body mass index appoars o be the most promising approach
forbeter evahmton of dnge effects. The secretion of molecules
froan the adipose tissue, which are chamcwrized s "adipocyto-
kines™, is a new ineresting ficld towands this approach. More
procisely, leptin and adiponoctin are hommones produced main-
Iy by the adipose tisswe and fhe blood concentration of these
molocules depends on the body mass index {see beyond), They
are mainly implicated in fee enorgy metabolism and recently
there have boen developed several ssays to measue tem
{Meier and Gressner, 20040 In the case of leptin, the sorum
levek of this homone ane considered a5 an indicainr & predict
the clinical efficacy of woglitarone {(antdishetc drug) in
patents with type 2 dishois by measuring its levels before
treatment (Maruyama ot al., 20010 As adipecyiokine: ane im-
plicated in glucose regukhion and lipid metabolism, the sso-
ciation of their plasna concentrations with muarkers of
triglyceride-rich lipoprotein metaboliom was sudied . Interes-
ingly, adiponectn was an independent prodictor of plaima
apoB-i8, apol-ll, RLP-cholesterol and trighyeerides, whene
leptin was not, suggesding that plasma adipmectin levels may
not enly link abdominal fat, insulin resistance and dyslipide-
miz, but may ako exent an independent mole in regulating
triglyceride-rich lipoprokin metabolism (Chan et al, 2005),
Furthenmone, satwratod amnd -3 fatty acids plasma concentra-
tions were significantly comelated with plaama adiponectin
levels, showing a megative and a positive comelation respec-
tively (Fernamdez -Real et al, 2005). Many other studies dem-
onatrate the wtility of circulating adiponectin as a biomarker of
the metabolic syndmme. This relationship ineluwles decnesased
adiponectin levels in increased body mas index, decremed
insulin semitivity, less Gvourabk phsia lipid profiles, in-
creased lovels of inflammatery markers and increased risk for
the development of cardiovasoulsr disease, Therefore, adipo-
nectin levels hold grest promise for use in clinical application
serving as a poent indicator of under lying e mbolic complica-
tions {Trngjillo and Scherer, 2005). Besides is posible ok as
hiomarker, adiponectin can be also considerad a5 drnig mrget in
improving hepatic insulin sensitivity, Thiazolidinedion: anti-
disbetic effecs in the liver may be mediated fhrough the up-
regulation and incresse secretion of adiponectin from adipo-
cyies afier stimulaton of PPA By in adipocytes {Bouskila of al.,
20Wh5).

The fact that wany genes are implicated in ohesity gives rise
to mew dneg targets but ako verifies fe complexity of this
phenomenon and underlies the imponance of considering the
genetic varians of these genes for evaluating fwe oufoomes of
drug therapeutic interventons. To date, there exist 158 findings
of positive sssociations between obesity phenotypes and genet-
ic varations of 113 candidate genes (Perusse ot al, 20{5),

Grenctic varians of leptin and its meceptor are relaed o
ohesity and incressed body mass index, while polymosphisms
in the gene of adiponectin result in phenotypes swch as insulin
resitance, type 2 diabeies sdditionally to obesity and incre ased
adipesity. [niemestingly, vartations in both genes can mesult in
altered cinculting levels of these two proteins {Cancelks etal.,
20, signalling fe importance of taking these polymomph-
isms into acoount when ending to use fwese molkcules as
biomarkers. To menton, there are cited polymorphisms of
dopamine receptors (DRD2, DR relaed o obesity and of
hepatic lipase melated to abdominal visceral fat and 1o body
mass index (Perusse et al, 2005), proposing possible variations
in drug response in e case of sibutamine and orlistat.

7. Fharmacoproteomdes as a future

Through fhe different examples wo have taken, numerous
enFymes, prowing, peptides, receptors can be wed as pheno-
types to ener in the phamacoproiomic follow-up of candio-
vascular drugs,

In Fig. 3, we put some examples of promomic markers
curnently measured in labomaiey medicine. However, phamma-
coprotosmics of cardiovaseular dngs is more than that We
should fellow the same large scale sraegy as for SNP geno-
typing and expression profiling using the powerful metods of
2-D gel elecwophoresis {Anderspn and Anderson, | 99), mas
spectrometry (Fathi ef al |, 2003) and proeein chips (Wikon and
Nock, 2002),

In & recent presenmtion on phamscoproteosmics in the San-
torini Conference, Langen {2004 " Protoomics Applications in
Pharmaceutical Industry™, Santorini October 2004) presentad
an industrial srae gy for serching biomarkers linked to diahe-
tes and wsofil in drg development. He was proposing @ start
with cellular models, pancreatic bemm celk which loose their
insulin secreting capabilites after a history of disturbad blood
glueose uptake regulation and insulinoma ce k., Through many
procomics specira done in this cell line he could find 4.0}
proeomics spots for approaching the different metabolic path-
ways, A fier this huge number of mass spec and guantification
of fdwe proteins, he was able © describe several proteins and
enzymes which could be proposed & protocdiics bicmarkers
for this disease.

For statins, a comparshle strategy has been used for follow-
ing the proein modification in wat liver after administeation of
lowvaststin {Steiner of al., 200d) and fluvasmin (Seiner et al,
20601, In these stuadies, the group of N.L. Anderson, with his
experience on 2D gek and using also MS'MS for specific
confimation, has described key modification in carbohydrate
metabolism, stress proiein, caleum homoostasis and professe
activity. It has been sugoestod to follow other enzymes from the
mevalonate pathway, an important information which eould
have avoid the problem with cerivastatin or some other side
effocts

Protoomics approaches are clearly very useful dunng the
development of new dmgs (Witnann and Grant, 2003) ©
confrol some toxicites including dmg nteractions and in dif-
ferent pathological states (Aldred et al, 2004) However, for
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deing a more specific use of phamuoeprotesmic in the candio-
vascular field, we need to beter konow the protosine profilke of
the organs involved: heart (Jungblut et al., 1994, | 999, vessels,
and specific blood cells including lymphocytes. Here again
lowskeing for a set of specific protein, related if possible o a
metabolic pathway, ie. stiss prowein, will be very usaful
{Scheler et al, 197 The relation with ofher pathologies can
bring alap inresting information ie. protecmic information om
inflammation markers in theunatpid arthrits { Mattilaand Frey,
1905 ) {Dhoherty etal, 19%98) or oxidation in Alzheimer patients.
Finally, proteomic appmach could be applied to dissect the
composition of paricles which are involved in risk asessment
jie. LDL or HDL which are heterogeneous. Profiling such
particles will probably be a real progress in knowing fhe com-
position related © the functional mle of their constiments
(Koarpe and Hansten, 195043,

Candiovascular disexses cannot be studied as themselves, the
clinical expression of this mulifacirial diseases being too
heterogeneous (Bougnenes, 2003 ). We nead focus on metabolic
pathways linked i candiovascular disprders and which are the
real mrgets of de drugs and their individual pharmacogenomic
and pharm scoproRonic Fesponses.

Wi should take into account, after analysis of the |iteramnme
{Persidis et al., 204}, the systems “biology approach™ pro-
posad, i.e by Kitnoe {2062), System-level understanding, the
approach advocsted in systems biology (Van Ommen, 2004),
requires a shift in our noton of “what @ leok for™ in bickgy.
‘While an understanding of genes and pro®eing continues to be
important, the focus is on understanding a system's stnuctune
and dynamics Because of sysem is not just an assembly of
genes and proteins, its properties cannot be fully undersiod
merely by drawing diagmms of ther inerconmections. Al-
though such a diagram represents an important fist sep, it &

analegous to a static roadmap, whereas what we really sock to
know are the traffic patems, why such traffic patiermns emerge,
and how we can contrel them,

In the same spirit Leroy Hood and his tean | [deker et al.,
2k ) has used sech an integrated appooach in siudying through
different presentations, the yeast galactose pathway and the
responae of |00 mesmengers RNAs, Using the same yeas
masdel with S0 protein arrays, Hall o al. {2004) were ahle
to describe new prodein/DNA inersctions inporant in control-
ling metmbolic patways, Amocha has also been used = a
mediel cell with 100 penes homelogues or cquivalents of
menes found in humans (Van Driesacle et al, 20081 It will
st be necessany to apply such strategies to higher eukaryotic
celk and to st with fese models new cardiovascular drugs
and w disoover new markers,

Genomic and protesmnic biomarkers ane hiclogical measure-
ments that serve a5 indices For disease progression, phammeol-
oy o safiety — they have bocome increasingly useful as a
bassiis for dec sion-making in drg development. Used indie pen-
dently a5 indicairs or in combinaton © produce a pattem
profile, kiomarkers can reflecta variety of disesse chamacteris-
tics, inchuding the level of exposre t0 an environmental or
genctic wigger.

‘With their potential use s validsted surmgate endpoins to
indicate drug efficacy or woxicity, biomarkes ane emerging as
the solution to many of the problens curnently facing phamna-
coutical companics.

Genomic and protecmics markers for candiovascular drugs
should be used to pinpoint individuals at high risk for the
disesse and at risk forthe dreg side effects or with a probability
of nonnesponse.

The practice of personalized medicine should use the huge
amount of genomic, protosnics and membolemic data which
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will be developed during the next years with e powerful
arrays techmologies (Ruano et al, 20043 However, we shoukd
mot forget that Homans are living in special enviromments
regulating the expression of genes and genes producs. Nutri-
tion, tobacce, aleohol, obesity, and other drugs, such a5 contra-
ceptives, have been particularly linked to the phamacege nomic
and pharmacoprotoomic strategy fior candiovascolar drugs,

In conclision, for such mulifecirial chronic diseases as
cardiovascular ones, we have to dismect them into scparate
metsbolic entites for selecting genes and gene products in-
volvod in each pathway, Following our fivesiep strategy, a
cardiovascular drug could be adapted to cach patent or to a
subgroup of patents if each of this step can be followed with
one to |0 genes and one to 10 protoomic or membolic markers.
We will then have to progose to clinicians a pharmacodiagnosis
profile with an adapted interpretation using a mulddimensional
profile.
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La thérapeutique personnalisée est basée sur une meilleure connaissance de la variabilité biologique, en
prenant en compte I’importance de la génétique. Afin d’identifier les genes, ainsi que leurs produits,
impliqués dans la réponse différentielle aux médicaments a visée cardio-vasculaire, nous proposons une
stratégie en cinq étapes qui considere : 1) les genes et phénotypes liés a la pharmacocinétique ; 2) les
genes et produits (cibles thérapeutiques) liés a la pharmacodynamie ; 3) les maladies et risques cardio-
vasculaires vus sous I’angle des cycles métaboliques spécifiques en cause; 4)les variations
physiologiques des genes et protéines précédemment identifiées ; 5) et I’influence de I’environnement.
Apres avoir pris comme exemple des génes impliqués dans le métabolisme des médicaments, nous nous
intéresserons aux statines, considérées comme étant des médicaments trés importants d’un point de vue
de santé publique. Il existe une grande variabilité de la réponse a ces médicaments notamment a cause
de plusieurs polymorphismes dans les génes cibles de ces hypolipémiants. Par ailleurs, a chacune des
cinq étapes de la stratégie pharmacogénomique, nous avons, en plus de I’information génétique, besoin
d’utiliser les informations disponibles au sujet des peptides, protéines et métabolites, qui sont
généralement les produits des genes. Une approche de type profil est nécessaire et utile en génomique
mais aussi en protéomique. En conclusion, le nombre important de données va plus que jamais rendre
nécessaire une interprétation intégrée des variations de I’ADN, de ’ARN messager ainsi que des
protéines au niveau individuel et de la population générale pour espérer, d’une fagon cliniquement

simple, adapter un médicament a chaque individu.
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Pharmacogénomique
et pharmacoprotéomique

Strategie pour les méedicaments

cardio-vasculaires

3. Siest, J-B. Marteau, S. Maumus, H. Berrahmoune, E. Jeannesson,
A Samara, A-M. Batt, 5. Visvikis-Siest

Résumé. La themapeutique personnalisés ast basée sur ure
rmallzure connaissance da la varsbilits biclogigue, en prenant en
compta importance de B ganatique. Afin didentifier les oenes
ainsi que leurs produits, impliqués dars la répores ditféentizlle
aux medicamants & visea cardio-vasculaire nous proposons une
siratégia an cing étapes qui considers © 1) les ganes of phanoty-
pas ligs 4 la pharmacocinetique ; 21 les genes el produits (cbles
thérapeutiques! ligs a b phanmacodynamie ; 3) les maldies ot
reques cardicevasoulaires vus sous Fangle des oycles metaboli-
ques specifiquas encause | ) les varations physiclogiques des
oenes el protdines précedemment dentifiges ; 5 et l'influence
da 'emaronnement. Apes avorr prie comme axemple des
ganes impliquas dars le matsbolisme das madicaments, nous
raus InEressarons aux statines, corsidares comme etant das
medicaments tres importantz d'un pont de we de santé publ-
que. |l exizle une grande variabilite de b @ponsa 4 cas medica-
rments notammeant & cause de pluseurs polymorphismes dans
le= genes cbles de cas hypolipermants, Par aillaurs, a chaoune
des cing étapes de la stratégie phamacogénomigque, nous
avorz en plus de Minformation genatique, besain d'utiliear les
infomnations disponiblas au aujat des poptides, protgines ot
metabalites, quisonit ganerakement les produits des ganes. Une
apprcche de type profl est necessaire et utile en genomigue
mais aussi an proteocmique. En conclusion, ke nombre important
de donnges va plue que jarmais rendre nacessaire une interpre-
taton imtegrée des varations da FADH, da I'ARR messaner ains
que des protgines au niveaud indviduel et de b population o2ne-
rale pour esperer d'ure facon diniquement simple, adapter un
medicament 4 chaque irdiidu.

Maots-gles : Pharmacogenomiques,  Pharmaco profoomi-
que, Medicaments 3 visee cardio-vasculaire, Enzymes du
meétabolisme du meédicament, Transporteurs ABC, Cibles
thérapauliques, Statines.

Summary. The development of personalized medicine will
recire improved knowledne of biolbocal wanability, paticularly
concerming the important impact of each indiadual's genetic
makeup. A frva-stap stratagy can be followed when trying o
Kentify oenes and gene products nvelved in differential res-
porees to cardovascular drugs: 1) Pharmacokineticrelated
gernas and phenotypes, 21 Pharmacodynamic targets, genes
ard products; (3 Cardicvascular dieegses and nsks depending
on spectic or lame metabolic cyeles; (43 Frysiolopcal vanations
of previously identified genes ard proteins, i5) Envircnmental
influences on them. Aftar surnmarzing the most wall known
geres involked in dog metabalism, we used stating as an
exampla. Inaddition to their economic impact, stating are gene-
ralty considersd to ke of =ignificant impartance in tenme of
public health. Individuake respond differantly to these drugs
depanding on multiple polymorphismes. Applving a phanmmaco-
protecmic sirategy, itis important 1o use availble information
an pephides, protains ard metabelites, gararally pene products,
in each of the five steps. A profiing approach dealing with
geromics as weall as prataomics 15 ussful. In conclusion, he
avar grovang volume of avalable data will require an craanized
interpretation of vanatons n D& and mERNA as well as prio-
teins, bath on the individual and population kevel.

Key-words, Phasmacogenomics, Phakmacoproteamics,
Cardiovascular drug, Drug-metabolizing enzyme, ABC
transporters, Drug target, Statins.
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Introduction

MNots avons recemment propose une approche de
pharmacogenomique en dng clapes [1] pour un
nonvean médicament a wvisce cardio-vasculaire
(CV ) qui prendrail en comple successivement les
genes impliques dans

— la pharmacocinétique @absorption, distribu-
tion, metabolisme, of Elimination)

— la pharmacodynamie ;

— los désordres cardio-vasculaires speciliques e
les déviations des voies metaboliques en cause
— la wariabilite biologique de la réponse des
genes incluant lear régulation physiologioue
— les interactions avee Fenvironnement.

Cependant, si Fon considére les outils aciuels
en pharmacosénomique, une strategie complele
a besoin de intcoration do produit du gene
mesure en laboratoire.

Ces bio-marquenrs peuvent elre des metabolites
resultant de Factivite des enzymes mctabaolisan
los medicaments, des cibles pharmacodynamiques
ou des dusters de peptides ics au processos inflam-
maloire. A la quantité extraordinaire dinforma-
lHons qui peuvent Sre lournics aujourd hui par
los profeines plasmatiques separces par des pro-
codes tels que Félectrophorese bidimentionnelle
ot la spectrometrie de masse (HUPO) [2, 3], nous
devons ajouter celles de génomique el de lrans-
Criplomigue,

La pharmacocinétique

Les medicaments a visce CV sonl en general lipo-
philes of nfluences par les quatre processus phar-
macocinetiques ;- Fabsorption, la distribotion, le
metabolisme, et 'élimination. Les enzymes méla-
bolisant les medicaments agissent pendant 'une
des devx premicres phases duométabolisme do
substrat @ durant la phase de lonctionnalisation
(e CYP430) ou durant la phase de conjugaison
[ex. glutathion S-translerase (GSTi). Le produil
eil alors pris en charge par un transportear [ex,
ATP-binding casserte ( ABC) ITansporieurs| qui per-
el s excrelion.

Tous les genes de oo processus sonl polymor-
phes. Quelques exemples sonl présentés  la suite
pour coqui esl de la phase ©ioytochromes P450)

el de la phase 1T (enzvines de conjugaison), les
enzymes du melabalisme des médicaments el
pour la phase I, les mansporteurs des médica-
ments, Pour plus de détails, lire la revoe parue
dans Phanmacgenomics sur la pharmacogonomi-
que el la réponse aux médicaments dans les
pathologies Cvs [1].

Phase [ — enzymes du metabolisme

des medicaments @ cytochromes PAS0 e, CYP206
I existe environ 60 génes de cytochrome P430
chez I"'Homme. Les polymorphismes de ces genes
peuvent Stre oblenus sur internel (Homepage of
the Human Cytochrome P450 (CYP) Allcle Nowewcla-
wure Compwittee:  Rtep:fiwww. imme ki se/C¥Pallelest).
Do maniére fres interessante, malgre le fail que
plusicurs de ces CYP450 aient la capacite de
metaboliser des medicaments, la majorite de ce
processus par les CYP chez "Homume est catalysee
par les sous-lamilles CYP2Da, CYP3A, of CYP2C
Quelques-unes de ces voies onl o8 monirées
commme ayanl une conscquence importante sur la
pharmacocinctique des medicaments concemes,
Bien que le CYP2DA ne soll pas une cnzyimne
majenre en terme de quantite dans le loie (1,5 4
2.5 o des CYP 1otaux s, il metabolise un quan des
medicaments et environ 40 d'entre eox sont uti-
lises dans les pathologies V. Les individus ayani
peu ou pas diactivite enzymatique de CYP2ZD6
determines gencliquement sonl dils « metaboli-
seurs laibles « alors que ceux avanl une enzyime
totalement lonclionnelle sont dits « métaboli-
seurs ellicaces . De plus, ceux qui présentent
une duplication ou triplication de ce géne sonl
dits « métaboliscurs ullrarapides «

Les accdents dus a Paccentnation des elfots
sccondaires era la toxicite des medicaments non
translormes auraienl pu eire cviles si ces connais-
sances existaient il y a vingl-cing ans.

Le stalul « melaboliseur » peal élre predil par
des genolypages. Une puce 4 ADN est disponible
anjourdhul sur le marche, il sfagit de la puce
Rocke Diagnostics” AmpliChip™ CYP450 Genotyping
Test Cest la premicre de sa dasse a élre agrece
par la FDA (décembre 2004 pour Panalyse des
gienes influengant e metabolisme des médica-
ments, Ce test, mis au point par Allymetriz, per-
mel dianalyser les gonotypes des gines des
cylochromes PAS0 206 of 2019, Anjourd hai des
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polvmorphismes  supplémentaires  des génes
CYP450 devraienl Clre ajouleés 4 celle puce,

Par ailleurs, e statutl de « metaboliseur faible,
cllicace ou ultrarapide = peul Slre aussi deter-

mine par pheénetyvpage en utilisant un subsiral

specilique bien tolere e lacile @ mesurer. Par

ecxcmple, le dextromethorphane ou la debriso-
quitie pour CYP2DE,

En cflet, la debrisoquine est transtormes dans
le Loie en 4-hvdroxydébrisoquine par CYP2D6.
Ces deux composes sonl ensuite élimines dans
"urine. La mesure des concentralions de ces deux
composcs permel de calculer un rapport metabo-
lique e de classer les sujets en melaboliseurs [ai-
bles, ellicaces ou ulirarapides.

Phase 11 — enzymes du metabolisme

des medicaments av. les glaailion S-trans|érase

(G5 T)
Des polymorphisimes gencliques ont cré deécrits
dans les genes de plusicurs enzyvmes du métabo-
lisme des medicaments de la phase 1L Cependant,
ils semblent d'une moindre importance en phar-
macogenelique des medicaments a visee W,
L exceplion pourrail ctre celle des génes des GSTs
qui peuvent moduler le risque CV. En ellel, les
G5Ts sonl impliquécs dans la protection do tlssu
vasculaire contre le stress oxydant el les domima-
aes cellulaires induits par de nombrens agents
pro-carcinogines, Linfllanumation e e
oxydant sont deux phenoménes qui contribuent

slress

a la Lormation des plaques atheromateuses. Les
polymorphismes des genes GSTMI ef GSTTH
moduleraient  les inflammataoires  [4].
Selon cos auteurs (Habdoos M oerally, Ualléle nal
GETMLI=0 et allele [onctionnel GSTT1I*1 sonl
associes a un risque Sleve de développer des
maladies coronariennes chez les [umeurs el
Falléle GSTTL*] esl assecid a un risque cleve
drartérite des membres inléricurs,

=g Les

Phase 11T — les transporteurs

des medicaments av. glycoproleine P
Le metabolisme hépatique n'est pas le seul deter-
minant de la pharmacocinétigque des medica-
metils, Les Lranspor
medicaments, qui peuvent Sire subdivises en
deux groupes

systomes de dis

les systemes diinllux et delllux,
reqoivent une attention de plus en plus impor-

lante  pour leur rale en
fabsorplion inlestinale, transport hépatique el
climination rénale), Ces sysiomes de ransport

sont ausst polymorphes. Les systemes delllux

pharmacocinétigue

sonl souvenl representes par la superfamille des
ABC (ATP-binding casserte) qui peuvent clre divi-
sos en sepl sous-lamilles. Le géne ABCEID (aussi
appele MDRI pour sdii-drug résistance I qui esi
responsable de la résislance des cellules cance-
retses anx substances cyloloxiques via un méca-
nisme d'elllux, est un membre de la sons-lamille
ABC-B des transporieurs. Ce gene code pour e
fransporteur majeur : la glycoprotéine PoPegp),
qui csl exprimes dans Uintestin, les reins, le cor-
veau, le [oie of dantres organes. La P-gp lrans-
porte divers medicaments a travers les cellules

intestinales e renales ¢ joue done un role dans
les processus de distribution e d'élimination.
Plusicurs medicaments onl ©le monirés comime
clant des subsirals, inducteurs ou inhibiteurs des
ransporteurs. Quelques médicaments comme la
ciclosporine sont a la fois des substrats of des inhi-
bitcurs de la P-gp, alors que diaoires médica-
ments sont unigquement des inhibitears (ex. la
niledipine ou des substrats (ex. la digoxine), Une
expression altérée de la P-gpoa 16 associce a des
pedymorphismes  sénéliques résullant en une
absorption altéree, Speciliquement, le polyvmor-
phisme 24358/ T dans le eone ABCEI a c1e associc
a une roduction de Pexpression intestinale ef de
ce lait, 4 une avgmentation de la concentration
cn disoxine dans le plasma. Les palients portani
oo polymorphisme onl done besoin de doses
moindres de digitaliques — des subsirats de la P-
Ep

La pharmacodynamie ex. les statines

La varabilite gencique des systemes de pharma-
codynamie cst un délerminant important de la
reponse aux medicaments, 11 exisie plusicurs
types de cibles aux medicaments a visce CV 2 les
receplenrs, les enzyimes, les canaux ionigques, les
lipoprotéines, les lacteurs de coagulation et les
voics de transduction. Toules ces cbles ont une
variabilitc genetique qui peut par excmple altérer
Falfinite de la haison d'un medicament ou de 'un
dir ses metabolites ef done de moduler sa réponse.
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News avons precedemment decril les plus impor-
tants polymorphismes inlluencant la pharmaco-
dynamic des médicaments 4 visée CV [1]. Ces
pedymorphismes concernent les genes suivanls
I"ee-adducine |'::||‘_|"1"l':"T|'|'ll,
|.".'.|_'|l"'ﬁT|'||'|_, lix I'l.'l.'L'|‘||l.'lII' de |j'|'l|.' | de |".'II'I[__:iI'-
tensin-I1 (AlleaC), enzyme de conversion de
Fangiclensine (ACE] (insertion/delétion (D), la
proteine de translen de Pester de cholesteral (CETR
iBL/IB2). |'-.'I|"'llli|'ll IRy leine E (APOE) (EZ/E4), e
[acteur ¥ Leiden (ArgS06iGing, of le gene de la gly-
coproléine 1a (GPIa) (PP polamorphism,.

Pour illusteer aspect phanmacodynamique de la
variabilite de la réeponse aux medicaments, nots
avons cholsi Fexemple des statines dont la dble the-
rapeutique principale est la HMG Cod raductase (3-
hydrosy-3-mathyl-glutaryl - coenzyme A réduc-
tase ), Un excellent exemple de Fétendue des repon-

Fangiclensinogene

sesinduites par les statines est donne par les
resullats de I'etude de Pedro-Botet edal. [5] fig. 1.
Cetle ctude a indus 228 hommes of fenimes qui
onl particpe d un essai mulli-centrigque en double-
avetgle el ont cle traites par Fatorvastatine a raison
de 10 mg/jonr. Comme monire dans la figuere 1, la
plupart des individus présentent un pourcentage
moyen de changement en LDL (fow-density lipopro-
winy-cholesteral, inglyecrides ef HDL (high-density
relativement  important.
Cependant, plusieurs patients ont mentre
reponses res dillerentes a atorvastatine. La contri-
bution de la genctique a la varabilive des ellels des

limoprorein -cholesterol
des

medicaments est esimees a 20-95 % [6]. La lisie
contenant les senes candidats de la pharmacogcno-
micque des statines est presentee dans e rablean 1
Une promicre liste a old decrite par Chasman et al.
[7] puis plus recemment par Thompson o al [2].
L pene HMGCR de la HMG CoA reductase peal Sre
ale comume exemple des génes polymorphes
recetnmenl rapporles. Denx SNPs (single macleotide
polmorphismes) Irequents o lortement lics dans le
oene de la HMGCR (deux substitations: A=>Tala
position 747 26928 ¢ T = G ala position 74739571
onl cle assodes 3 la reponse 3 la pravasiatine [7].
Lellicacite de la pravastatine cher les individus
bt crosyootes pour le SNT est reduile de 19 % en
terme de diminuion de la concentration en LDL-

chiolestéral,
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Figure 1. La réponse individuelle en pourcentage de LDL-
cholesterol, riglycérides, et HDL-chalestéral aprés une dose
de 10 mgfjour datorvastatine (Pedro-Botet e @l 2001 [5]
avec permission .

Tndividual LDL-cholesterol. iriglycerides, and HOL-cholesterol per-
cent response w0 mg per d i (Pedro-Baxet el al.,
2K [5]: with permision).

De la pharmacogenomigue
a la pharmacoprotéomique

Actravers les differents exemples que nous avons
pris. plusicurs cnzymes, protéines de siructure,
peplides  of récepleurs peavenl Sre utilises
comme phénolypes pour s'engager dans e suivi
pharmacoproléomique des médicaments CVs,

Dans la figure 2, nous donnons quelques exem-
ples de marqueurs proléomiques courammen
mesures cnlaboratoire, Cependant, la pharmaco-
aenemigque medicaments cardiovasculaires
esl plus que cela, Nous devons suivee une strate-

s

gie a arande Schelle comme pour le génaoly page
el les profils d'expression, en utilisant de puissan-

Les methodes telles que les gels d'électrophorsse
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Tableaul. — Les génes candidals et les protdines corespomdantes pour une diude intdgrative de la pharmacogén omique des
statines (nomenclature HOGO),
Canardate genes and their respective enmed profetns for an frtagratiwe study of the pharmacogenonsics of staiins (HEGO momenclmure).

Genes candidats impligqués dans le métabalisme des lipides (synthese du cholestérol, absorption, transpaort...j
et qui peuvent aftecter lelficacité des hypolipémiants en modulant la régulation de la concentration en lipides)

HMGCR ( 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase)
FOFTI ilamesyldiphosphate larnesyltranslerase 1, squalene synthase )
LPL {lipoprotein lipase)

HL/LIPC/LIFH (hepatic triglyceride lipase)

EL (endathelial lipase)

FRARA (peroxisome proliferator-activated recepror alpha)
APOAL (apolipoprotein A-T

APOAZ (apalipoprotein A-11)

APOCT (apalipoprotein C-111)

APOAL (apolipoprotein A-IV)

APO AT-C3-Ad cluster

APOAS (apolipoprotein A-V)

APOR {apolipoprotein B)

APOE (apolipoprotein E)

Lpiat (lipoprotein taj)

LCAT (lecithin cholesterol acyliransierase)

CETT icholesteryl ester transfer protein

FARFL/FABF] (liver fatty acid-binding protein)

LULR (LDIL receptor)

FATP (fatty acid transport proteing

SREBFPI (sterol regulatory element-hinding protein 1)
SREBFL {sterol regulatory element-hinding protein 2j
SREI/MCLAL

INEIGT (insulin-induced gene 13

IMEIG2 (insulin-induced gene 23

SCAT (5RERT cleavage activating protein

S1P {site-1 protease)

S52P (site-2 protease)

LEPR {leptin receptor)

FOMT (paraoxonase 1)

ACATIACATL (mitochondrial acetyl-CoA acetyliransierase)
Genes candidats non-impliqueés dans le métabolisme des lipides
ACE jangiotensin-converting enzyme)

FGE (F-librinogen

MMPAETHVY] (matrix metalloproteinase 3, siromelysin 1)
GF Ia (glycoprotein Mlaj

CAd2GMGP b (Cd 36 antigen, glyooprotein 3b, faty acd oranslocase )

ESR1 iestrogen receplor o)
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a deux dimensions [9], la spectrometrie de masse
[2] ou les puces & protéines [10].

1l st clair que les approches en prolcomique
sont res utiles durant le developpement de nou-
veaux medicaments [11] pour contrdler leur
foxicite en incluant les interactions entre medi-
caments ¢f dans plusicurs Slats pathologiques
[12]. Cependant, pour oliliser plus speécilique-
ment la pharmacoprolcomique dans le domaine
CV, nous avons besoin de micox connaitre le
profil du protcome des organes impliques @ le
cocur |13, 14, les vaisseaux, e quelques cellules
sanguines speciliques comme les lymphocoytes, 1o
encore, la recherche dun groupe de protéines
speciliques, 1ie s possible a une voic metabolique
jex. profcines du siress) sera ires utile [15]. La
relation avec d antres pathologies pent cgalement
apporter des inlommations intéressantes, comme
c'esl le cas pour les marqueurs protciques inflam-

matcires dans les arthrites thumaroides [16, 17)
o pontr oxydalion chez les patients atteints de
la maladie d"Alzheimer. Enlin, Fapproche proteo-
mique pourrail clre appliqués dans la détermina-
Hon de la composition des particules impliquées
dans I'évaluation du risque CV 1elles que les LDL
ou les HDL qui sont heterogenes, Le prolil des
particules va probablement apporier un réel pro-
gres dans la comnaissance de la composition e du
role [oncionnel de leurs constituants [12].

Les pathologies ©V one peuvent pas Glre ©lu-
dices directement, Vexpression clinique de ces
pathologics multilactoriclles ftant rop hétcro-
giene [19] Noos avons done besomn de cibler des
vioies metaboliques lices aux désordres CV oqui
soml es cibles réelles des medicaments ot la cle

dis réponses pharmacosenomiques el pharmaco-
protcomiques individuelles,

1] | 2 ) £ L]
CENES Distribwiion Hllrrmwlﬂ:ﬁlm! ” "j"u é )
Midaballsme | Fenes | Hyperken slen Inflamimation - Environnement
i I ipysiologieue |
Elimination | : we__
PROTEINES ET Lipides ! ACE CRF Adipocytakine: ! Cotinine
METABOLITES Apolipopr otiines i Fibrinagéns | THF-alpha . eeT
Enrymes : Cytokines %ﬁl‘:‘ gras | it
Enaymes du e —— ] {
Ptk [Hms das CPK | m :
mib dicaments e ! | P !
Transportewrs ABC i :
| |

Figure 2. Exemples de marquenrs pharmacoprotecmicues mesurds en plus des 5 groupes de marqueurs pharmacogenomi-
ques. ACE : enryme de conversion de angiotensine : IMC ; indice de masse corporelle ; CPK @ crdatine phosphokinase :
CRP: C-reactive protdine ; GGT : gamma glutamyl ranslerase ; THFE alpha @ lacior nécrosant de fumeurs.

Evamples of pharmmaooproteomsc sarkers measured in addifion o each of the five grovps of pharmacogenomic markers.
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Nous devons prendre en comple, apres anal yse
de la litteratare [20-24], approche des systomes
biclogiques proposes par Kitano o al [25] qui
anplique un nouvean mode de ralsonmement en
biclogie. Parce quiun systeme n'est pas sculement
un assemblage de génes e de protéines, les pro-
pricies quien decoulent ne peuvent pas Clre enlic-
rement comprises en dessinant simplement des
diagrammes  de lewrs  imler-connections. Bien
quiun diagramme reprosente un important « pre-
micr « pas, il est analogue 3 une carte roulicre sia-
tique, alars que ce que nous cherchons vraiment
a savoir est la modélisation des prolils : pourguoi
cerlains cmergent, of commenl les contraler,

Les bio-marqueurs génomiques o proléomi-
ques sonl des mesures biologiques qui servenl
drindices de la progression de la maladie ct/ou des
resullals de la theérapeutique —ils sonl devenus
trés utiles comme base décisionnelle dans le
developpement des médicaments, Uliliscs inde-
pendamment ou en combinaison comme indica-
teurs, les bis-marqueurs peuvent relleter une
varicle de sitnations, incluant Fexposition a une
substance de Menvironnement ou un ellel gene-
Hque. Avec lear milisation potenticlle comme
phenotype substitutifl pourindiquer Peflicacite ou
la towicite dun médicament, les bio-margqueurs
sont en irain d'émerger comme 1a solution a plu-
sicnrs problomes auxquels doivent [aire Lace
actuellement les compagnies pharmaceutiques.
Les margquenrs genomiques of profcomigques de
la réponse aux medicaments i visée CV devraient
clre ulilisés pour identilier les individus avant un
risque cleve de développer une interaction médi-
camentense on ben encore d'Clre non-repondeurs.

La pratique de la thérapeutique personnalisée
devrait auliser 'immense quantite de donnees
en genomique, en proteomique ef en metabolo-
mique qui se developperont assez vite pendani
les prochaines annces griace aux technologies
multiplex [26]. Cependant, nous ne devons pas
oublier que 'Homme vil dans des environne-
ments  speciliques regulant Pexpression des
gienes ol des produits des génes. La nutrition, le
tabac, Palcool, Mobésite, ¢ les awtres médica-
ments comme les contraceplils oraux, devroni
cire particulicrement associés 4 la strategie de
pharmacoginomique b de pharmacoprobéoni-
que des medicaments a visce CV.

Conclusion

Nous devons disscquer les pathologies multi-
[actorielles chroniques comme les pathologics
CWs, en oenliles mélaboliques séparées alin de
selectionner les genes ainsi que les produoits des
genes impliques dans chaque voie metabolique.
En suivanl nolre stratégie en cing clapes, un
medicament V. pourrail clre adapte a chaque
paticnt ou a un sous-groupe de patients eninduan
ura dix genes of un a dix marquenrs proleomiques
ou metaboliques. Nous serions alors en mesure
de proposer aux diniciens un prolil de pharma-
codiagnostic avec une inlerprétation adaptée en
utilisant une approche multidimensionnelle,

References

. Siest G, Jeannesson E, Berrahmoune H, Maumus 5, Mar-
teau JB, Mohr 5 e al Phammacogenomics and drug res-
ponse  in cardiovascular disorders. Pl omgenonrics
2004; 5 TT9-802.

Wan Ommen G5 The human protecme organization

[ =]

plasma proteome project pilot phase: reference speci-
mens, technology platlormm comparisons, and standardi-
s data submissions and analyses, Froweomdos 2004; 4
122540,

. Fathi M. Corthals G, Hochsirasser L. Mass spectrometry

in laboratory medicine, Clfe Chem Lab Med 2003 41
1535,
. Habdous M, Siest G, Herbeth B, Vincent-Viry &, Visvikis 5.
Glutathione S-translerases genetic polymorphisms and

=

human diseases: overview ol epidemiological siudies.
Awnn Kol Clin 2004; 620 15-24.

5. Padro-Bowet 1, Schaefer E1, Bakker-arkema RG, Black DM,
Stein EM, Corella T e al. Apolipoprotein E genotype

allects plasma lipid response to alorvastatin in a gender
specdlic manner. Atheroscleross 20001 158 183-93,

. Bvans WE, McLeod HL, Phamacogenomics-drug dispo-

sition, drug targels, and side eHects, NV Engl J Med 2003;
WA 53849,

7. Chasman DI, Posada 1, Subrabmanyan L, Cook NR, 5ia-
o Jr ¥P. Ridker P Fharmacogenetic study of statin
therapy and cholesterol reduction. JAMA 2004; 200
2821-7.

. Thompson JF, Man b, Johnson KI, Wood LS, Lira ME.
Lleyed TOE eral, An asseciatiom study of 43 SHPsin 16 candi-

om

date genes with atorvasiatin response, Plamraannomis J
2005; 5 352-8.

209



a.

Siest et Coll.

X

10

o

Anderson NG, Anderson NL. Twenty years of twa-
dimensional electrophoresis: past, present and future.
Elearophoresis 199¢6; 17 443-53.

Wilson D5, Nock 5. Functicnal protein microarrays. Curr

Opin Chewm Biol 2002 6: B1-53.

CWitsmann FA, Grant RA. Pharmacoproteomics in drug

development. Pharmacogenonmos T 2003; 31 69-76,

CAldred 5, Grant M&, Griffiths HR. The use of protecmics

lor the assessment of clinical samples in research. Clie
Biocher 2004; 37 943-52,

Cdungblue B Otto A, Zeindl-Eberhant E. Plessner KP,

Knecht M, Regite-Zagrosek ¥ et al. Protein composition
ol the human heart: the construction of a myecardial

1994 15 685-T007.

CJungblut FR, Zimny-Amdt U, Zeindl-Eberhart E, Stulik 1,

Koupilova K, Regitz-Zagrosek Voo al. Proteomics in

human disease: cancer, heant and infectious diseases.

Eie hores’s 1999 200 2100-10.

P

. Scheler C, Muller EC, Stahl I, Muller-Werdan U, Sal-

nikow I, Tunghlut P. Identification and characterization
ol heat shock protein 27 protein specdes in human myo-
cardial two-dimensional electrophoresis patterns, Electro-
phoresiy 1997; 18 2823-31.

. Mattila KM, Frey H. Two-dimensicnal analysis of quali-

tative and quantitative changes in blood cell proteins in
Alrheimer's disease: search Tor extraneurcnal markers.
App! Thear Blect or 1995 189-96G,

. Doherty N5, Littman BH, Reilly K, Swindell AC, Buss TA,

Anderson NL. Analysis of changes in acute-phase plasma
profeins in an acute inflammatory response and in theu-

20.

2

23,

24.

b
2

26.

mataid arthritis using two-dimensicnal gel electrophore-
hores’s 1998 10 355-63,

. Karpe F. Hamsten A, Determination of apolipoproteins

B-4% and B- 100 in triglyceride-rich lipoproteins by ana-
Iytical S35-PAGE. J Lipid Hes 1994; 35 1311-7.

. Bougneres P. Genetics of common obesity and type 2 dia-

betes: please forget discases and study pathogenic traits.
Digbetes Metab 2003; 29; 197-9,

Persidis A, Deftereos 5, Persidis A, Systems literature ana-

lysis, Fharmaeagenomics 2004 5: 943-7,

Cldeker T, Thorsson ¥V, Ranish JA, Christmas R, Buhler I,

Eng TK a1 al. Integrated genomic and protecmic analyses
ol a systematically perturbed metabolic network, Sdene
2001; 292: 929-34,

Wan Ommen G5, The human proteome organization

plasma protecme project pilot phase: reference speci-
mens, technology platform comparisons, and standardi-
red data submissions and analyses. Procomaes 2004 4:
1235-40.

Hall DA, Zhu H, Zhu X, Royce T, Gerstein M, Snyder &
Regulation of gene expression by a metabolic enzyme.
Sdenoe 2004; 20v: 482-4.

Van Driessche N, Demsar J, Booth EO, Hill B, Juvan P,
Fupan B o al. Epistasis analysis with global transcriptio-
nal phenotypes, Mat Gower 2005 37 471-7.

. Kitano H. Systems biology: a briel overview, Saomce 2002;

295 1662-4.
Ruano G, Collins IM, Dorner AJ, Wang 51, Guerciolini

R, Huang 5&.. Pharmacogenomic data submissions to the

FliA: clinical pharmacology case studies. Plharmamogenos-

C¥Palleles!

mics 2004 51 513-T7. hngpoffwosaaimm. ki sef

210



ABSTRACT
The metabolic syndrome (MS) describes a concept or a pre-pathological state that raises the risk for developing
type 2 diabetes and cardiovascular disease (CVD). The classic components of this state are obesity, hypertension,
disturbed lipid profile and insulin resistance. Inflammation and hepatic steatosis are more and more considered as
important elements of this cluster.
Obesity plays a crucial role probably causal/central for the development and the installation of the other
parameters associated to the MS. The excessive accumulation of fat mass, particularly in the abdomen, leads to
low-grade systemic inflammation. Indeed, the adipose tissue produces adipokines such as leptin, visfatin, IL-6
and TNF-a that are implicated in the inflammatory processes. Adipokines are the mediators of the actions of the
adipose tissue and could have deleterious effects for the organism, even before the installation of severe obesity.
The STANISLAS cohort has enabled us to fulfil our research work due to: a) its longitudinal (3 points of
recruitment with an interval of 5 years) and familial character (nuclear families), b) its relatively homogeneous
composition (supposed healthy individuals, without diabetes, CVD or severe obesity), c¢) the collection of a great
number of data concerning conventional (anthropometric characteristics, adiposity, blood pressure, lipid profile,
glucose...) and novel risk factors (inflammatory markers, activity of hepatic enzymes, uric acid, circulating
leptin..) of the MS and d) the existence of a PBMCs (Peripheral Mononuclear Blood Cells) mRNA and protein
extracts banks, together with the other biological material (serum, plasma, DNA).
We were able to study the associations between 5 year-changes of the body mass index (BMI) and circulating
leptin concentrations with the conventional and novel factors of the MS, as well as the expression of some
adipokines (leptin, visfatin, IL-6 and TNF-a) in the PBMCs, in order to explore their roles in the context of
inflammation.
The longitudinal study on BMI changes and the factors associated with MS has shown that some of these factors
evolve together (clusters) and that these groups of factors are associated with BMI changes in a sex dependent
manner. We could define 5 clusters: ‘protective lipids’, ‘risk lipids’, ‘inflammation’, ‘blood pressure’ and ‘hepatic
enzymes’. We found significant associations between BMI changes and ‘hepatic enzymes’, ‘protective lipids’
only in men and between BMI changes and ‘inflammation’ only in women. These results suggest that an
equivalent weight gain for women and men could result in different metabolic mechanisms between the two
sexes.
As for the association of the cluster ‘inflammation’ and BMI changes only in women, it could be, at least
partially, explained by leptin. The circulating leptin is associated with circulating CRP independently of adiposity
in women. In this context, we have studied circulating leptin with a number of factors related to MS, by taking
adiposity into account. We have verified the association between leptin and CRP only in women and we further
revealed associations of uric acid, lipid profile and hepatic enzymes, exclusively in men. The above results could
reflect different actions of this adipokine that are dependent to sex and independent to total fat mass. In other
words, leptin could have direct effects on MS-related factors that are not dependent on total adiposity.
Another aim of the present work was to study the implication of adipokines in inflammation. Thus, we focalised
our study on a specific to inflammation tissue, the PBMCs. We firstly studied the gene expression (‘in house’
micro-array) of an important number of genes implicated in 10 metabolic pathways associated to CVD (blood
pressure, cellular adhesion, coagulation, oxidative stress, lipid and glucose metabolism and obesity, cellular
growth factors, drug metabolizing enzymes, transcription factors, immune system). Most of the genes studied
(166 out of 182) were expressed in PBMCs (among them some adipokines) with levels sufficient enough to
quantify them. The results obtained underline the interest of using PBMCs as a model for studying the
mechanisms linking adipokines with inflammation.
The quantification of mRNA of adipokines in PBMCs has shown associations of visfatin with BMI and gene
expression of TNF-a and of leptin with blood pressure. These findings support the hypothesis of a contribution of
these molecules in regulation of risk factors of CVD such as obesity and hypertension, in the context of
inflammation.
The results obtained by this research work underline the mediating role of leptin and the impact of sex on the
actions of this hormone and offers new perspectives for studying adipokines in the context of inflammation, by
proposing a new model: PBMCs.



RESUME

Le syndrome métabolique (SM) décrit un concept ou un état pré-pathologique qui augmente le risque de diabete
de type 2 et de maladies cardiovasculaires (MCV). Les composantes classiques de cet état sont 1’obésité,
I’hypertension, le profil lipidique et la résistance a l’insuline, alors que I’inflammation ainsi que 1’atteinte
hépatique sont de plus en plus considérées comme des éléments nouveaux de ce cluster.

L’obésité joue un rdle crucial et probablement causal/central pour le développement et 1’installation des autres
composantes du SM. L’accumulation excessive de la masse grasse, particuliérement abdominale, entraine une
inflammation systémique de faible niveau. En effet, le tissu adipeux secréte des adipokines, telles que la leptine,
la visfatine, I’'IL-6 et le TNF-a qui sont impliquées dans le processus d’inflammation. Les adipokines sont les
médiateurs des actions du tissu adipeux et pourraient engendrer des effets délétéres sur 1’organisme, avant
I’installation d’une obésité sévere.

La Cohorte STANISLAS a permis de mener nos travaux de recherche, grace :a) a son caractére longitudinal (3
points de recrutement avec un intervalle de 5 ans) et familial (familles nucléaires), b) a sa composition
relativement homogeéne (des individus supposés sains, non atteints de diabéte, de MCV ou d’une obésité sévere),
¢) au recueil de nombreuses données concernant les facteurs de risque classiques (caractéristiques
anthropométriques, adiposité, pression artérielle, profil lipidique, glucose..) et nouveaux (marqueurs
d’inflammation, activité des enzymes hépatiques, acide urique, leptine circulante..) du SM et d) a I’existence
d’une banque de PBMCs (Peripheral Mononuclear Blood Cells-cellules mononuclées circulantes) qui s’ajoute au
matériel biologique classique (sérum, plasma, ADN).

Ainsi, nous avons pu étudier d’une part, les associations de I’évolution de 5 ans de 1’indice de masse corporelle
(IMC) et de la leptine circulante avec les facteurs du SM classiques et nouveaux, et d’autre part, ’expression de
certaines adipokines (leptine, visfatine, IL-6 et TNFa) dans les PBMCs, afin d’approfondir leurs réles dans le
contexte de I’inflammation.

L’étude longitudinale sur les changements de I'IMC et les facteurs du SM a démontré que certains de ces facteurs
évoluent ensemble au fil du temps (clusters) et que ces groupes de facteurs sont liés avec I’IMC en fonction du
sexe. Nous avons pu distinguer 5 clusters : ‘lipides a risque’, ‘lipides de protection’, ‘inflammation’, ‘pression
artérielle’, ‘enzymes hépatiques’. Les associations entre les ‘enzymes hépatiques’ et ‘lipides de protection’ et les
changements de I'IMC sont significatifs seulement chez les hommes, alors que le cluster ‘inflammation’ est
associ¢ avec les changements de I'IMC exclusivement chez les femmes, suggérant qu’une prise de poids
équivalente, déclenche des mécanismes métaboliques qui différent entre les deux sexes.

En ce qui concerne 1’association du cluster ‘inflammation’ avec 1’aggravation de I’'IMC chez les femmes, elle
pourrait étre expliquée, au moins partiellement, par la leptine. Les taux circulants de cette adipokine sont associés
avec les taux de la CRP (C-Reactive Protein-protéine C-réactive), indépendamment de 1’adiposité chez les
femmes. Dans le méme contexte, nous avons étudié cette adipokine en relation avec un ensemble de facteurs du
SM, en tenant compte de 1’adiposité. Nous avons pu constater une association de la leptine avec la CRP seulement
chez les femmes et avec les enzymes hépatiques, 1’acide urique et le profil lipidique exclusivement chez les
hommes. Ces résultats pourraient refléter des actions différentes de cette adipokine liées au sexe et indépendantes
de la masse grasse.

Pour approfondir I’implication des adipokines dans I’inflammation, nous nous sommes focalisés sur un tissu plus
spécifique de I’inflammation que le plasma, les PBMCs. Nous avons élargi notre champ d’intérét en étudiant, par
une puce faite ‘maison’, 10 voies métaboliques liées aux MCV (pression artérielle, adhésion cellulaire,
coagulation, stress oxydant, métabolismes lipidique et du glucose et obésité, facteurs de croissance cellulaire,
enzymes du métabolisme des médicaments, facteurs de transcription, systéme immunitaire et inflammation). La
plupart des geénes (166 sur 182) étudiés étaient exprimés ; parmi eux les adipokines, avec des taux d’expression
suffisants pour les quantifier, ce qui souligne I’intérét des PBMCs en tant que mode¢le, pour explorer les
mécanismes liant les adipokines a I’inflammation.

La quantification de I’ARNm (RT-PCR) des adipokines, a démontré des associations, de la visfatine avec 'IMC
et I’expression du TNF-a, et de la leptine avec la pression artérielle systolique et diastolique. Ces résultats
confortent 1’hypothése d’une contribution de ces molécules aux facteurs de risque des MCV, tels que 1’obésité et
I’hypertension, dans le contexte de 1’inflammation.

L’ensemble de nos résultats souligne le role-médiateur de la leptine et ’impact du sexe sur les actions de cette
hormone et ouvre de nouvelles perspectives pour ¢tudier les adipokines dans le contexte de 1’inflammation, en
proposant un modele d’étude : les PBMCs.



