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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 là où l’homme naïf et le chercheur des 
cultures plus anciennes ne voyaient que deux instances, ‘cause’ et ‘effet’, comme on le disait ; nous avons 
perfectionné l’image du devenir, mais nous ne sommes pas passés par-delà l’image, ni derrière l’image. 
Nous voyons la série des causes de manière bien plus complète dans chaque cas, nous concluons : telle et 
telle chose doivent d’abord se produire pour que telle autre s’ensuive, mais par là, nous n’avons rien 
compris.  
Cause et effet : probablement n’existe-t-il jamais une telle dualité ; en vérité nous sommes face à 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’, même si nous ne voyons pour l’instant ni derrière ni par-delà l’image.  
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RESUME 
Le syndrome métabolique (SM) décrit un concept ou un état pré-pathologique qui augmente le risque de diabète de 
type 2 et de maladies cardiovasculaires (MCV). Les composantes classiques de cet état sont l’obésité, l’hypertension, 
le profil lipidique et la résistance à l’insuline, alors que l’inflammation ainsi que l’atteinte hépatique sont de plus en 
plus considérées comme des éléments nouveaux de ce cluster.  
L’obésité joue un rôle crucial et probablement causal/central pour le développement et l’installation des autres 
composantes du SM. L’accumulation excessive de la masse grasse, particulièrement abdominale, entraîne une 
inflammation systémique de faible niveau. En effet, le tissu adipeux secrète des adipokines, telles que la leptine, la 
visfatine, l’IL-6 et le TNF-� qui sont impliquées dans le processus d’inflammation. Les adipokines sont les 
médiateurs des actions du tissu adipeux et pourraient engendrer des effets délétères sur l’organisme, avant 
l’installation d’une obésité sévère.  
La Cohorte STANISLAS a permis de mener nos travaux de recherche, grâce :a) à son caractère longitudinal (3 points 
de recrutement avec un intervalle de 5 ans) et familial (familles nucléaires), b) à sa composition relativement 
homogène (des individus supposés sains, non atteints de diabète, de MCV ou d’une obésité sévère), c) 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) à l’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 l’évolution de 5 ans de l’indice de masse corporelle (IMC) 
et de la leptine circulante avec les facteurs du SM classiques et nouveaux, et d’autre part, l’expression de certaines 
adipokines (leptine, visfatine, IL-6 et TNF�) dans les PBMCs, afin d’approfondir leurs rôles dans le contexte de 
l’inflammation. 
L’étude longitudinale sur les changements de l’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 l’IMC en fonction du sexe. 
Nous avons pu distinguer 5 clusters : ‘lipides à risque’, ‘lipides de protection’, ‘inflammation’, ‘pression artérielle’, 
‘enzymes hépatiques’. Les associations entre les ‘enzymes hépatiques’ et ‘lipides de protection’ et les changements de 
l’IMC sont significatifs seulement chez les hommes, alors que le cluster ‘inflammation’ est associé avec les 
changements de l’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 l’association du cluster ‘inflammation’ avec l’aggravation de l’IMC chez les femmes, elle pourrait 
être 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 l’adiposité chez les femmes. Dans le 
même contexte, nous avons étudié cette adipokine en relation avec un ensemble de facteurs du SM, en tenant compte 
de l’adiposité. Nous avons pu constater une association de la leptine avec la CRP seulement chez les femmes et avec 
les enzymes hépatiques, l’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 l’implication des adipokines dans l’inflammation, nous nous sommes focalisés sur un tissu plus 
spécifique de l’inflammation que le plasma, les PBMCs. Nous avons élargi notre champ d’intérêt 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, système immunitaire et inflammation). La plupart des gènes (166 sur 182) 
étudiés étaient exprimés ; parmi eux les adipokines, avec des taux d’expression suffisants pour les quantifier, ce qui 
souligne l’intérêt des PBMCs en tant que modèle, pour explorer les mécanismes liant les adipokines à l’inflammation. 
La quantification de l’ARNm (RT-PCR) des adipokines, a démontré des associations, de la visfatine avec l’IMC et 
l’expression du TNF-�, et de la leptine avec la pression artérielle systolique et diastolique. Ces résultats confortent 
l’hypothèse d’une contribution de ces molécules aux facteurs de risque des MCV, tels que l’obésité et l’hypertension, 
dans le contexte de l’inflammation.  
L’ensemble de nos résultats souligne le rôle-médiateur de la leptine et l’impact du sexe sur les actions de cette 
hormone et ouvre de nouvelles perspectives pour étudier les adipokines dans le contexte de l’inflammation, en 
proposant un modèle d’étude : les PBMCs.  
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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 l’impact de l’obésité dépend du 

degré d’accumulation de la masse grasse (en surpoids, obésité modeste, obésité sévère) et de 

sa distribution (région sous-cutanée, abdominale), les deux paramètres étant dépendants des 

rôles des molécules secrétées par ce tissu. Bien que la plupart des recherches étudie l’obésité 

sévère, il semble que déjà en état de surpoids, des mécanismes pré-pathologiques 

commencent à s’installer, surtout dans le cas d’une accumulation de masse grasse à la région 

viscérale. Les études récentes, en particulier sur la leptine, renforcent l’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, l’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 à l’accumulation de la 

masse grasse dans l’organisme. Une prise de poids modeste peut entraîner le démarrage de 

mécanismes pré-pathologiques, au moins partiellement, par l’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 rôles supplémentaires à ces molécules. De plus, les études sur la 

physiopathologie de l’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 l’hétérogénéité de la population. La cohorte STANISLAS nous permet 

d’approfondir la physiopathologie de l’obésité, grâce justement à sa composition de sujets 

supposés sains qui ne sont pas atteints d’une obésité grave ou d’autres maladies aigües ou 

chroniques. 

L’évolution dans la compréhension des rôles des adipokines impose d’élargir le champ de 

leur investigation, aussi bien en choisissant d’explorer des mécanismes non obligatoirement 

liés à l’obésité, qu’en proposant l’étude d’autres tissus, outre le tissu adipeux, comme sources 

potentielles de ces molécules. En effet, les cellules du système immunitaire pourraient être un 

tissu-cible pour étudier les adipokines sous l’angle de l’inflammation, puisqu’elles 

participent au dialogue complexe entre le tissu adipeux et les cellules du système 

immunitaire via des récepteurs sur ces cellules. Dans ce contexte, nous nous sommes servis 
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de la banque de PBMCs de la cohorte STANISLAS, un outil adapté pour étudier ces 

molécules dans un tissu étroitement lié à l’inflammation. 
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L’obésité prend de plus en plus les proportions d’une épidémie. Pourtant, la population 

générale est touchée plutôt par un état de surpoids ou une obésité modeste. Dans cet état, dit 

pré-pathologique, les manifestations cliniques résultant des effets délétères d’une 

accumulation de masse grasse ne sont pas toujours apparentes. Cependant, une augmentation 

faible du poids pourrait déjà altérer l’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 déjà en surpoids, 

suggère un dialogue entre le tissu adipeux et les cellules du système immunitaire qui 

commence bien avant l’excès d’accumulation de la masse grasse et l’installation d’une obésité 

sévère. 

Dans cet esprit de pré-pathologie dans le contexte de l’obésité, nous avons choisi d’étudier la 

leptine et une nouvelle adipokine, récemment découverte, dont les rôles sont peu décrits, la 

visfatine.  

 

L’objectif général de nos travaux de recherche a été de : 

Contribuer à la connaissance de la physiopathologie de l’obésité par l’étude des 

adipokines en relation avec les facteurs du syndrome métabolique et également avec 

l’inflammation de faible niveau. 

 

Nos objectifs spécifiques se déclinent ainsi : 

1. Observer l’impact des changements modestes, à court terme (5 ans), de l’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 l’implication de la leptine dans les relations précédentes, en tenant compte de 

l’adiposité. 

3. Démontrer la présence des adipokines, leptine et visfatine, dans un tissu lié à 

l’inflammation, les PBMCs. 

4. Quantifier l’ARNm des adipokines, (leptine, visfatine), du TNF-� et de l’IL-6 dans les 

PBMCs et mettre en évidence des associations éventuelles avec l’IMC et la pression 

artérielle. 

La réponse aux objectifs décrits ci-dessus pourrait fournir des éléments supplémentaires à la 

connaissance de la contribution des adipokines à la physiopathologie de l’obésité, si peu 

étudié. 
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    CHAPITRE 2 – SITUATION DU SUJET 

 10



 

I. Le syndrome métabolique 
 
Le terme ‘syndrome métabolique’ (SM) correspond à 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 diabète 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 plutôt qualifié d’état 

pré-pathologique qui augmente le risque de MCV et de diabète de type 2. Globalement, le SM 

peut être considéré comme la co-occurrence (partielle/totale) d’une obésité viscérale, d’une 

dyslipidémie, d’une hyperglycémie (intolérance au glucose, glycémie à jeun anormale), d’une 

insulinorésistance (IR) et d’une hypertension, toutes étant des facteurs de risque pour les 

MCV. 

 
I.1 Historique et évolution du concept ‘syndrome métabolique’ 
 

La conception du syndrome métabolique (SM) est relativement ancienne. Dès 1923, Kylin 

décrit la co-occurence d’hypertension, d’hyperglycémie et d’hyperuricémie [Kylin 1923]. 

Plus tard, en 1947, Vague souligne l’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 l’obésité (diabète, hypertension, MCV) que n’est l’excès de graisse et utilise les termes 

d’obésité androïde (accumulation du tissu adipeux au niveau de l’abdomen) et d’obésité 

gynoïde (accumulation du tissu adipeux au niveau des hanches et des cuisses) [Vague 1947]. 

Dans les années 1960, plusieurs chercheurs ont observé un lien entre l’obésité, l’IR et leurs 

complications associées [Albrink et Meigs 1965 ; Welborn et al. 1966]. 

Ce travail de recherche, visant à mieux observer et décrire le concept d’un état, où plusieurs 

complications ont des relations entre elles et augmentent le risque des MCV et du diabète, a 

vu une évolution depuis et, en 1988, à l’occasion du congrès annuel de l’association 

américaine de diabète (American Diabetes Association-ADA), Reaven décrit sous le nom de 

‘syndrome X’ une constellation d’anomalies associées à l’IR qui en est l’élément central 

[Reaven 1988]. Après 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 à l’explication des causes de cet état, mais c’est seulement en 1998 que la première 

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, l’Organisation Mondiale de la Santé-OMS (World Health Organisation-WHO) a 

proposé un ensemble de critères en 1998 [Alberti et Zimmet 1998] et cette version a été 

révisée en 1999 [WHO 1999].  

 

I.2 Les définitions proposées pour le SM 

 

Après la première définition par l’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 critères. La définition de l’OMS inclut un critère 

supplémentaire, la microalbuminurie. Les définitions de l’OMS et de l’EGIR privilégient l’IR, 

à laquelle viennent s’ajouter d’autres critères. En revanche, celle du NCEP-ATPIII attribue un 

poids équivalent à chacun des critères, 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 l’OMS et l’EGIR. D’autres différences entre 

les définitions concernent le nombre de critères nécessaires (3 parmi 6 pour l’OMS et l’EGIR 

et 3 parmi 5 pour le NCEP-ATPIII) ou les différences dans les combinaisons de critères. La 

définition de l’OMS est plus appropriée pour la recherche contrairement à la définition 

d’NCEP-ATPIII qui sert plutôt comme un outil pour les cliniciens et ceci grâce à la simplicité 

de cette définition, puisqu’elle demande une simple mesure du glucose à jeun, alors que 

l’autre définition exige un test de tolérance au glucose. 

D’autres définitions ont été proposées. Il est à mentionner la définition de l’association 

américaine d’endocrinologie (American Association of Clinical Endocrinologists-AACE) 

[Einhorn et al. 2003] qui ne suggère pas l’obésité comme élément principal du SM.  

Les différentes définitions amènent inévitablement à des évaluations variables de la 

prévalence du SM et aux problèmes de comparaisons des différentes études. En plus, les 

seuils définis, principalement pour l’obésité, varient entre ethnies. Ainsi, la fédération 

internationale du diabète (International Diabetes Federation-IDF) a proposé une définition 

[Alberti et al. 2005] où pour la première fois, le sexe et les seuils sont inclus en fonction de 

l’ethnie pour l’obésité centrale mesurée par le tour de taille. Cette politique de l’IDF d’établir 

une définition qui pourrait être 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]. 

 

I.3 Epidémiologie du SM 

 

Malgré les essais des dernières années d’atteindre à une définition unique du SM, il demeure 

difficile de comparer les prévalences du SM estimées pour différentes populations. Ceci 

provient de plusieurs paramètres : design de l’étude, sélection de l’échantillon, définition du 

SM appliquée, âge 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 

même tranche d’âge, il existe une grande variation de la prévalence entre les hommes et les 

femmes, soulignant l’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 même revue, il est également discuté l’importance de l’ethnie, démontrée par la 

comparaison de la prévalence du SM, en utilisant la même définition (NCEP-ATPIII) et la 

même tranche d’âge, d’hommes d’origines finnoise et américaine.  

Un autre facteur qui joue un rôle important pour le SM est l’âge. En effet, dans une étude 

réalisée chez des sujets Iraniens, la prévalence du SM a été inférieure à 10% pour les hommes 

et les femmes âgés de 20-29 ans, et elle augmentait à 38% et 67% pour le groupe d’âge de 60 

- 68 ans respectivement.  

Le ‘Diabetes Atlas’ publié par l’IDF montre à quel point il est difficile de réussir des 

comparaisons fructueuses entre populations quant au SM et aux complications associées à cet 

état [Sicree et al. 2003]. 

 

I.4 Physiopathologie du SM 

 

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

composants suivants : IR, intolérance au glucose, dyslipidémie, hypertension et obésité. 
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I.4.1 Facteurs classiques 

I.4.1.1 Insulinorésistance-IR 

L’hypothèse la plus acceptée pour décrire la physiopathologie du SM repose sur la résistance 

à l’insuline. L’IR a été habituellement vue sous un angle glucocentrique (par exemple, un 

défaut de l’action de l’insuline, résulte en une hyperinsulinémie pour maintenir des taux 

normaux du glucose plasmatique). L’IR est un état correspondant à une altération de la 

réponse des cellules-cibles à l’insuline (cellules adipeuses, musculaires, hépatiques..), et 

globalement, de tout l’organisme à des concentrations plasmatiques usuelles de l’insuline. Au 

niveau des cellules adipeuses, l’IR conduit à l’augmentation de la lipolyse des TGL stockés 

dans ces cellules et par conséquent à l’augmentation des taux des TGL dans le sang. Au 

niveau des cellules musculaires, l’IR diminue l’entrée du glucose dans ces cellules (et par 

conséquent le stockage sous forme de glycogène) et la formation de glycogène dans les 

hépatocytes. Ces deux situations conduisent à l’augmentation des taux sanguins du glucose. 

Les complications qui surgissent de l’IR, ainsi que les causes du développement de l’IR 

constituent actuellement un champ riche en recherche. Il est intéressant de citer une revue 

récente qui se focalise sur le rôle de l’hyperinsulinémie sur l’IR [Shanik et al. 2008]. Une 

augmentation aiguë de l’insuline a des effets stimulateurs sur les cellules-cibles, mais des taux 

sanguins de l’insuline constamment élevés conduisent à une désensibilisation de ces cellules 

par des mécanismes multiples au niveau des récepteurs des cellules ou à d’autres niveaux de 

signalisation cellulaire. L’IR est associée à une exposition constante des taux sanguins élevés 

d’insuline sans que l’on sache si l’hyperinsulinémie ou l’IR apparaît en premier. Or il semble 

que l’hyperinsulinémie perpétue l’IR. 

La Figure 1 montre la physiopathologie du SM avec l’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 étendue de tissu 
adipeux. Dans le foie, les FFA conduisent à 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 
l’insulinosensibilité au niveau musculaire en inhibant l’entrée du glucose médiée par l’insuline. Les défauts 
associés incluent une diminution de la transformation du glucose en glycogène et une augmentation de 
l’accumulation des lipides sous forme des TGL. L’élévation de la concentration circulante en glucose et dans une 
certaine mesure des FFA augmente l’insulinosécrétion qui conduit à une hyperinsulinémie. L’hyperinsulinémie 
peut conduire à une augmentation de la réabsorption rénale sodique et à une augmentation de l’activité du 
système nerveux sympathique et contribuer ainsi au développement de l’hypertension. L’augmentation des FFA 
circulants peut aussi conduire à l’hypertension. 
B : Les effets endocrines et paracrines de l’état pro-inflammatoire se superposent et contribuent à l’IR produite 
par des FFA en excès. L’augmentation de la sécrétion de l’IL-6 et du TNF-�, par différentes cellules du tissu 
adipeux, conduit à une aggravation de l’IR et à 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 à des productions 
hépatiques élevées de glucose et des VLDLs, ainsi qu’à une augmentation de l’IR au niveau musculaire. Les 
cytokines et les FFA augmentent aussi la production hépatique de fibrinogène et de l’inhibiteur-1 de l’activateur 
du plasminogène (Plasminogen Activator Inhibitor-1 PAI-1) qui complète la surproduction de PAI-1 par le tissu 
adipeux. Ceci conduit à un état pro-thrombotique. Des diminutions dans la production de l’adiponectine, une 
adipokine anti-inflammatoire et insulinosensibilisante, sont également associées au SM et pourraient contribuer à 
la physiopathologie du SM. 



 

I.4.1.2 Intolérance au glucose 

Les altérations de l’action de l’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 l’entrée du glucose dans des tissus-cibles (muscles, tissu adipeux…). 

La relation entre l’intolérance au glucose (Impaired Glucose Tolerance-IGT), la glycémie à 

jeun anormale (Impaired Fasting Glucose-IFG) et l’IR est bien documentée chez les humains 

et les rongeurs. Afin de compenser les défauts de l’action de l’insuline, l’insulinosécretion et 

la clearance de l’insuline doivent être modifiées afin de maintenir l’euglycémie [Eckel et al. 

2005].  

Le réseau des complications qui impliquent le métabolisme du glucose et les fonctions de 

l’insuline dans le SM est complexe ; néanmoins, il est reconnu que l’hyperglycémie et 

l’intolérance au glucose constituent un facteur de risque majeur pour les MCV [Gerstein 

1997 ; Leiter 2006]. 

 

I.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 l’IR, l’augmentation du flux d’acides gras vers le foie entraîne une élévation de 

la synthèse hépatique des TGL. Cependant, dans les conditions physiologiques, l’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 l’insuline sur la dégradation de 

l’ApoB (apolipoprotein B) [Taghibiglou et al. 2002]. Mais l’insuline est aussi lipogénique et 

augmente la transcription et l’activité de nombreux gènes liés à la biosynthèse des TGL 

[Foufelle et Ferre 2002 ; Taghibiglou et al. 2002]. Par ailleurs, l’IR pourrait aussi conduire à 

une réduction des concentrations de lipoprotéine lipase dans les tissus périphériques [Eckel et 

al. 1995], mais cette altération semble être moins importante que la surproduction des VLDL 

dans l’établissement de l’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 à 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 à la 

CETP (Cholestérol Ester Transfer Protein) [Murakami et al. 1995]. Ce changement dans la 
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composition des HDL conduit aussi à une augmentation de la clearance des HDL [Brinton et 

al. 1991]. La relation qui lie ces changements à l’IR est probablement indirecte et apparaît 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 façon similaire. Comme nous l’évoquions plus haut, 

les individus atteints de SM possèdent des LDL petites et denses, hautement athérogènes, 

avec une durée de vie plus longue que les LDL ‘normales’ ce qui les rend plus facilement 

oxydables, d’où un catabolisme accru par les macrophages de la paroi artérielle. Dans 

certaines études, l’altération de la composition des LDL est un facteur de risque indépendant 

des MCV [Zambon et al. 1999]. Néanmoins, l’association avec les MCV n’est pas 

indépendante, mais liée à des changements concomitants dans d’autres lipoprotéines et à 

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

 

I.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 l’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 à un groupe de contrôles sans histoire familiale d’hypertension et 

3) des études de populations ont montré que l’IR estimée par l’hyperinsulinémie pouvait 

prédire le développement de l’hypertension primaire chez les enfants, les adolescents et les 

adultes. Cependant, l’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 l’hypertension dans le cadre du SM et il signale l’obésité viscérale, l’IR, 

l’activité élevée du système sympathique, le stress oxydant et le dysfonctionnement de 

l’endothélium, le système rénine-angiotensine et les médiateurs d’inflammation tels que la 

protéine C-réactive (C-reactive protein-CRP). 
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I.4.1.5 Obésité 

L’OMS a défini des seuils d’indice de masse corporelle (IMC) pour classer les individus : 

IMC < 17kg/m2 : maigreur modeste ou sévère, IMC >= 40kg/m2 : obésité classe III (obésité 

sévère) [WHO 1995]. 

Comme discuté auparavant, l’IR semble avoir un rôle central dans le développement du SM et 

dans l’aggravation des autres composants du SM. Cependant, l’importance cruciale de 

l’obésité et en général de l’adiposité dans le modèle du SM est également soutenue [Despres 

et Lemieux 2006]. Ceci dit, il existe des sujets avec une IR qui ne sont pas obèses [Ruderman 

et al. 1998]. 

L’évolution parallèle de l’obésité et du diabète de type 2 a conduit à 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 obèse n’est pas susceptible de développer de 

l’IR ou du diabète. L’utilisation de l’indice de tour de taille ou du rapport taille/hanches dans 

les définitions du SM, introduit la notion de l’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 élevé de développer une IR que les sujets avec une distribution de 

la masse grasse ‘périphérique’ Despres et al. 1990 ; Despres 2006].  

En parlant de l’utilité du tour de taille, il y a un point à discuter. Un tour de taille élevé peut 

être dû à une augmentation de l’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 entraîne des mécanismes différents dans le cas d’une accumulation sous-cutanée 

ou viscérale. En effet, l’accumulation de la masse grasse dans la région abdominale viscérale 

résulte en l’augmentation du flux des acides gras dérivés par le tissu adipeux vers le foie, par 

la circulation splanchnique, alors que l’accumulation dans la région sous-cutanée conduit à 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 à l’état de l’IR chez des 

individus avec une obésité viscérale. Les adipocytes hypertrophiques de la région abdominale 

ont une action lipolytique élevée qui est résistante à l’effet anti-lipolytique de l’insuline 

[Mauriege et al. 1995 ; Mittelman et al. 2002]. Par conséquent, le flux des acides gras peut 

conduire à l’augmentation de la production du glucose par le foie. L’IR au niveau hépatique 

est associée à une diminution de la dégradation de l’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 rôles endocriniens et il produit des molécules 

telles que les cytokines TNF-� et IL-6, et les adipokines leptine et adiponectine [Trayhurn et 

Wood 2004].  

Ces hypothèses, impliquant le métabolisme des acides gras et l’action endocrinienne du tissu 

adipeux, supportent un rôle causal de l’obésité dans la physiopathologie du SM. Cependant, 

une autre possibilité, qui n’exclut pas la contribution des mécanismes décrits auparavant, est 

que l’excès de masse grasse viscérale représente un marqueur de l’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 excès, conduit au dépôt de la graisse sur 

d’autres organes tels que le foie, les muscles, le cœur. Ceci est décrit comme le modèle de 

dépôt de graisse ectopique (‘ectopic fat deposition’) [Miranda et al. 2005] (Figure 2). 

Si nous partons du principe que l’obésité a un rôle causal pour l’évolution du SM et de ses 

composants, il faut en même temps tenir compte de certains paramètres. Les études sur 

l’obésité font souvent abstraction de deux points importants : 1) le sexe des individus et, 2) le 

niveau d’obésité ou plutôt d’adiposité. Comme décrit depuis déjà 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 l’observation par imagerie que cette distribution diffère également 

avec l’évolution de l’adiposité [Schreiner et al. 1996]. Autrement dit, les hommes et femmes 

avec le même IMC, qui est l’indice classique pour la mesure de l’obésité, accumulent de la 

masse grasse dans des sites différents. Il faut ainsi, stratifier les populations par sexe, quant à 

l’étude de l’obésité, puisqu’il est probable que l’impact de l’excès de la masse grasse est 

différent entre les deux sexes. En ce qui concerne le niveau de l’adiposité, nous ne savons, ni 

à partir de quel IMC ou niveau d’adiposité commencent ses effets nocifs sur le métabolisme 

(poids normal avec un excès de masse grasse dans l’abdomen, surpoids ?) ni si ses effets sont 

proportionnels à l’accumulation de la masse grasse. Il serait ainsi préférable d’étudier à 

chaque fois des tranches d’IMC relativement restreintes et ceci est rarement le cas. Un 

exemple pourrait être l’étude de l’obésité des individus d’un poids normal à 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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Figure 2. Le modèle de dépôt de graisse ectopique. Adopté par Despres et Lemieux 2006. 
L’accumulation excessive de la masse grasse viscérale peut être associée d’une manière causale avec les traits de 
l’IR mais elle peut également être un marqueur de dysfonctionnement du tissu adipeux, ce dernier étant 
incapable de stocker correctement la graisse en excès. Suivant ce modèle, la capacité du corps de maîtriser 
l’excès énergétique (provenant d’une consommation calorique excessive, d’une activité physique diminuée ou, 
d’une combinaison des deux) peut déterminer la susceptibilité de l’individu au développement du SM. Il est 
suggéré que lorsque la graisse en excès est stockée dans le tissu adipeux sous-cutané, l’individu est protégé 
contre le développement du SM. En revanche, dans le cas d’absence ou de déficience du tissu adipeux ou dans le 
cas d’une IR, l’excès de graisse se dépose sur des sites indésirables, tels que le foie, le cœur, les muscles et la 
région viscérale ; un phénomène décrit comme un dépôt de graisse ectopique. Les facteurs associés à une IR ou 
une accumulation préférentielle au niveau du tissu adipeux viscéral sont, le tabagisme, la susceptibilité génétique 
à l’obésité viscérale et un profil associé à une réponse mal adaptée au stress, parmi d’autres. Les conséquences 
de ce déficit incluent l’obésité viscérale, l’IR, une dyslipidémie athérogénique, un état pro-thrombotique et pro-
inflammatoire. Ce dysfonctionnement peut être détecté au niveau clinique par la présence simultanée d’un tour 
de taille élevé et d’une hypertriglycéridémie, une condition connue comme ‘taille hypertriglycéridémiante’. 

 20



 

I.4.2 Facteurs nouveaux 

I.4.2.1 Inflammation 

L’association du SM avec l’inflammation est bien documentée [Sutherland et al. 2004]. 

Comme déjà signalé, le tissu adipeux produit des molécules pro-inflammatoires (TNF-�, IL-

6..) et dans le cas de l’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 l’adiposité et 

l’inflammation a été également démontrée par une étude où la perte de poids chez des sujets 

obèses a été associée avec l’expression des gènes (dans le tissu adipeux) associés à 

l’inflammation [Clement et al. 2004].  

En dehors de la CRP, d’autres protéines circulantes telles que l’orosomucoïde et 

l’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 associés à la prédiction de la prise de poids [Engstrom et al. 2003b]. 

Cependant, les rôles de ces molécules dans l’obésité et le SM sont à 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]. 

 

I.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, l’hypertriglycéridémie a un 

caractère de gravité égal à 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 être redéfinie en incluant les ApoB et ApoAI (apolipoprotéine 

AI). De plus, des études épidémiologiques ont montré que le rapport ApoB/ApoAI est très 

associé avec le SM et avec chacun de ses composants. En plus, l’ApoB a été associée plus que 

les TGL ou les marqueurs de cholestérol, avec les marqueurs d’inflammation et l’IR. En se 

basant sur ces résultats, il serait en effet judicieux d’inclure ces molécules dans l’étude du SM 

et de ses composants. 
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I.4.2.3 Stéatose hépatique 

Comme déjà mentionné, dans le cas de l’obésité il peut y avoir un dépôt 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 obèses avec des taux modestement élevés des enzymes 

hépatiques ALAT (alanine aminotransférase), ASAT (aspartate aminotransférase), GGT 

(glutamyltransférase gamma) sont les premiers à être 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 l’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 à l’IR, il n’est pas très clair si l’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]. 

Il est considéré que l’IR est un élément important pour le développement de cette stéatose par 

les voies suivantes : 1) activation de la sécrétion des adipokines, avec des rôles pro-

inflammatoires, par les adipocytes, 2) altération du ratio de synthèse et transport des TGL par 

les hépatocytes et 3) augmentation de la lipolyse dans le tissu adipeux, qui conduit à une 

libération des acides gras libres qui passent par la veine portale vers le foie, exposant ainsi cet 

organe à un excès d’acides gras. Une fois que la stéatose est développée, d’autres 

mécanismes, tels que l’inflammation, où les adipokines joue un rôle très important, 

prolongent et aggravent cet état [Rector et al. 2008]. L’inflammation du foie est associée avec 

l’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 l’augmentation de leurs taux reflète les atteintes du foie, résultant 

de l’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]. 

 

I.4.2.4 Acide urique 

Il y a de plus en plus d’études qui suggèrent que l’acide urique est associé aux MCV et au SM 

[Gagliardi et al. 2008]. Cette revue rassemble des études qui montrent que les taux élevés de 

l’acide urique sont associés avec le SM [Onat et al. 2006 ; Yoo et al. 2005] et ses composants, 

l’hypertension [Lin et al. 2004 ; Verdecchia et al. 2000], l’obésité abdominale [Takahashi et 

al. 1997], l’inflammation [Frohlich et al. 2000 ; Ruggiero et al. 2006] … 

Certaines études suggèrent que l’hyperinsulinémie, due à l’IR et à l’obésité viscérale, conduit 

à l’augmentation de l’absorption de l’acide urique par les reins qui, par conséquent, conduit 

aux taux sanguins élevés de l’acide urique. En dehors des problèmes de clearance rénale, il y 

a l’hypothèse que l’association entre l’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 l’acide 

urique avec l’obésité peuvent être expliquées par le comportement alimentaire. Très souvent, 

les sujets obèses consomment beaucoup de viande et cette consommation élevée conduit à 

l’augmentation des taux d’acide urique dans la circulation, puisque l’acide urique est le 

produit final du métabolisme des purines. 

Malgré l’évolution des connaissances de l’acide urique en relation avec le SM, il reste encore 

à clarifier s’il est un indicateur ou un facteur de risque du SM. Cependant, on a de plus en plus 

tendance à l’inclure dans les composants principaux du SM dans les études du SM et de ses 

facteurs [Onat et al. 2006]. 

 

I.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’être 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 où s’il a 

une valeur supplémentaire à apporter dans la pratique clinique [Reilly et Rader 2003]. 

Autrement dit, nous nous demandons si l’addition de ces facteurs à juste des effets 

proportionnels ou si cette addition conduit à des effets beaucoup plus nocifs que les effets 

attribués par chacun des facteurs composant ce syndrome. En plus, à ces facteurs, avec 

l’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 à l’utilité de la notion du SM. Il n’est pas encore clair s’il faut le 

définir exclusivement en rapport avec l’IR, les conséquences métaboliques de l’obésité, les 

risques de MCV, ou simplement le considérer comme la somme des facteurs statistiquement 

associés. Ainsi, différentes approches existent. Certaines études examinent l’impact du SM en 

tant qu’entité sur le risque des MCV, d’autres se focalisent sur l’IR ou l’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’agrègent et sont liés plus 

avec l’obésité ou l’IR et, par conséquent, évoluent ensemble au fil du temps. Telle a été notre 

hypothèse de départ et pour cette raison nous avons observé l’évolution des facteurs 

classiques et nouveaux du SM à court terme (5 ans) dans notre cohorte. Notre approche a 

consisté à étudier les agrégations des facteurs du SM en supposant l’obésité comme le facteur 

central. Pour mettre en évidence alors, des agrégats, nous avons appliqué l’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 même temps, il faut interpréter les résultats de cette analyse avec précaution, 

puisque c’est la personne qui effectue l’analyse qui définit le nombre d’agrégats à obtenir et le 

seuil pour qu’un facteur entre dans un agrégat. Il est évident alors, qu’une partie de l’analyse 

est dépendante du manipulateur et que c’est à lui d’utiliser le plus efficacement cet outil. 

Cependant, cette analyse demeure un très bon outil pour créer des ‘clusters’ à 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 l’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 étude peut apporter des connaissances pour mieux 

comprendre les associations entre ces facteurs avant que le SM s’installe.  
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II. 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 rôle important dans l’homéostasie de 

l’organisme lorsqu’il est exposé au froid [Cinti 2006], mais ses rôles physiologiques, ainsi que 

son implication dans différentes pathologies ne sont pas encore bien connus.  

Le tissu adipeux secrète des hormones avec plusieurs rôles physiologiques ; ce qui permet de 

le considérer plutôt comme un organe endocrinien qu’un simple site de stockage. Ce dialogue 

moléculaire sert à informer l’organisme sur l’équilibre énergétique et participe à 

l’homéostasie et à 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 très vascularisé et 

innervé, ce qui permet des liaisons entre ce tissu et le reste de l’organisme pour la régulation 

du métabolisme. Le tissu adipeux est en équilibre dynamique, grâce à la différentiation et à 

l’apoptose de cellules adipeuses, en réponse à l’état nutritionnel, aux changements de 

l’environnement, à la consommation des médicaments, à la grossesse…Dans le cas de 

l’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 l’énergie pour l’organisme sous forme des TGL dans le cas d’un excès 

calorique et mettent à disposition les TGL dans le cas de manque calorique, d’activité 

physique intense, de jêune etc. Chez l’homme, les TGL stockés dans les adipocytes 

proviennent de la circulation, puisque la capacité du tissu adipeux à produire des TGL par une 

lipogenèse de novo est très faible et insignifiante par rapport à cette capacité du foie. Ainsi, 

les TGL de l’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 

l’organisme à besoin des lipides, les acides gras passent dans la circulation et sont distribués à 

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 maîtriser l’équilibre entre 

lipolyse et lipogenèse pour répondre à 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 à celles du diabète de type 2 se manifestent 
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[Hegele et al. 2007] et 2) l’état de surpoids et d’obésité est associé avec des maladies 

chroniques telles que le SM, le diabète de type 2 et les MCV. Il est évident alors, que le tissu 

adipeux joue un rôle intrinsèque dans l’homéostasie du glucose et des lipides.  

Pourtant, il est à noter que le tissu adipeux exerce ses rôles en concert avec le reste de 

l’organisme. Il régule ses fonctions en relation avec les signaux externes du tissu, tels que les 

signaux provenant du système nerveux, et les substrats et hormones provenant de la 

circulation. Il faut souligner également que le tissu adipeux est spécifique des espèces [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/dépôt 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 à la conception du tissu 

adipeux comme organe endocrinien. Cependant, bien plus tôt, en 1987, Siiteri avait mis en 

évidence le rôle endocrinien de ce tissu, par le fait que les adipocytes produisent des 

hormones stéroïdes [Siiteri 1987]. En 1996, Smith a caractérisé le tissu adipeux comme un 

organe endocrinien grâce aux rôles de la leptine [Smith 1996]. Ensuite, en 1998, Mohamed-

Ali et al. se sont intéressé à observer globalement l’ensemble des molécules secrétées par le 

tissu adipeux et ont pu identifier les substances, avec un rôle endocrine (hormones) et avec un 

rôle 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 rôles. 

Les actions autocrines/paracrines jouent un rôle dans le remodelage du tissu adipeux, 

l’angiogenèse et l’adipogenèse. D’autres molécules secrétées par le tissu adipeux ont plutôt 

des actions endocrines et peuvent via la circulation, non pas locale mais systémique, participer 

à la régulation des mécanismes tels que l’appétit et l’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 très actif à ce niveau. Il secrète des 

molécules telles que la leptine, la visfatine, l’adiponectine, la resistine, des cytokines 

également, telles que le TNF-� et l’IL-6….[Wang et al. 2008].  
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II. 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-� et l’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 été faussement 

utilisé pour d’autres molécules telles que l’adiponutrine qui est une protéine 

transmembranaire plutôt qu’un produit de sécrétion [Wiesner et al. 2004]. Le même 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 à préciser que le terme adipokines doit s’appliquer 

exclusivement aux protéines produites et secrétées par les adipocytes [Wang et al. 2008]. 

Les adipokines possèdent une multitude de fonctions dans plusieurs systèmes et mécanismes : 

appétit et équilibre énergétique, homéostasie, immunité, métabolisme des lipides, pression 

artérielle, inflammation, angiogenèse, sensibilité de l’insuline…[Trayhurn et Wood 2004]. 

Etant donné leurs implications dans ces mécanismes, il ne serait pas surprenant qu’elles 

jouent des rôles importants dans la physiopathologie du SM.  

Ici, nous allons nous intéresser à deux adipokines, la leptine et la visfatine. Ces adipokines ont 

des rôles relativement bien définis ; or elles révèlent de plus en plus de nouvelles fonctions 

qui restent à explorer. 

 

II.2.1 Leptine 

II.2.1.1 Découverte et caractérisation 

Une mutation chez la souris, conduisant à une obésité morbide (gène 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 diabète similaires à 

l’obésité morbide chez l’homme [Coleman 1978]. Ces découvertes ont créé un intérêt pour 

caractériser ce gène (clonage et séquençage) chez la souris et son homologue chez l’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 espèces. 

En 1995, il a été démontré que l’expression du gène dit ob à l’époque, est augmenté dans le 

cas de l’obésité chez l’homme d’une façon proportionnelle à la sévérité de l’obésité 

[Considine et al. 1995 ; Zhang et al. 1994]. La même année, la structure du gène chez 

l’homme, ainsi que son positionnement dans le génome, ont été mis en évidence [Isse et al. 

1995]. Ils ont trouvé que le gène avait trois exons, séparés par deux introns (environ 20 

kilobases), qu’il se positionne sur le chromosome 7q31.3 et que le gène donne un seul 

transcrit. D’autres études [Gong et al. 1996] ont ensuite décrit plus extensivement la structure 

du gène, ainsi que les différents sites de régulation de l’expression du gène au niveau du 

promoteur. L’expression du gène ob est induite pendant la différentiation des adipocytes et est 

régulée par différents signaux hormonaux (glucocorticoïdes, 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, très tôt, conduit à la proposition que la leptine joue un rôle très 

important dans la régulation de l’équilibre énergétique [Campfield et al. 1995 ; Halaas et al. 

1995 ; Pelleymounter et al. 1995]. Puisque cette nouvelle molécule a présenté un tel intérêt, il 

a été émergeant de caractériser sa structure protéique [Zhang et al. 1997]. Ils ont ainsi utilisé 

la leptine E-100 (substitution à la position 100 d’une glutamine par une tryptophane) qui 

correspond à une protéine très similaire à la protéine ‘sauvage’, au niveau de la structure et 

des propriétés biologiques, mais qui est plus facile à solubiliser et à cristalliser. La structure 

de la leptine E-100 a montré qu’elle peut être classée dans la famille des cytokines de 

structure hélicoïdale à longue-chaine qui inclut des cytokines telles que l’IL-6, l’IL-11, l’IL-

12…. 

 

II.2.1.2 Récepteurs et sites d’action de la leptine 

La démonstration, que l’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 à l’hypothèse que la leptine est impliquée dans le réseau du système 

nerveux pour la régulation de l’équilibre énergétique [Campfield et al. 1995]. Suite à cette 

observation, Tartaglia et al. ont essayé d’expliquer par quel mécanisme la leptine pénètre le 

système nerveux central [Tartaglia et al. 1995]. Chez la souris, ils ont identifié un récepteur de 

la leptine, le OB-R au niveau du plexus choroïde et ce récepteur ressemblait aux récepteurs de 
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classe I des cytokines. Puisque le plexus choroïde est responsable de la génération du liquide 

céphalorachidien et fait partie de la barrière entre le sang circulant et le cerveau, Caro et al. 

ont fait l’hypothèse que la fonction du récepteur de la leptine à ce niveau a comme rôle, le 

transport de la leptine dans le cerveau [Caro et al. 1996 ; Tartaglia et al. 1995]. Ainsi, ils ont 

émis l’hypothèse de la résistance à la leptine dans le cas de l’obésité, puisque les taux élevés 

de leptine circulante conduisent à une saturation du récepteur OB-R et par conséquent le 

système de transport chez les obèses fonctionnerait d’une façon 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 l’isoforme ‘complet’, contient des 

motifs intracellulaires nécessaires pour l’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]. Il est également exprimé par les cellules � 

pancréatiques et c’est via ce récepteur que la leptine exerce ses effets inhibiteurs sur la 

sécrétion de l’insuline [Arora 2008]. Dans l’isoforme ‘court’, autrement dit, le récepteur OB-

Ra, une partie intracellulaire est manquante et cet isoforme est trouvé abondamment dans le 

plexus choroïde et joue un rôle 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 

poumons, les reins, le foie, le pancréas, les muscles…L’isoforme ‘court’ au niveau des reins 

semble jouer un rôle pour la clearance de la leptine [Mantzoros 1999]. Les récepteurs de la 

leptine sont aussi présents dans différents types de cellules du système immunitaire [LaCava 

et Matarese 2004]. 

Il a été estimé que sous des conditions physiologiques, seulement 5-25% des récepteurs OB-R 

se trouvent à la surface cellulaire, alors que la majorité se trouve à l’intérieur de la cellule. Les 

récepteurs OB-Ra et OB-Rb sont internalisés par les lysosomes et ensuite dégradés. Certaines 

études suggèrent que l’internalisation des récepteurs OB-Rb est plus grande que pour les 

autres et que le récepteur ‘court’ se recycle plus vite à la surface cellulaire. Ces observations 

pourraient contribuer à expliquer la résistance sélective à la leptine, en se basant sur le fait 

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

 

II.2.1.3 Sources de la leptine 
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La source majeure de la leptine est le tissu adipeux. Contrairement à 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]. Il 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/m2 et qu’en 

revanche cette production n’était pas différente pour des individus d’un IMC de 32 kg/m2, 

suggérant que l’IMC peut influencer l’expression régionale de la leptine [Fain et al. 2004]. 

Ainsi, le site de dépôt de la masse grasse et la sévérité de l’obésité semblent avoir un impact 

important sur l’expression de la leptine. 

La leptine est également produite par l’estomac [Cinti et al. 2000], le placenta et les tissus 

fœtaux [Cervero et al. 2006]. Il est intéressant de noter que dans un modèle de maladie 

autoimmune chez la souris, la leptine a été trouvée exprimée par les lymphocytes T avec 

probablement un rôle autocrine/paracrine dans la prolifération des lymphocytes [Sanna et al. 

2003]. 

 

II.2.1.4 Rôles physiologiques 

La Figure 3 montre globalement les actions de la leptine. 

 

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

e 
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La concentration de la leptine circulante est très associée avec la masse grasse totale et avec 

l’IMC. Au départ elle a été conçue comme un signal de satiété, une hormone qui semblait 

informer le cerveau sur l’accumulation de la masse grasse et sur l’équilibre énergétique. La 

détection des récepteurs de la leptine sur des tissus périphériques a suggéré que cette hormone 

exerce également 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 l’homme, le ‘pattern’ de sécrétion journalière de la leptine est hautement organisé 

[Sinha et al. 1996]. La marge des taux plasmatiques de la leptine pour les sujets sains est 3-

 les changements dynamiques de la concentration plasmatique de la leptine 

ts physiologiques d’une 

sommation de nourriture par la leptine se produit via une voie au niveau 

 par l’axe hypothalamo-pituitaire-

5ng/ml et les concentrations chez les sujets obèses 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-à-dire quand il y a un équilibre énergétique, les taux de la leptine 

circulante reflètent la masse grasse totale. Lors d’un déséquilibre énergétique (prise de poids 

ou perte de poids)

servent comme un témoin de ce déséquilibre et influencent l’action des voies impliquées dans 

la régulation énergétique. Les taux élevés de la leptine informent le cerveau d’un excès 

d’énergie et ce signal conduit à des adaptations au niveau de l’appétit et de la dépense 

énergétique pour résister au développement de l’obésité. Les effe

diminution de la concentration de la leptine sont plus importants que ceux d’une augmentation 

de la leptine. 

L’inhibition de la con

du système nerveux qui implique des actions communes de la leptine et de l’insuline. Ainsi, 

les signaux périphériques de ces deux hormones arrivent dans le cerveau et ceci résulte en une 

régulation de l’homéostasie du métabolisme et du comportement alimentaire au niveau de 

l’hypothalamus.  

La régulation du comportement alimentaire par la leptine est en synergie avec des peptides 

qui régulent l’appétit au niveau central. Il existe un équilibre entre les peptides qui 

augmentent (neuropeptide Y, noradrénaline, orexines…) et qui diminuent l’appétit 

[sérotonine, ‘cocaine- amphetamine-related transcripts (CART)….]. 

La leptine est également un régulateur endocrinien qui passe

thyroïdien. L’état de malnutrition est associé avec une diminution de la leptine et de l’activité 

de l’axe thyroïdien.  
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Une augmentation physiologique de la leptine peut diminuer la sécrétion de l’insuline. La 

leptine inhibe la production d’insuline par le pancréas à des concentrations de l’ordre de 

nche, l’insuline augmente la production de la leptine et l’axe leptine-

e. La sensibilité diminuée à la leptine peut 

gmentation 

e la production de l’insuline et à une aggravation de l’IR.  

es signaux de satiété à long terme, peuvent, en synergie avec 

que des muscles et du foie par 

ieurs organes et axes que nous ne détaillerons pas ici. 

ine dépend également du type de lipides 

h et Chiesi 1996]. Cependant, les glucocorticoïdes endogènes n’ont 

0.01nmol/l. La leptine peut également agir sur la sécrétion de l’insuline via le système 

nerveux central. En reva

insuline consiste en un réseau de régulation bidirectionnel entre le tissu adipeux et le 

pancréas. Dans le cas de l’obésité, l’hypérinsulinémie, qui peut précéder l’IR, peut conduire à 

une augmentation de la production de la leptin

entraîner une dérégulation de l’axe entre la leptine et l’insuline, résultant à une au

d

La leptine et l’insuline, qui sont d

des signaux à court terme (cholécystokinine), agir pour réussir la régulation énergétique. 

Ainsi, les signaux à court terme et à long terme interagissent d’une manière orchestrée (au 

niveau central et périphérique). 

La leptine a aussi d’autres actions, dans le métabolisme lipidi

exemple [Arora 2008]. 

Récemment, il a été démontré que la leptine joue un rôle au niveau de la reproduction [Power 

et Schulikn 2008] et, en parlant du système nerveux, elle est impliquée dans les mécanismes 

de plasticité des neurones [Valerio et al. 2006]. 

La leptine agit alors sur plus

 

II.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 l’adipocyte [Maffei et al. 1995]. Cependant, il a été 

récemment trouvé que l’expression de la lept

provenant de l’alimentation [Fernandez-Quintela et al. 2007].  

Comme énoncé auparavant, un axe existe entre la leptine et l’insuline. L’insuline semble être 

une hormone qui influence considérablement l’expression de la leptine par le tissu adipeux 

[Havel 2000]. La réponse de l’insuline à l’augmentation des taux sanguins de glucose et de 

lipides, suite à une consommation alimentaire, précède les changements des concentrations 

plasmatiques de la leptine.  

Les glucocorticoïdes semblent également stimuler la production de la leptine [Hardie et al. 

1996 ; Rentsc

probablement pas une action physiologique sur l’induction de l’expression de la leptine, 
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puisque, dans des conditions de taux augmentés des glucocorticoïdes (à jêun..), les taux de 

leptine circulante diminuent [Dubuc et al. 1998]. 

a différence des taux circulants de la leptine entre les hommes et les femmes suggère que le 

ion de la leptine [Saad et al. 1997]. Les femmes ont plus de 

tance à la leptine. Les sujets obèses ont une IR avec des 

ux élevés de leptine et d’insuline. L’échec de la leptine de réussir l’homéostasie 

malgré les taux circulants élevés, suppose un état de 

ransport de la leptine dans le cerveau [Arora 2008]. L’hyperleptinémie est 

onséquent, elle participe à l’homéostasie du système 

immunitaire.  

L

sexe a un rôle dans la product

masse grasse totale que les hommes mais cette caractéristique n’explique pas cette différence 

puisque pour la même 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 

être, au moins partiellement, expliqué par l’implication de la leptine dans les fonctions de 

reproduction.  

Dans le cas de l’obésité, il existe un état inflammatoire au niveau du tissu adipeux et dans 

l’organisme en général. Différentes cytokines, telles que le TNF-� et l’IL-6, participent dans 

les mécanismes inflammatoires et régulent l’expression de la leptine [Bullo et al. 2003 ; Gil et 

al. 2007].  

 

II.2.1.6 Résistance à la leptine 

L’obésité représente un état de résis

ta

métabolique et l’équilibre énergétique, 

sensibilité diminuée à 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 t

souvent considérée comme la conséquence d’une résistance à 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 à la leptine avec des caractéristiques 

similaires à celles associées avec l’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, suggèrent que l’hyperleptinémie dans le cas de l’obésité, 

résulte en la résistance à la leptine.  

 

II.2.1.7 Leptine et système immunitaire 

Puisque la leptine possède des récepteurs au niveau des cellules immunitaires, elle a des 

actions sur ces cellules et par c
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Un nombre d’études a constaté les liens entre les systèmes immunitaire et endocrinien 

[Haddad et al. 2002 ; Turnbull et Rivier 1999]. Les médiateurs entre ces deux systèmes sont 

 système nerveux central de l’inflammation périphérique. En plus, comme le tissu 

adipeux est associé anatomiquement avec des agrégats de cellules lymphoïdes (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-� et les 

chimiokines favorisent la différentiation des adipocytes et la sécrétion de la leptine et la 

leptine de son côté favorise la différentiation des lymphocytes T [Bruun et al. 2002 ; Gerhardt 

et al. 2001]. Le réseau de communication de la leptine avec les systèmes périphérique et 

central est visualisé sur la Figure 4. 

Le fait que les cellules immunitaires aient des récepteurs OB-Rb indique un rôle de la leptine 

dans l’activation de ces cellules et la transduction des signaux [LaCava et Matarese 2004]. 

La leptine est impliquée, avec des rôles bien définis, dans le système immun inné et adaptatif 

(Figure 5). 

des cytokines, telles que le TNF-�, l’IL-6, l’IL-1, et des adipokines, telle que la leptine et 

informent le
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Figure 4. Effets neuroendocriniens de la leptine aux niveaux central et périphérique. 
Adopté par La Cava et Matarese 2004. 
Les systèmes endocrinien et immun communiquent d’une façon 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 glucocorticoïdes) pendant les 
réponses au stress et aux phénomènes immunitaires associés au contrôle de l’inflammation. Des molécules telles 
que l’IL-1, l’IL-6 et le TNF-� 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 l’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 l’hypothalamus, la leptine régule l’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 l’insuline, 4) participe à 
l’angiogénèse, 5) régule le mécanisme hématopoïétique et, 6) influence la génération des cellules T par le 
thymus et la différentiation des cellules ‘T helper 1’ (TH1) dans les ganglions lymphatiques. L’insuline, l’IL-6 et 
le TNF-� 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 systèmes immun inné et adaptatif. Adopté par La 
Cava et Matarese 2004. 
La leptine agit sur le système immun inné et également adaptatif. Au niveau du système inné, la leptine module 
l’activité des neutrophiles par l’augmentation de chimiotaxie et par la sécrétion des radicaux d’oxygène (H2O2, 
O2

-) via des mécanismes directs et indirects. Chez l’homme, il semble que cette action de la leptine soit médiée 
par le TNF-� produit par les monocytes. La leptine augmente la phagocytose par les monocytes/macrophages et 
induit la sécrétion des médiateurs pro-inflammatoires et l’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 l’IL-2 
par ces cellules. Au niveau du système 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 ‘naïves’, la leptine augmente leur 
prolifération et la sécrétion d’IL-2. Chez les cellules T ‘mémoire’, la leptine privilégie la stimulation des cellules 
TH1 par l’induction de la production de l’interferon � (IFN-�) et du TNF-�. Ce processus est maintenu par une 
voie autocrine où la leptine est produite par les TH1 et agit sur les TH1. Enfin, la leptine a des effets anti-
apoptotiques sur les cellules T matures et sur les précurseurs hématopoïétiques.  

APC, antigen presenting cell (cellules présentant l’antigène); MHC, major histocompatibility complex 
(complexe majeur d’histocompatibilité); DTH, delayed-type hypersensitivity  (hypersensibilité retardée) 
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II.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’obésité.  

L’obésité est associée à une inflammation chronique de faible niveau qui est caractérisée par 

une production anormale de cytokines, une augmentation de la CRP circulante, et par 

l’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 très nombreux dans ce tissu dans le cas de l’obésité. Les 

macrophages semblent être la source principale du TNF-�, alors que pour l’IL-6, les 

adipocytes contribuent à un tiers de sa concentration dans la circulation chez des sujets obèses 

[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 

système nerveux, et au niveau du système immunitaire, contribue d’une manière cruciale dans 

le processus d’inflammation, mais ses rôles exacts ne sont pas encore bien décrits.  

L’inflammation de faible niveau a été également observée dans le cas de l’IR liée à l’obésité 

[Hotamisligil et al. 1993 ; Wellen et Hotamisligil 2005] et la leptine peut jouer un rôle 

important dans ce mécanisme, puisqu’elle est très liée avec les voies métaboliques de 

l’insuline et avec l’IR [Antuna-Puente et al. 2008].  

Il existe également quelques études qui suggèrent un rôle 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 l’inflammation associée à 

l’obésité, or la leptine est impliquée dans d’autres états qui sont associés avec l’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. 
 

II.2.1.9 Implication dans la physiopathologie du SM 

La leptine joue un rôle dans le développement du SM via l’obésité. Cependant, comme 

discuté auparavant, cette hormone a plusieurs rôles physiologiques et ces effets délétères dans 

le cas du SM, peuvent apparaître avant l’installation d’une obésité aggravée. Ceci dit, elle 

exerce ses actions, dès le commencement d’une accumulation faible de graisse, c’est-à-dire, 

dès le début d’un déséquilibre métabolique dans l’organisme. En effet, une étude a démontré 

que la leptine est associée avec les paramètres du SM, indépendamment de l’obésité [Franks 

et al. 2005]. Il faut noter quelques études qui ont trouvé une association entre la leptine et 

l’insuline circulantes chez les hommes, indépendamment de la composition corporelle en 
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graisse [Valtuena et al. 2005], et une association de la leptine circulante avec l’IR et 

l’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 manière 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, l’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 connaître 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 système nerveux sympathique. La leptine peut diminuer la pression 

artérielle par l’induction de la production de l’oxyde nitrique par l’endothélium vasculaire. 

Pourtant, cet effet peut être modulé par la présence d’une résistance à la leptine dans le cas de 

l’obésité. La leptine induit également la production de l’endotheline 1 par les cellules 

endothéliales des vaisseaux chez l’homme. La leptine induit l’oxydation des acides gras et 

une action de la leptine altérée peut conduire à l’accumulation des acides gras sur des organes 

tels que les muscles et le pancréas. Ce dépôt de graisse provoque une apoptose des cellules de 

ces tissus. La lipotoxicité qui se développe au niveau des muscles et du pancréas entraîne une 

IR et un dysfonctionnement des cellules � 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 

l’activation des facteurs mitogéniques. Cette hormone inhibe l’expression de la 

thrombomoduline, une protéine anti-thrombotique dans les cellules endothéliales des 

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

 

Depuis sa découverte, la leptine attire l’attention des scientifiques et semble être une hormone 

avec des propriétés majeures pour l’organisme à différents niveaux et avec des rôles dans le 

développement du SM. Malgré l’accumulation des connaissances sur la leptine, il y a encore 

des pistes de recherche inexploitées et des questions sans réponse.  
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II.2.2 Visfatine 

II.2.2.1 Découverte et caractérisation 

L’année de la découverte de la leptine, un autre gène a été caractérisé, le Pre-B-cell Colony-

Enhancing Factor (PBEF). La moelle osseuse est le premier site de lymphogenèse 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 l’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 l’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 gène du PBEF 

(clonage et séquençage). Le gène 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 cœur, 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 fœtales [Nement et al. 2000]. Un an plus tard, cette étude a été confirmée par 

le fait que le PBEF était exprimé dans les membranes fœtales (expériences sur des lignées 

cellulaires épithéliales amniotiques) [Orgnjanovic et al. 2001]. Cette même équipe a pu 

décrire la structure du gène PBEF. Celui-là comprend 11 exons et 10 introns (environ 34 

kilobases) et a plusieurs sites de fixation pour des facteurs de transcription 

(glucocorticoïdes…). 

En 2005, Fukurama et al. se sont intéressé à 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, l’injection de PBEF diminue les taux de glucose plasmatique, en concluant qu’il a 

des effets similaires à l’insuline. Ils ont ainsi prolongé leurs expériences dans ce sens et ils ont 

trouvé que le PBEF se fixe sur le récepteur de l’insuline mais active d’autres signaux 

intracellulaires que l’insuline. Ces résultats ont révolutionné l’opinion sur les rôles 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 biosynthèse 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 à été caractérisée [Kim MK et al. 2006]. 

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

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

 

II.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 fœtales. Il a été aussi démontré 

qu’elle est induite dans les neutrophiles par la cytokine IL-1� et qu’elle fonctionne comme un 

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

2004].  

 

II.2.2.3 Régulation de la visfatine 

Quelques études ont examiné la régulation de l’expression de la visfatine. Lorsque 

Ognjanovic et al. ont étudié l’expression de la visfatine dans des lignées cellulaires 

épithéliales amniotiques, ils ont trouvé que l’IL-1�, le TNF-�, et l’IL-6 augmentent 

significativement l’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 à l’insuline, une étude sur des 

adipocytes 3T3-L1, traités avec des hormones qui altèrent la sensibilité à l’insuline, a 

démontré que l’expression de la visfatine est inhibée par TNF-�, et par l’hormone de 

croissance et induite par le glucocorticoïde dexaméthasone [Kralisch et al. 2005a] et par l’IL-

6 [Kralisch et al. 2005b]. 

Enfin, il est intéressant de noter que très récemment, une étude sur des cellules du tissu 

adipeux viscéral, incubées avec le TNF-�, a constaté une augmentation de l’expression de la 

visfatine [Hector et al. 2007]. 
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II.2.2.4 Visfatine et inflammation 

Comme elle a été au départ considérée comme une cytokine, la recherche pour décrire ses 

rôles a été essentiellement orientée vers son implication dans le système immunitaire et 

l’inflammation. Comme déjà dit, cette molécule est exprimée par les leucocytes circulants 

activés, et par les neutrophiles, où elle joue un rôle protecteur de l’apoptose de ces cellules 

[Jia et al. 2004] et induit la maturation des lymphocytes B. Il a été suggéré qu’elle puisse être 

un bio-marqueur pour l’inflammation pulmonaire aiguë [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 système immunitaire [Moschen et 

al. 2007]. Par exemple, l’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 rôles dans l’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 l’expression du TNF-�, de l’IL-

6 et d l’IL-1�. Il y a une augmentation de sa production dans des maladies inflammatoires 

aiguës et chroniques, telles que la septicémie, l’arthrose rhumatoïde, l’infarctus du 

myocarde…. 

 

II.2.2.5 Implication de la visfatine dans l’obésité, le SM et le diabète 

Un autre champ de recherche sur la visfatine a commencé d’être 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 l’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], l’IR [Chen et al. 2006 ; Dogru et 

al. 2007 ; Pagano et al. 2006 ; Wang et al. 2007] et l’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 l’obésité, ainsi que 

le fait qu’elle se fixe sur le récepteur de l’insuline, qu’elle régule la sécrétion de l’insuline par 

les cellules � [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 l’hypothèse 
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que la visfatine a des propriétés dans l’obésité et les facteurs du SM, même si nous ne savons 

que très 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 
 
I.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-lès-Nancy avec pour objectif principal de départ, l’étude du rôle 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 à caractère 

longitudinal sur dix ans, où des familles de Meurthe-et-Moselle et des Vosges ont été invitées 

par la Caisse primaire d’assurance maladie à venir passer un examen de santé tous les cinq 

ans. Lors du recrutement initial (t0, 1993-1995), les critères d’inclusion étaient les suivants : 

familles d’origine française (2 générations nées en France), supposées saines, exemptes de 

maladies aïgues 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 été composé de 1006 

familles (4295 sujets). Lors de la deuxième visite (t1, 1998-2000), 75% des familles sont 

revenues (750 familles). La troisième visite (t2, 2003-2005) a vu un retour de 375 familles.  

Chaque participant ou le parent ou tuteur légal (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 infirmières du CMP : mesure de la pression artérielle, de la fréquence cardiaque, du tour 

de taille, du tour de hanches, de l’épaisseur des plis cutanés, ostéodensitométrie 

-des opératrices du CMP : poids, taille, impédance 

 

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

standardisés et contrôlés par un programme de Contrôle Qualité. 
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I.1.2 Questionnaires - Mode de vie 

Certaines données telles que les habitudes de vie sont collectées dans des questionnaires 

standardisés. Lors de l’examen de santé, il a été proposé aux participants de la cohorte 

STANISLAS de répondre à différents questionnaires qui varient selon l’âge de l’individu 

(enfant, adolescent, adulte). 

Les questionnaires concernent par exemple les antécédents cardiovasculaires familiaux 

(coronaropathie, obésité, hyperlipidémie, hypertension artérielle, diabète), la prise de 

médicaments (répertoriés par classe médicamenteuse), le système digestif, le système 

circulatoire, le système respiratoire, l’appareil uro-génital, le système locomoteur, la peau et 

le système sensoriel ou encore l’équilibre général de l’individu (sommeil, anxiété, nervosité, 

vie sexuelle, psychisme..). Un questionnaire recense les loisirs et l’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 journalière) : eau, vin, bière 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.  

 

I.1.3 Données anthropométriques et cliniques 

Différents paramètres ont été mesurés : le poids, la taille, le tour de taille et le tour de hanches. 

Les individus ont été habillés légèrement et sans chaussures, débout pour les mesures de la 

taille et du poids. Le poids a été enregistré à 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 été mesurés avec un mètre-ruban avec une 

précision de 0.1 cm, le sujet étant en position debout, en expiration douce et légèrement 

habillé.  

A partir de ces paramètres, ont pu être calculés deux indices morphométriques importants : 

l’IMC et le rapport taille/hanches. L’IMC est calculé grâce à la formule de Quetelet : 
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IMC= poids (kg) / [taille (m)]2

Pour minimiser les erreurs, toutes les mesures ont été réalisées par des infirmières habilitées et 

la fiabilité des appareils utilisés pour ces mesures a été périodiquement contrôlée tout au long 

de la période d’étude.  

 

La mesure de la pression artérielle a été faite sur le bras gauche avec un sphygmomanomètre 

(tensiomètre à mercure) dans des conditions standards, après 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 I 

(pré-pubère) au stade V (stade adulte). Les stades de Tanner sont donc la somme de deux 

scores allant chacun de 1 à 5. Pour les filles, les scores sont additionnés pour le 

développement des seins et de la pilosité pubienne et pour les garçons, 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.  

 

I.1.4 Impédance bioélectrique 

La résistance totale du corps a été mesurée (dans une sous-population) à l’aide de l’analyseur 

d’impédance BIA-101 (RJL Systems, Detroit, MI, USA). Les mesures ont été réalisées à jeun, 

sans activité physique préalable, après avoir uriné et après 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 été 

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 même 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) 

 

I.1.5 Prélèvements sanguins  

1ière, 2ième et 3ième visite 

Le prélèvement sanguin a été effectué au niveau d’une veine antécubitale des sujets en 

position allongée, à jeun depuis 12 heures. Quatre tubes de type Vacutainer® (Becton 

Dickinson, Grenoble, France) ont été prélevés : 
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-1 tube sérum de 5ml (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 à 1000g pendant 10 minutes 

à température ambiante. Le sérum, à partir du tube sérum de 10ml a été stocké sous forme de 

paillettes dans l’azote liquide à -196°C pour des dosages ultérieurs. 

 

Les tubes EDTA ont été centrifugés à 1000g pendant 10min à température ambiante. Le buffy 

coat (pour l’extraction ultérieure de l’ADN) a été prélevé à l’aide d’une pipette Pasteur, 

fractionné en paillettes et congelé à -196°C. Le plasma a été également conservé à -196°C 

sous forme de paillettes.  

 

3ième visite 

Au 3ième recrutement, 3 types de prélèvements 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 Paxgène (biobanque ARN du sang total) 

 

Les tubes EDTA ont été utilisés pour séparer les PBMCs du sang total par la technique du 

Ficoll (FicollpaqueTMplus, Amersham Biosciences, Orsay, France). Les PBMCs ont été 

stockés à -80°C dans le tampon de lyse RNA Instapure (Eurogentec, Angers, France) pour 

l’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 à -80°C. 

 

 

I.1.6 Dosages biologiques 

Les concentrations sériques du cholestérol total, du glucose, de l’acide urique, des 

triglycérides et l’activité enzymatique de la GGT, de la PAL, de l’ASAT et de l’ALAT sont 
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déterminées enzymatiquement grâce à 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, Bâle, Suisse) après précipitation des lipoprotéines contenant l’ApoB 

(chylomicrons, VLDL et LDL) par phosphotungstate et chlorure de magnésium (méthode 

PTA). Le HDL-C a été mesuré dans le surnageant par la même technique enzymatique que le 

cholestérol total. 

Les concentrations en LDL-C ont été calculées à partir de la formule de [Friedewald et al. 

1972]. Ce calcul n’est possible que si les triglycérides sont inférieurs à 4g/l et en l’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 ApoAI, en ApoB, en haptoglobine, en orosomucoïde 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, Bâle, Suisse).  

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

grâce à 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 l’équipe INSERM, U695 à Paris, dirigée par le Docteur 

Fumeron Frédéric. 

 

I.1.7 Numération des globules blancs 

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

 

I.1.8 Extraction de l’ADN 

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

congelé à -196°C. Le principe consiste à traiter uniquement le lysat cellulaire, obtenu par 
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action d’une protéinase (la protéinase K), combinée à celle du SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) 

qui conduisent  à la digestion des membranes et des protéines et à l’inactivation des nucléases, 

puis par une solution saline de NaCl, dont l’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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I.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 aiguës ou chroniques au 2ième ou au 

3ième point du recrutement ont été exclus. En règle 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 critères additionnels d’exclusion ont été ajoutés : maigreur extrême (IMC < 

17 kg/m2), obésité aggravée (obésité classe III: IMC � 40 kg/m2) 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 aiguë (orosomucoïde � 2.5 g/L, haptoglobine 

� 3.5 g/L, CRP � 15 mg/L), dyslipidémie sévère (cholestérol ou TGL � 10 mmol/L), 

hyperglycémie ou diabète (glucose � 8 mmol/L ou consommation des médicaments anti-

diabétiques), hypertension sévère [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 Etudier l’influence d’augmentation de l’IMC sur 

les altérations des facteurs du SM au fil du 
temps (5 ans) 

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

Type d’étude Analyse de données, statistiques, longitudinale Analyse de données, statistiques, transversale 

Population d’origine Cohorte STANISLAS Cohorte STANISLAS 

Echantillon (s) de la 
population étudiée 

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

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

Visites 1ière et 2ième  1ière  

 

Critères de sélection de la 
sous-population 

-Non-atteints de maladies chroniques/aiguës 

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

 

-Non-atteints de maladies chroniques/aiguës 

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

 

Données cliniques Sexe, âge, poids, IMC, tour de taille, rapport 
taille sur hanches, PAS, PAD 

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

Données biologiques Triglycérides, cholestérol total, HDL-C, ApoB, 
ApoAI, ApoE, glucose, acide urique, CRP, 
haptoglobine, orsomucoïde, AST, ALT, GGT, 
PAL, globules blancs 

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

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

Consommation d’alcool et de tabac 

No publication No1 No2 
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Tableau 2. Résumés des caractéristiques des sous-populations utilisées (suite) 
Objectifs Etudier le rôle des SNPs rs1421085 et 

rs17817449 du gène FTO dans l’évolution de 
l’IMC au fil du temps (5 ans) 

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

Type d’étude Génotypages, longitudinale Transcriptomique (puce ‘faite-maison’), transversale 

Population d’origine Cohorte STANISLAS Cohorte STANISLAS 

Echantillon (s) de la 
population étudiée 

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

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

 

7 non-hypertendus/non-obèses, 3 hypertendus, 6 obèses 
et 4 hypertendus/obèses 

Visites 1ière et 2ième  3ième  

 

Critères de sélection de la 
sous-population 

-Non-atteints de maladies chroniques/aiguës 

-Pas d’obésité sévère 

 

-Non-atteints de maladies chroniques/aiguës 

-Pas de médicaments 

Données cliniques Sexe, âge, poids, IMC Sexe, âge, taille, poids, IMC, PAS, PAD 

Données biologiques - Cholestérol total, HDL-C, glucose 

Données environnementales - Consommation d’alcool et de tabac 

No publication No3 No4 
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Tableau 3. Résumés des caractéristiques des sous-populations utilisées (suite) 
Objectifs Etudier dans les PBMCs l’expression de la 

leptine et ses relations avec les facteurs de risque 
des MCV tels que la pression artérielle et l’IMC 

Etudier dans les PBMCs l’expression de la visfatine et 
du TNF� et ses relations avec les facteurs de risque des 
MCV tels que la pression artérielle et l’IMC 

Type d’étude Transcriptomique (RT-PCR quantitative), 

transversale 

Transcriptomique (RT-PCR quantitative), transversale 

Population d’origine Cohorte STANISLAS Cohorte STANISLAS 

Echantillon (s) de la 
population étudiée 

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

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

Visites 3ième 3ième  

 

Critères de sélection de la 
sous-population 

-Non-atteints de maladies chroniques/aiguës 

-Pas d’obésité sévère 

 

 

-Non-atteints de maladies chroniques/aiguës 

-Pas d’obésité sévère 

Données cliniques Sexe, âge, poids, rapport taille/hanches, IMC, 
PAS, PAD 

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

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

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

Données 
environnementales 

Consommation d’alcool et de tabac Consommation d’alcool et de tabac 

No publication No5 No6 
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II. Méthodes 
 
II.1 Etudes en transcriptomique 
 
II.1.1 Extraction des ARN totaux 

Pour les études en transcriptomique, nous avons à notre disposition la banque de PBMCs du 

3ième point de recrutement de la cohorte STANISLAS. Les échantillons sont conservés à -

80°C dans le tampon de lyse Instapure Eurogentec et aliquotés à 2x106 cellules/ml. L’ARN 

total est extrait à l’aide de l’automate MagNa Pure (Roche Diagnostics). Cet appareil permet 

l’extraction automatique des acides nucléiques (32 échantillons/~2h), à 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 être utilisé avec 3 protocoles distincts 

correspondant au matériel biologique utilisé (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). 

 
 

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

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

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

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

l’extraction des ARN totaux par 8 échantillons). 

 

A. La première étape consiste à ajouter le tampon de lyse qui permet la lyse cellulaire. 

L’ajout de proteinase K digère les protéines cellulaires. 

B. Des billes magnétiques (silice) sont ajoutées dans la solution et l’ARN se fixe à leur 

surface. 

C. L’étape suivante est l’incubation avec une DNase qui dégrade les ADN contaminants, 

conduisant à l’obtention d’une solution d’ARN purifié. 

D. Le complexe (ARN et billes) est isolé et séparé de la solution (produits de lyse cellulaire, 

produits de dégradation protéique, produits de dégradation de l’ADN etc) à l’aide d’un 

aimant. 

E. Des lavages successifs complètent la purification. 

F. A la fin, le complexe est séparé du tampon de lavage à l’aide de l’aimant. 

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

 

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

 

 

Ensuite, un dosage à l’aide du spectrophotomètre Specord 205 (Analytic Jena, Wembley, 

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

échantillons et la qualité des ARN (spectre de l’échantillon et rapport A260/280).  
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II.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’à 100.000 gènes. 

L’échantillon à étudier est hybridé sur cette matrice. Appliquée à l’ARN, on peut analyser le 

niveau d’expression de milliers de gènes connus ou non : c’est l’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 première consiste à 

utiliser une puce regroupant le plus grand nombre possible de gènes. L’intérêt est de mettre en 

évidence les gènes suspectés et/ou inconnus impliqués dans une pathologie définie. Or, le coût 

et la multiplication des résultats à interpréter ont conduit à la création de puces à façon. Cette 

stratégie a été notre approche.  

La réalisation de la puce faite ‘maison’ a été effectuée par l’industriel MWG (spotting des 

oligonucléotides). La préparation des échantillons depuis l’extraction jusqu’au dépôt sur la 

lame a été effectuée au sein de notre laboratoire. La lecture a ensuite été confiée à MWG. Les 

5 grandes étapes de préparation sont décrites ci-dessous : 

1. Synthèse d’ADN double brin 

2. Transcription T7 

3. Fragmentation des ARNa-Cy anti-sens 

4. Purification des ARNa-Cy anti-sens fragmentés 

5. Hybridation sur la puce 

 

La lecture et l’analyse des lames permettra de savoir si certains gènes sont ainsi surexprimés, 

sous exprimés, ou invariants par rapport au contrôle permettant d’identifier les gènes d’intérêt 

au niveau des lymphocytes. 

 

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

thèse. 
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II.1.3 RT-PCR quantitative absolue en temps réel 

II.1.3.1 Reverse Transcription (RT) 

La technique de transcription inverse (reverse transcription-RT) est la synthèse de l’ADNc à 

partir de l’ARN. La synthèse d’ADNc est catalysée par les transcriptases inverses, des 

enzymes capables d’utiliser comme matrice l’ARN.  

Nous avons choisi le ‘QuantiTect®Reverse Transcription Kit’ (Qiagen, Courtaboeuf, France). 

La réaction se fait en deux étapes : élimination de l’ADN génomique et RT. Pour la première 

étape, l’ARN est mis dans le tampon ‘gDNA Wipeout Buffer’ pendant 2 minutes à 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 à 42°C, puis 3 minutes à 95°C pour 

dénaturer les enzymes. 

 

II.1.3.2 Préparation de la sous-banque d’ ADNc 

Après la RT, les échantillons (200μl) sont purifiés à l’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 200μl/individu. L’étape de purification 

sert à permettre le dosage des ADNc, les amener à une concentration standard et constituer 

ainsi la sous-banque d’ADNc qui offre l’avantage de quantifier un nombre important de gènes 

(16 gènes). Après l’obtention des ADNc purifiés, nous homogénéisons le contenu du tube 

(vortex) et nous prélevons 10μl pour le dosage au spectrophotomètre. La concentration 

obtenue est ensuite diluée à 5ng/μl (dans le tampon d’élution EB) qui correspond à la 

concentration standard. 

Tous les échantillons sont aliquotés à 12 μl : 5μl/échantillon pour la PCR (Polymerase Chian 

Reaction) en temps réel x 2 (duplicata) + 2μl de marge. Les échantillons d’ADNc sont enfin 

congelés à -20°C et sont prêts à être utilisés pour quantifier les gènes de nos études. 

 

II.1.3.3 Principe de la quantification absolue 

La réaction d’amplification de la séquence ADNc cible suit les mêmes étapes qu’une PCR 

classique, c’est-à-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 l’amplicon formé en temps réel (Figures 3A, 3B, 3C, 3D). Cette 
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technique permet de faire une quantification relative de gènes d’intérêt dans des échantillons 

donnés par rapport à un gène de référence non régulé. Il permet aussi de faire une 

quantification absolue (détermination en nombre de copies) par rapport à une courbe standard. 

En regard des autres techniques de biologie moléculaire classiquement utilisées pour étudier 

l’expression des gènes (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 être visualisés en 

temps réel pendant la PCR, 32 échantillons peuvent être traités simultanément (dans des 

capillaires de petit volume) et la courbe de fusion permet de vérifier la pureté de l’amplicon 

formé et sa spécificité. 

Dans notre laboratoire, l’appareil utilisé pour la PCR en temps réel est le Light Cycler (Roche 

Molecular System). Cet appareil permet l’amplification de 32 échantillons simultanément et 

utilise comme fluorophore le SYBR Green. A chaque cycle de PCR, chaque capillaire passe 

devant le système optique et la fluorescence est lue. Le SYBR Green est un fluorophore 

capable de se lier à l’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 lié à l’ADN. Il est très stable 

(seulement 6% de son activité est perdue). Le microspectrofluorimètre couplé au 

thermocycleur permet de lire cette fluorescence (Figure 8). 

 

   
 
 
 

 

 

amorce SYBR Green Lumière 

Figure 8A. Phase de dénaturation. 
Au  début de l’amplification, le mélange 
réactionnel contient de l’ADN dénaturé, les 
amorces et le fluorophore non lié 
 

Figure 8B. Phase d’hybridation. 
Après le couplage des amorces, le 
fluorophore se lie à l’ADN double brin. La 
liaison se traduit par une augmentation de la 
fluorescence 
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polymerase

Figure 8C. Phase d’élongation. 
Pendant l’étape d’élongation, le nombre 
des molécules de fluorophore lié à 
l’ADN synthétisé, augmente ce qui se 
traduit par une augmentation de la 
fluorescence. La fluorescence est 
mesurée à la fin de l’étape d’élongation 
de chaque cycle. 
 

Figure 8D. Phase d’élongation 
finale. 
A la fin de la phase d’élongation, tout 
l’ADN est sous forme double brin. La 
quantité maximale de fluorophore est liée à 
l’ADN 

 

 

 

 

 

 

 

Le kit de choix pour le Light Cycler est le Kit LightCycler® FastStart DNA MasterPLUS 

SYBR Green I. Le mix contient tous les réactifs principaux d’une PCR classique (dNTPs, 

MgCl2, Taq Polymerase, le tampon de l’enzyme) et le fluorophore SYBR Green. Les 

paramètres à optimiser pour mettre au point la PCR sont ainsi réduits. Cependant, la phase de 

préparation du mix doit être faite avec précautions (volumes utilisés très petits, risque de 

contamination). 

Le protocole du mix est défini par le fournisseur en ce qui concerne le volume du MasterMix 

(4μl) et de l’échantillon d’ADNc (5μl). Le volume final étant 20μl, 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 à partir de laquelle 50% de l’ADN est sous forme double 

brin et 50% sous forme simple brin. Après le dernier cycle de PCR, la température est 

rapidement élevée à 95°C pour dénaturer l’ADN double brin, puis elle est abaissée à la 

température d’hybridation ce qui provoque la reformation d’ADN double brin. La température 

est ensuite élevée lentement à 95°C. La fluorescence est lue en continu pendant cette 

remontée en température (Figure 9A) : 

� Le SYBR Green est fluorescent tant qu’il est lié à l’ADN double brin 
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� Quand la température augmente, l’ADN double brin se dissocie, ce qui entraîne la 

libération du SYBR Green dans le milieu et une diminution progressive de la fluorescence 

� Lorsque 50% de l’ADN double brin est dissocié, la fluorescence chute ensuite brutalement 

par dissociation totale des brins. La température atteinte correspond à la température de 

fusion du produit synthétisé, ce qui se traduit par un pic spécifique sur l’écran (Figure 9B). 

 

Tm

 
Figure 9A. Fluorescence en fonction de la tempér
Figure 9B. Courbe de fusion où on observe le pic spécifiq

ature 
ue qui correspond au Tm du 

fait à l’aide du logiciel Primer Premier de Biosoft 

ur cela, il suffit de préciser la séquence d’ADN qu’on veut 

ut se faire de manière automatique ou manuelle. Il faut 

amorces 

des 5-30 

nuc

fragme rces proche et 6) des amorces qui ne se trouvent pas à 

roximité de la queue polyA de l’ARNm (sinon, on a une amplification non-spécifique). Le 

fragment 
 

 

II.1.3.4 Choix des amorces 

Le choix des amorces est 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Po

amplifier. La recherche des amorces pe

ensuite déterminer les critères souhaités pour les amorces. Pour le choix des 

tinées à la PCR en temps réel, les caractéristiques principales sont : 1) longueur de 1

léotides, 2) 40-60% de GC, 3) % de GC proche pour les deux amorces, 4) taille du 

nt de 150-300pb, 5) Tm des amo

p
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logiciel nous renseigne également au niveau des structures secondaires qui peuvent exister 

). 

La  ce s fac CR en te

 

Le s pour pl rs gènes  : 

Molécules d’inflamm

pour chaque couple (dimères, épingles à cheveux

 satisfaction de s critère ilite la mise au point de la P mps réel. 

s amorce usieu  ont été ainsi choisies, telles que

ation : TNF

Adipokines

-�, IL-6 

 : visfatine, leptine 

Molécules d’adhésion : ICAM-1 

Gènes de ménage : RPL13A, GAPDH 

La mise au point d’une PCR en temps réel pour un gène est vérifiée par deux points : 

1. Une courbe de fusion avec un pic (qui correspond au Tm specifique du fragment) 

ent, après dépôt du produit 

de PCR sur g rose 

 

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

Ta . Conditi e PCR 
ène oncentration 

d’amorces 

ybridation xtension o de 

cycles 

RPL13A 1.25μM Sens 5’ GGTCTGAGCCCAATAAAG 3’ 54°C 12 sec 72°C 8 sec 35 

  Antisens 5’ CACAATTCTCCGAGTGC 3’    

GAPDH  35 

  Antisens 5’ CGCTCCTGGAAGATGGTGAT 3’    

ICAM-1 0.5μM Sens 5’ CCCCGGTATGAGATTG 3’ 54°C 5 sec 72°C 15 sec 35 

  Antisens 5’ TACCCCCAGGAGAAGATTCC 3’    

TNF-� 0.75μM Sens 5’ TCTACTTTGGGATCATTGCC 3’ 60°C 10 sec 72°C 7 sec 40 

  Antisens 5’ GTGGTGGTCTTGTTGCTTA 3’    

IL-6 1μM Sens 5’ TACCCCCAGGAGAAGATTCC 3’ 60°C 5 sec 72°C 8 sec 40 

  Antisens 5’ GCCATCTTTGGAAGGTCAG 3’    

LEPTINE 0.5μM Sens 5’ GTGCGGATTCTTGTGG 3’ 60°C 10 sec 72°C 6 sec 40 

 TTTGGAGGA 3’    

VISFATINE 0.5μM Sens 5’ TGTGGTCAGCGATAGC 3’ 62°C 10 sec 72°C 8 sec 40 

 TGGCAGC 3’    

2. Une seule bande qui correspond au nombre de pb du fragm

el d’aga à 2% 

bleau 4 ons d en temps réel 
G C Amorce Séquence H E N

0.5μM Sens 5’ ACGGATTTGGTCGTATTGGG 3’ 60°C 5 sec 72°C 9 sec 

 Antisens 5’ GACTTTCTG

 Antisens 5’ AAGATAAGG
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Les courbes de fusion pour nos gènes d’intérêt, sont les suivantes (Figures 10A, 10B, 10C, 

10D, 10E, 10F, 10G) 

 
Figure 10A. Mise au point du gène GAPDH. 

 

 
Figure 10B. Mise au point du gène RPL13A. 

 

 
Figure 10C. Mise au point du gène visfatine. 
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Figure 10D. Mise au point du gène leptine. 

 

 
Figure 10E. Mise au point du gène ICAM-1. 

 

 
Figure 10F. Mise au point du gène TNF-�. 
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Figure 10G. Mise au point du gène IL-6. 

 

II.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 

t est purifié avec le kit QIAquick PCR 

. La quantification des fragments est ensuite 

ite par spectrophotométrie. La formule pour calculer le nombre de copies dans le tube mère 

ième (chaque dilution au 10ième correspond à 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 à une efficacité de PCR de 100%. Plus l’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 à partir de la pente (Efficacité = 10-1/pente), 

la pente étant calculée par l’appareil. Un autre indicateur, l’erreur, est également estimé par 

gamme étalon pour chaque gène d’intérêt. Ce produi

Purification Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France)

fa

est la suivante : 

Nombre de copies par μl = 6x1023 molécules (copies/mol) x concentration (g/μl) / masse 

moléculaire (g/mol) 

1 mol = 6x1023 molécules (copies) 

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

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

 

Ensuite, nous réalisons des dilutions au 10
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l’appareil et nous donne une idée de la qualité de la gamme (idéalement, tous les points se 

ouvent sur la droite, avec une erreur de zéro) (Figure 11B). tr

Puisque pour la quantification absolue, nous nous basons sur la gamme pour quantifier nos 

échantillons d’intérêt, il faut également définir la fourchette des dilutions de la gamme étalon, 

en fonction des taux d’expression de notre gène d’intérêt dans le tissu d’intérêt à étudier (si 

l’expression d’un gène 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 à 

utiliser définis, chaque point de la gamme est aliquoté et congelé à -20°C pour être utilisés 

dans chaque quantification ultérieure. 

 

Point de la gamme 

3.3 cycles 

 
Figure 11A. Amplification des points de la gamme 

Figure 11B. Courbe des points de la gamme 

 

II.1.3.6 Quantification absolue 

L’étape ultime consiste à amplifier simultanément une quantité inconnue d’ADNc du gène 

d’intérêt avec les différents points de la gamme pour lesquels le nombre de copies est connu. 

 est amplifié en duplicata (pour contrôler les intra-variations, c’est-à-dire, 

hantillon de 

oncentration connue est utilisé (pour contrôler les inter-variations, c’est-à-dire, les variations 

dues à la PCR). 

L’appareil calcule ensuite le nombre de copies correspondant au fragment du gène d’intérêt. 

Chaque échantillon

les variations dues aux manipulations) et dans chaque ‘run’ de PCR, un éc

c
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II.2 Genotypages 

 

Le génotypage des échantillons de la cohorte STANISLAS a été effectué à l’Institut Pasteur 

de Lille dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe CNRS 8090-Institut de Biologie, 

dirigée par le Professeur Froguel Philippe. Cette équipe est une plateforme de génotypage, 

ayant l’équipement nécessaire pour réaliser des manipulations à grande échelle. Les 

échantillons d’ADN ont été amenés à la concentration de 100ng/μL. Toute la procédure de 

préparation des échantillons a été prise en charge par l’automate Beckman Biomek NX 

(Beckman Coulter, Paris, France) et avec des réactifs du kit TaqMan® SNP Genotyping 

Assays (Applied Biosystems, Foster City, Calif. USA). Les amorces de PCR ainsi que les 

sondes TaqMan 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 - 

élongation : 60°C pendant 1.30 minute. La lecture des SNPs a été effectuée par l’instrument 

‘7900HT Fast Real-Time PCR System’ (Applied Biosystems, Foster City, Calif. USA). 

Les sondes TaqMan® incorporent la molécule ‘minor groove binder’ (MGB) qui permet 

l’optimisation de l’étape d’hybridation, en offrant une meilleure stabilité du complexe sonde - 

ADN. Cette stabilisation permet l’utilisation des sondes d’une petite taille, de l’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). 

 
Figure 12. Discrimination allélique par hybridation sélective des probes 

TaqMan®MGB. 
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Globalement, les étapes principales du génotypage sont les suivantes (Figure 13) 

 

 
ypage par la technologie TaqMan® SNP Genotyping Assays. 

Préparation 

PCR 

Lecture 

Analyse 

Figure 13. Etapes du génot
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III. Analyses statistiques 

mées en log  pour atteindre une distribution normale. 

ec l’IMC, nous avons utilisé le 

z-score. La formule utilisée pour calculer le z-score est la suivante : 

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

Inc., Cary, NC). 

 

Pour l’étude longitudinale, les valeurs sanguines des molécules mesurées, ont été ajustées sur 

l’effet de la variabilité mensuelle, pour éliminer l’effet des variations saisonnières et 

analytiques. Pour chaque variable, les taux ont été ajustés sur les moyennes tronquées 

mensuelles, obtenues par une population sélectionnée d’ hommes supposés sains, âgés de 20-

40 ans qui a suivi l’examen de santé simultanément à la population incluse dans la cohorte 

STANISLAS. 

 

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

masse grasse ont été transfor 10

 

Dans notre étude sur les associations des SNPs du gène FTO av

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

 

L étant le coefficient d’aplatissement 

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

 

Ceci permet de prendre en compte les variations de l’IMC en fonction de l’âge et du sexe. 

 

III.1 Etudes individuelles 

 

III.1.1Etudes d’associations phénotypiques 

III.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 

l’expression génique). Le test de Kruskal-Wallis est un test alternatif, pour des variables 

quantitatives qui n’ont pas une distribution normale (il peut être plus fiable qu’un test 

paramétrique qui utilise des valeurs transformées). 
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III.1.1.2 Comparaison de moyennes et pourcentages 

Nous avons appliqué les tests paramétriques ANOVA et test de tendance qui utilisent des 

aleurs transformées. L’ANOVA (Analysis of variance - analyse de variance) examine s’il y a 

deux groupes pour une variable (par exemple l’expression 

des facteurs associés au SM entre les hommes et 

s femmes). Ce test compare les moyennes de deux ou plusieurs groupes et est utilisé pour 

ouvent utilisé pour l’analyse des données 

I.1.1.3 Coefficient de corrélation et régression multiple 

variables ainsi que le sens de l’association, nous 

tion de Pearson (r) (par exemple entre des variables 

élation partielle (par exemple les associations des facteurs 

ass é

et chez

No a

modélisation, où nous prédéfinissons des variables dépendantes et des variables 

indépendantes. Dans ce modèle, le  

de la variable dépendante [par exemple la part

(variables dépendantes) expliquée par la masse grasse totale, la leptine et le rapport 

odèle 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 l’étude des associations de la 

v

des différences significatives entre 

de la visfatine entre les hommes et les femmes ou les différences des paramètres 

anthropométriques ou des valeurs sanguines 

le

des variables quantitatives. Le test de tendance est s

catégorisées et teste l’hypothèse qu’il existe un sens dans l’association étudiée, contrairement 

à un test ANOVA (par exemple les changements de l’IMC en relation avec les altérations des 

facteurs associés au SM, où nous avons considéré que l’IMC augmente pour tous les groupes 

d’IMC). 

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

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

 

II

Pour évaluer les associations entre deux 

avons calculé le coefficient de corréla

continues telles que l’âge et le sexe avec l’expression de la leptine et le TNF�). Ce test, 

contrairement à 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 corr

oci s au SM avec la masse grasse, la leptine ou le rapport taille/hanches chez les hommes 

 les femmes). 

us vons également appliqué l’analyse de régression multiple. Cette analyse est un type de 

s variables indépendantes expliquent une part de variance

 de variance des facteurs associés au SM 

taille/hanches (variables indépendantes)]. Dans ce type de modèle, si les variables 

dépendantes présentent une forte colinéarité entre elles, le m
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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 à la masse grasse, nous avons calculé les résidus de 

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

 

III.1.1.4 Test d’interaction du sexe 

Afin de tester les différences entre les deux sexes, en ce qui concerne les coefficients de 

utilisé. 

I.1.1.5 ‘Generalized Estimating Equation’ (GEE) 

es sujets d’une cohorte familiale, il y a le risque de 

surestimation de certaines associations, puisque les sujets sont liés (au niveau génétique et 

ui sont éventuellement issus de la même famille 

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

� La population est panmictique [les couples se forment au hasard (panmixie), et leurs 

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

� Les générations successives sont discrètes (pas de croisement entre générations 

diff

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

régression, un test d’interaction a été 

 

II

Quant aux études individuelles d

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 l’utilisation de cette stratégie est dans l’étude de l’effet des SNPs du gène FTO 

sur l’IMC. Cette étude a inclus des enfants q

 

III.1.2Etudes d’associations génotypiques 

III.1.2.1 Equilibre de Hardy-Weinberg 

Pour chaque étude génétique, le premier test à réaliser est celui de l’équilibre de Hardy 

Weinberg. L'équilibre de Hardy-Weinberg est le modèle théorique central de la génétique des 

populations. La notion d'équilibre dans le modèle de Hardy-Weinberg est soumise aux 

hypothèses/conditions suivantes :  

gamètes se rencontrent au hasard (pangamie)].  

� La population est "infinie" (très grande: pour minimiser les variations 

d'échantillonnage).  

érentes).  

D

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 à partir des fréquences alléliques. Ainsi : soient A et a deux allèles 

’un même locus, tels que q est la fréquence de l’allèle A et 1-q la fréquence de l’allèle a. Les 

équences des génotypes en équilibre de Hardy Weinberg sont : 

2 = fréquence du génotype AA 

pe Aa 

2

son 

Si, u  aléatoire des allèles n'est pas réalisée lors de la 

form ypes présenteront des fréquences supérieures, ou 

inférieu état d'équilibre. 

Pour l'haplotype A1B1 on peut alors écrire : 

où D est une valeur relative qui représente le déséquilibre d'association gamétique (dit aussi, 

ibre de liaison ou "linkage disequilibrium"). Les 

lles, ne le sont pas, 

gie par le principe de Hardy-Weinberg. La somme des 

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

s A1B2 soit : 

X  = x y  - D. 

d

fr

q

2q(1-q) = fréquence du génoty

(1-q)  = fréquence du génotype aa 

 

III.1.2.2 Déséquilibre de liai

à ne génération donnée, l'association

ation des gamètes, certains haplot

res, à celles attendues à l'équilibre. La population n'est donc pas à l'

X11 = x1y1 + D, 

mais de façon moins correcte, déséquil

fréquences des autres haplotypes seront modifiées avec la même valeur absolue. En effet, si la 

fréquence d'association des allèles est modifiée, les fréquences alléliques, e

car la population est toujours ré

doit être égale à x1. Ceci implique que la fréquence des haplotype

12 1 2

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 à 

l'équilibre et de D, s'écrivent : 

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

 

L’hypothèse T0 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. 

 

 

 

III.1.2.3 Modèles génétiques 

En génétique, plusieurs modèles existent concernant l’effet d’un allèle sur un certain 

phénotype. Chaque modèle émet une hypothèse et globalement, les hypothèses et modèles 

existants sont les suivants : 

� Modèle dominant : aa vs Aa + AA 

� Modèle récessif : aa + Aa vs AA 

e en composantes principales (‘Factor Analysis’) 

 

Cette méthode multifactorielle permet d’obtenir des représentations graphiques qui 

constituent le meilleur résumé possible de l’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 où nous avons eu un 

grand ensemble de variables à 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 

liées entre elles. Au départ, l’ensemble des variables se présente sur une matrice (matrice des 

� Modèle additif qui attribue : 0, 1, 2 aa, Aa et AA respectivement 

� Modèle des comparaisons catégoriques : comparaisons catégoriques de aa vs Aa vs 

AA 

a étant l’allèle sauvage et A l’allèle muté 

Ainsi, nous pouvons à l’aide de ces modèles, préciser l’effet génétique sur un phénotype (par 

exemple le modèle additif pour l’effet des SNPs du gène FTO sur l’IMC). 

 

III.2 Analys
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corrélations). A partir de cette matrice seront créés des nuages (composantes principales) de 

ariables en fonction de leurs corrélations. Cette matrice permet de calculer la proportion de 

ariance partagée entre deux ou plusieurs variables (en anglais ‘communality estimates’). 

nsuite, les composantes principales sont transformées à l’aide de la rotation ‘variance 

aximizing - varimax’ (méthode de rotation orthogonale) pour l’interprétation des 

omposantes principales et pour assurer l’indépendance entre elles. Chaque variable classée 

ans une composante principale, porte une valeur de ‘saturation’ (en anglais ‘factor loading’) 

ui correspond au coefficient de corrélation de Pearson entre cette variable et la composante 

rincipale. La ‘valeur propre’ (en anglais ‘eigenvalue’) est la somme des carrés des 

orrélations entre chaque variable de départ avec le composant principal et représente la 

roportion de variance expliquée par la composante principale. La part de variance expliquée 

’une composante principale consiste en la somme des proportions de variance partagée entre 

s variables. 

 faut noter que le choix du nombre des composantes principales à retenir pour expliquer la 

ariance totale est arbitraire. Ainsi, comme critère, nous pouvons utiliser la ‘valeur propre’ 

upérieure à 1, le pourcentage de variance, le Scree test…Nous avons utilisé le pourcentage 

e variance totale (environ 100%).  

nfin, le calcul des scores factoriels (en anglais ‘factor scores’) sert pour les analyses 

ltérieures concernant les composantes principales et permet de situer la position d’un sujet 

ur une composante principale. Le score factoriel correspond à la somme pondérée des 

aleurs des variables pour chaque individu par la ‘saturation’ de chaque variable. Ce score 

ermet de recalculer es 

principales. 

v

v

E

m

c

d

q

p

c

p

d

le

Il

v

s

d

E

u

s

v

p  les valeurs brutes des variables, après la création des composant
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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 diabète ou d’une obésité sévère, mais 

qui, pour autant, ont un ou plusieurs facteurs du SM, contrairement aux études cas-contrôles, 

pourrait apporter de nouvelles connaissances, quant aux sujets en bonne santé relative. En 

plus, l’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 

études de la littérature et d’approfondir en même temps les facteurs qui sont peu étudiés 

jusqu’à présent ainsi que de mettre en évidence de nouvelles relations  entre eux. 

L’intérêt que nous avons porté à l’étude du SM a été facilité par la disponibilité et la nature de 

données associées à cet état pré-pathologique dans la cohorte STANISLAS.  

Nos hypothèses ont pu être justifiées par les résultats fructueux obtenus. 
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I.1 Influence des variations au cours du temps de l’IMC sur les modifications des 

e place centrale dans le développement du SM. Le progrès de la compréhension 

u SM a pu attribuer une importance, non à l’obésité, mais plutôt à l’adiposité et à 

emieux 2006]. Cette 

de tenir compte simultanément de l’ensemble de ces paramètres.  

e ? 

ions, il a fallu réaliser une étude longitudinale

facteurs du SM (Publication No1). 
 
I.1.1 Pourquoi cette étude ? 
L’obésité a un

d

l’accumulation et la distribution de la masse grasse [Despres et L

distribution est dépendante, au moins partiellement, du sexe. Or, plus l’IMC augmente, plus 

les hommes et les femmes tendent à avoir la même répartition [Schreiner et al. 1996]. Ainsi, 

pour l’étude des sujets de poids normal, en surpoids ou ayant une obésité modeste, il faut tenir 

compte du sexe.  

Les individus appartenant à cette fourchette d’IMC (17kg/m2 <= IMC < 40kg/m2), ce qui est 

le cas pour la plupart des individus de la cohorte STANISLAS, peuvent développer une 

hypertension, un profil lipidique à risque, des taux sanguins de glucose élevés ou une 

résistance à l’insuline, sans pour autant manifester du diabète ou des MCV. Cependant, ces 

facteurs constituent les facteurs dits classiques du SM et exposent ces individus à un certain 

risque accentué. A ces paramètres viennent récemment s’en ajouter de nouveaux, tels que les 

bio-marqueurs de l’inflammation (le plus étudié étant la CRP), l’acide urique et les enzymes 

hépatiques.  

Bien que ces facteurs aient été étudiés en relation avec l’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 

 

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 l’évolution de 

l’IMC? 

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

d’une obésité aggravé

 

 Pour répondre précisément à ces quest

(intervalle de 5 ans entre le t0 et le t1), en excluant les individus souffrant d’une obésité sévère 

(obésité classe III : BMI � 40 kg/m2) et en stratifiant par sexe la population étudiée. 
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aux changements des autres 

téristiques anthropométriques (poids, rapport tour de taille/hanches, tour de taille) chez 

P la consommation de cigarettes 

ion). L’augmentation de l’IMC a 

concentration sanguine de la CRP et de 

ont été significatives pour les paramètres 

suivants : TGL, ApoE, haptoglobine, orosomucoïde, ASAT, ALAT, GGT et PAL. Ces 

résultats montrent des associations entre l’évolution de l’IMC et des variantes liées au SM, en 

fonction du sexe. 

 

I.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 paramètres du SM, des paramètres 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). 

 

I.1.4 Analyse en composantes principales 

L’analyse en composantes principales a identifié 5 composantes principales avec une part de 

variance expliquée >10% (40.8%, 21.8%, 19.9%, 13.2%, 11.5%). Ces facteurs regroupent les 

 

La répartition des caractéristiques et des variables liées au SM au point t0 de l’échantillon des 

1099 sujets adultes, stratifiée par sexe, et par groupe d’évolution d’IMC, est figurée dans 

l’Annexe 1.  

 

I.1.2 Associations entre l’évolution de l’IMC et les facteurs liés au SM 

Le Tableau 5 représente les associations entre les modifications des facteurs du SM et 

l’évolution de l’IMC. L’évolution de l’IMC a été associée 

carac

les hommes et chez les femmes ( �0.001), ainsi que à 

(augmentation de l’IMC liée à une diminution de consommat

été également associée dans les deux sexes à une aggravation des valeurs suivantes : PAS et 

PAD, taux sériques des TGL, taux du cholestérol total, de l’HDL-C, taux sanguins des Apo B 

et E, de l’acide urique et de l’orosomucoïde, nombre de globules blancs circulants et activité 

enzymatique de la GGT. Chez les hommes uniquement, nous avons pu observer une 

association significative entre l’évolution de l’IMC et les taux sanguins de l’ApoA1 et 

également l’activité enzymatique des ASAT, ALAT. Chez les femmes par contre, l’évolution 

de l’IMC a été liée aux modifications de l’activité enzymatique de la phosphatase alkaline 

(PAL, alkaline phosphatase-ALP) et de la 

l’haptoglobine. Les interactions avec le sexe 



 

varia
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bles qui changent de la même manière entre t0 et t1: 1) ‘lipides à risque’ incluant Apo

cholestéro SA

et GGT, 3) ‘inflammation’ incluant orosomucoïde, haptoglobine, CRP, PAL et globules 

blan  l

PAS, PAD et glucose. Ces résult e

paramètres anthropométriques, tour de taille et rapport taille/hanches, sont exclus de l’ana

en com

pour

I.1.5

Enfin nous avons analysé les associations éven e ntre s  mposantes pri p

obtenues et l’évolution de l’IMC. Le Tablea e q utio e l’IM
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Tabl ‘Saturations’ des changements en 5  des variables associées au SM sur les 
5 composantes principales chez les hommes et les femmes. 
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I.1.6 Points forts de l’étude 

Il est important de souligner trois points qui ont permis d’obtenir des résultats fiables et de 

pondre avec exactitude à nos objectifs. 

 population et des critères d’exclusion. Tout d’abord, la nature de 

es et les femmes. L’échantillon choisi représente une répartition 

 les 

hangements de consommation d’alcool et de cigarettes a été effectué. Or, cet ajustement ne 

mes telles que le comportement 

tion de l’IMC et les ‘lipides de protection’ est 

stée significative (P=0.05) et n’a influencé, ni les associations des 4 autres facteurs avec 

té des interactions du sexe. 

nnières. Il faut aussi noter que les mesures de tous les paramètres pour les 

ré

Premièrement, le choix de la

la cohorte STANISLAS permet une certaine homogénéité de la sous-population à étudier, en 

terme de maladies (absence de MCV, diabète, cancer) et de provenance des individus (origine 

française). En plus, nous nous sommes limités à des adultes (30-64 ans), non-affectés d’une 

obésité sévère (IMC >= 40kg/m2) et qui n’avaient pas des valeurs de variables du SM 

extrêmes : abus d’alcool (consommation >= 120g/jour), activité des enzymes hépatiques 

anormale (ASAT >= 120U/L, ALAT et GGT >= 200U/L), dyslipidémie sévère (cholestérol 

totale ou TGL >= 10mmol/L), hyperglycémie (glucose >= 8mmol/L), hypertension sévère 

(PAS >= 185mmHg, PAD >= 120mmHg), inflammation aigue (orosomucoïde >= 2.5g/L, 

haptoglobine >= 3.5g/L, hs-CRP >= 15mg/L). 

Deuxièmement, les ajustements utilisés pour éviter les biais dus aux différences autres que 

biologiques entre les homm

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 

l’âge, l’IMC, les consommations d’alcool et de cigarettes à t0 et également sur

c

tient pas compte des différences entre les hommes et les fem

vis-à-vis de l’alcool (les hommes consomment toujours plus que les femmes) et l’état 

hormonale (ménopause). Ainsi, nous avons appliqué un autre ajustement pour assurer la 

fiabilité de nos résultats. En effet, après l’application des critères 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 été modifiés. En ce qui concerne l’exclusion des individus consommant 

>24g/jour d’alcool, l’association entre l’évolu

re

l’évolution de l’IMC, ni la significativi

Enfin, la variabilité analytique à 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 à l’effet de la variabilité mensuelle pour éliminer l’effet des variations 

analytiques et saiso
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deux visites ont été réalisées dans le même centre de santé et dans le même laboratoire, avec 

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

 

I.1.7 Originalité de l’étude 

Cette étude longitudinale a pu contribuer à : 1) la confirmation globale des relations 

antérieurement décrites par la littérature entre l’évolution de l’IMC et les facteurs liés au SM 

(pression artérielle, profil lipidique, CRP, les enzymes hépatiques ASAT, ALAT et GGT et 

l’acide urique) chez les hommes et/ou chez les femmes, grâce au caractère synthétique du 

design de notre travail, en terme de nombres de composantes principales testés 

simultanément, 2) l’identification de 5 composantes principales (‘lipides à risque’, ‘enzymes 

 nous nous sommes 

 considérable d’études confirme nos résultats concernant les associations 

2001]. Pour les taux sanguins de 

lucose, comme dans notre étude, des travaux antérieurs n’ont pas pu trouver de relation avec 

hépatiques’, ‘inflammation’, ‘lipides de protection’ et ‘pression artérielle’) basée sur le 

‘pattern’ de changement des variables métaboliques du SM pour éviter le problème soulevé 

par des comparaisons multiples et 3) la mise en évidence des associations entre les 

modifications des variables du SM et de l’IMC dépendant du sexe ; associations également 

observées pour les clusters. 

Contrairement aux études utilisant des composantes principales pour contribuer à 

l’avancement de la recherche sur le SM au niveau diagnostic ou prédictif,

focalisés sur l’impact de l’augmentation de l’IMC sur les variables du SM à court terme.  

 

I.1.8 Associations communes entre les hommes et les femmes 

Un nombre

communes dans les deux sexes entre l’aggravation de l’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 l’activité enzymatique de l’enzyme GGT 

[Lee et al. 2001a] et de l’acide urique [Nakanishi et al. 

g

l’évolution de l’IMC [Rainwater et al. 2000].  

 

I.1.9 Associations en fonction du sexe 

L’évolution de l’IMC a été préférentiellement associée avec l’enzyme PAL et les marqueurs 

d’inflammation (CRP, haptoglobine, orosomucoïde 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 été déjà démontré que l’IMC et l’obésité sont liés à l’inflammation mais peu de 

connaissances existent sur leurs relations au cours du temps. Pour détailler, une association 

ositive entre la perte de poids et les taux sanguins de la CRP a été démontrée dans une 

ion de l’aggravation de l’IMC avec les changements de l’enzyme PAL chez les 

mmes pourrait être expliquée par le fait que les paramètres biochimiques du métabolisme 

ltérations de l’IMC et cette association est 

me constaté dans ces études, l’IMC est le facteur principal pour 

p

population de femmes [Heilbronn et al. 2001], ainsi qu’une augmentation des taux de CRP 

avec l’augmentation de l’IMC, toujours chez les femmes [Pieroni et al. 2003]. Il est 

intéressant de signaler que les associations de l’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 suggèrent une augmentation de l’inflammation chez les femmes 

comparée aux hommes pour les mêmes changements de l’IMC. Ceci propose un impact plus 

délétère chez les femmes que chez les hommes pour la même prise de poids. 

Une explication plausible pourrait être donnée par l’adipokine leptine, molécule non 

seulement associée à l’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 l’obésité chez les femmes et pas chez les hommes [Abdullah et al. 2007]. 

Cette adipokine contribue d’une manière directe ou indirecte à la production de la CRP et par 

conséquent, les associations des changements de la concentration de la CRP et de l’IMC en 

fonction du sexe pourraient être dues, au moins partiellement à la leptine. 

En revanche, en ce qui concerne les associations entre les changements de l’IMC et les 

marqueurs d’inflammation, haptoglobine et orosomucoïde, une seule étude a démontré des 

associations positives [Engstrom et al. 2003b] mais leurs relations avec l’obésité restent à 

clarifier. 

Enfin, la relat

fe

osseux (parmi eux le PAL) sont associés avec les a

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

 

Au sujet des enzymes hépatiques ALAT, ASAT, GGT, très peu de travaux de recherche se 

sont focalisés sur les changements de l’ensemble de ces enzymes avec l’évolution de l’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 l’effet de la consommation de l’alcool qui augmente l’activité des enzymes 

hépatiques dans le sang. Com

 85



 

les changements de l’activité des enzymes, puisque après ajustement sur la consommation 

e grasse intra-

bdominale est liée d’une façon non-linéaire avec le poids, l’IMC, et le tour de taille lorsque 

ites intra-abdominaux pourrait affecter le 

étabolisme du foie et l’activité des enzymes hépatiques. Chez les femmes, la tendance à 

accumuler de la graisse d’une manière plus homogène pourrait entraîner une inflammation 

généralisée.  

 

I.1.10 Remarques sur les composantes principales 

Comme expliqué auparavant, nous avons regroupé en composantes principales les facteurs du 

SM qui changent de la même manière au cours du temps et non pas les facteurs qui sont liés 

entre eux. Il est intéressant de noter que les paramètres du profil lipidique qui sont très 

souvent associés changent de la même manière et se retrouvent dans la composante principale 

‘lipides à risque’. Le regroupement dans la même composante principale des marqueurs de 

l’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 à risque’ qui inclut les variables du profil lipidique, l’acide urique et la GGT est 

similaire [Onat et al. 2006].  

 

d’alcool, les associations restent significatives.  

 

Les associations spécifiques au sexe que nous avons observées pourraient être 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 l’adiposité et de l’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 l’activité des 

enzymes hépatiques [Adams et Angulo 2005]. Chez les hommes, la mass

a

ces indices sont à des niveaux relativement bas. Cette relation devient linéaire seulement à 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 

élevés de l’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 sévère, conduit à une 

accumulation sur des sites différents, de la masse grasse entre les deux sexes. Par conséquent, 

la tendance à accumuler de la masse grasse sur les s

m

 86



 

I.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 élevé de 

volution de l’IMC et des variables 

sujets participant au t0 n’assiste pas au deuxième point et ceci pourrait conduire à une 

diminution de la puissance statistique due aux différences des caractéristiques au t0 entre les 

individus qui ont participé au deuxième 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 à celles des hommes pour lesquels nous avons eu un suivi. Ceci suggère une 

sous-estimation de l’effet des facteurs du SM. Cependant, l’échantillon que nous avons étudié 

a été suffisant pour démontrer des associations statistiquement significatives.  

 

En dehors des associations précédemment décrites sur l’é

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

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

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

principales. Nos résultats soulignent l’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, entraînées par la prise 

de poids et essentiellement influencées par le sexe.  
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I.2 Relations de la leptine circulante avec les facteurs du SM en tenant compte des 
indices classiques de l’obésité (masse grasse, rapport tour de taille/hanches) (Publication 
No2) 
 
I.2.1 La nécessité de cette étude 
Comme argumenté auparavant, les mêmes changements de l’IMC pour les deux sexes 

n avec le SM, mais les relations démontrées 

oncernent plutôt des associations via l’obésité avec le SM. A notre connaissance, il n’existe 

ci provient du fait que la leptine a une forte 

bésité, en 

totale, ratio tour de taille/hanches).  

diposité et 

inflammation chez les femmes et entre l’adiposité et les enzymes hépatiques, lipides de 

entraînent des altérations de certaines différentes variables du SM, probablement à 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, l’accumulation de graisse au niveau du foie altère le métabolisme des acides gras 

ainsi que la sécrétion des adipokines [Rector et al. 2008].  

La leptine est l’adipokine la plus étudiée en relatio

c

pas d’étude démontrant une association directe de cette molécule avec le SM (en ajustant sur 

des marqueurs précis de la masse grasse). Ce

colinéarité avec l’IMC et la masse grasse. Or, nous ne savons pas jusqu’à 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 obèse.  

Une seule étude très 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 l’o

stratifiant la population par sexe et en appliquant plusieurs ajustements sur un nombre 

d’indices de l’obésité (IMC, masse grasse 

Comme discuté précédemment dans notre étude des changements de l’IMC, et en tenant 

compte des résultats de cette étude, nous avons formulé l’hypothèse suivante : la leptine 

pourrait expliquer, au moins partiellement, les associations observées (entre l’a

l’

protection chez les hommes) en fonction du sexe, au moins en ce qui concerne la CRP et 

l’inflammation. 

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

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

l’obésité et en fonction du sexe ?  
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Pour aboutir à des résultats judicieux, nous avons appliqué une stratégie basée principalement 

sur le choix d’une population sans sujets atteints de diabète, de MCV ou d’une obésité sévère, 

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

dividus étudiés, stratifiées par sexe. Toutes les caractéristiques étaient disponibles pour le 

s anthropométriques, les hommes avaient des valeurs plus 

élevées de poids, de masse maigr d’IM ou de lle, d t ta lors 

que les femmes avaient des pourcentages de ma se g sse plus élevés. En re anche, ils 

n différences sig ives au niveau de la masse grasse totale. En plus, les 

homm d’alcool et de tabac. 

 

I.  entre la masse e to le r p lle/h s et la lep vec les 

fa  les hommes fem

L’Annexe 4 montre les corrélations entre la masse grasse totale, le rapport tour de 

ta la leptine avec cte u S  es h es et les femmes. Les 

v tées sur l’âge et les consommat ns ool tabac. La 

to avec la plupa  fac du M les h es et les f es (sauf 

pour le cholestérol total et les enzymes hépatiques ASAT, GGT chez les femmes

L lement assoc ec part de our l’ApoAI chez les 

d GT chez les fe ).  

Evidemment, les paramètres ‘masse grasse totale’, ‘ratio taille/hanches’ et ‘leptine’ ont une 

c e. Pour cette n, avo s t omp  cette col té pour 

pouvoir décrire les associations de chaque paramètr in dam des autres

 

I.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 l’effet de  gra tale. Ainsi, toutes les 

a masse grass le ntré s nexe estent les es. En 

revanche, nous observons des associations de la leptine en fonction du sexe. Pour détailler, la 

in

total des 384 individus, à l’exception des mesures de la CRP, l’haptoglobine et 

l’orosomucoïde (disponibles pour 157 hommes et 157 femmes). Dans notre population, en ce 

qui concerne les caractéristique

e, C, de t r tai e rappor ille/hanches a

s ra  v

’avaient pas de nificat

es consommaient plus 

2.2 Associations  grass tale, ap ort tai anche tine a

cteurs du SM chez et les mes 

ille/hanches et  les fa urs d M chez l omm

aleurs ont été ajus io  d’alc et de masse grasse 

tale est associée rt des teurs S chez omm emm

).  

a leptine a été éga iée av la plu s facteurs (sauf p

eux sexes, et la G mmes

olinéarité très fort  raiso nous n enu c te de inéari

e dépen ment .  

la masse sse to

ssociations de la e tota démo e à l’an  4 r  mêm
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le iée avec les co ratio s TGL, du cholestérol total, de l’ApoB, de 

l’ e l’haptoglob t l’ é d s e es hépatiques ASAT, ALAT et 

GGT seulem es et avec les concentrations de l’ApoAI, de l’HDL et de la 

C  chez les femm s i tions du sexe ont été significatives pour les 

TGL, le cholestérol total, l’ApoB L- ide ri s en s ALAT et GGT et à la 

li ativité pour l’ApoAI et l’enzyme S

 

Tableau 8. Associations entre l riab ssociées M e asse gra tale, la 
c a leptine circ , le ort ail che  analyse d ression 
multiple dépendantes du sexe. 

mme

ptine est assoc ncent ns de

acide urique et d ine, e activit e nzym

ent chez les homm

RP uniquement es. Le nterac

, l’HD C, l’ac  u que, le zyme

mite de la signific  A AT.  

es va les a  au S t la m sse to
oncentration de l ulante  rapp  t le/han s par e rég

 
 Hommes  Fe s 

 P R2 Partiel R l 
Intera e P 

 P 2 Partie
ction sex

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 

Concentration leptine 

0.584 

0.062 

0.001 

0.016 

 

 

0.973 

0.482 

0.001 

0.002 

0.757 

0.373 

TGL  

Masse grasse totale 

  

 

 

0.001 0.082 

  

0.053 � �

0.001 0.045 0.470 0.005 0.051 

anches 0.421 0.003 0.402 0.004 0.278 

e 

230 0.007 0.666 

0.001 0.049  0.469 0.003 0.020 

0.018 0.028  �0.001 0.075 0.442 

07 0.031 0.096 

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       

0.001 0.140 

Rapport taille/hanches  

Concentration leptine 

Cholestérol  

0.002 0.041 

 

 

 

0.283 

 

0.006 

 

0.046 

 

Masse grasse totale 0.022 0.025  0.056 0.019 0.519 

Rapport taille/h  

Concentration leptin �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.

Concentration leptine �

ApoAI       

Masse grasse totale 

Rapport taille/hanches 0.250 0.007  �0.001 0.062 0.107 

Concentration leptine 0.735 0.001  0.0

HDL-C       

Masse grasse totale �0.001 
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Masse grasse totale 0.031 0.023  �0.001 0.074 0.623 

 0.014 0.028 0.184 

C

A

Masse tale �0.001 0.270  �0.001 0.147 �0.001 

R

Concen

Activité ASAT   

Masse 18 0.097 

R

Concen

Activit

Masse gra

Rappo

Concen �0.001 0.048  0.569 0.002 0.007 

A

Masse 0.011 �0.001 

Rapport taille/hanches 0.005 0.311 

Concentration leptine �0.001 0.053  0.626 0.001 0.007 

   

0.031  �0.001 0.066 0.810 

femmes 
 test d’interaction avec le sexe 
justement sur l’âge, et les consommations d’alcool et de cigarettes  

 les valeurs en log10 

les enzymes ASAT, ALAT, GGT et la 

Rapport taille/hanches 0.643 0.001 

oncentration leptine 0.163 0.009  0.214 0.007 0.708 

cide urique       

grasse to

apport taille/hanches 0.069 0.011  0.881 0.001 0.288 

tration leptine �0.001 0.053  0.888 0.001 �0.001 

    

grasse totale �0.001 0.070  0.067 0.0

apport taille/hanches 0.587 0.001  0.130 0.012 0.122 

tration leptine 0.004 0.040  0.395 0.004 0.064 

é ALAT       

sse totale �0.011 0.255  �0.001 0.079 �0.001 

rt taille/hanches 0.007 0.026  0.855 0.001 0.056 

tration leptine 

ctivité GGT       

grasse totale �0.001 0.232  0.142 

0.002 0.031  0.301 

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 

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 
1P valeur pour les hommes et 2P valeur pour les 
3P
A
Les valeurs de la leptine et du rapport taille/hanches ont été ajustées sur
de la masse grasse totale 
Les valeurs pour la masse grasse, la leptine, les TGL, 
Hs-CRP ont été transformées en log10 avant les analyses 
Pour la Hs-CRP, l’haptoglobine et l’orosomucoïde, les données sont disponibles pour 
seulement 157 hommes et 157 femmes 
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I.2.4 Points forts de l’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) l’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 homogène, 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 l’application d’un test sur la significativité des 

différences trouvées entre les hommes et les femmes. 

 

I.2.5 Particularité et résultats principaux de l’étude 

Cette étude est la première, à notre connaissance, qui ait regardé les associations de la leptine 

circulante avec un ensemble de facteurs, dits classiques et nouveaux, du SM, 

indépendamment de l’adiposité totale et abdominale, et en fonction du sexe, en appliquant un 

test des interactions en fonction sexe.  

Nous avons : 1) confirmé l’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 l’inflammation (CRP) 

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

glucose et l’orosomucoïde dans les deux sexes. 

 

I.2.6 Comment expliquer les associations trouvées spécifiques au sexe ? 

1) Différences au niveau anatomique, physiologique 

Comme nous l’avons montré dans l’article sur l’évolution de l’IMC, pour une obésité modeste 

(IMC<40kg/m2), la masse grasse intra-abdominale est associée d’une façon 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 extrême 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 

 la stéatose hépatique, a été trouvée chez les hommes et 

on pas chez les femmes, après ajustement sur la composition corporelle (masse grasse, 

005]. En se basant sur ces données, nous pourrions 

l. 2006] et le ‘turnover’ de l’apolipoprotéine HDL [Silver et al. 1999]. Chez 

homme, une association a été trouvée entre la leptine et les variables du métabolisme du 

2007]. En effet, la leptine réprime le gène codant pour l’enzyme 

ux 

normal à obésité modeste), les hommes ont plus tendance à accumuler de la masse grasse 

dans la région abdominale, très 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, l’épaississement (dû à 

l’accumulation) de la masse grasse mésentérique, mesuré avec précision par la technique des 

ultrasons chez des sujets non-obèses, a été proposé comme un déterminant indépendant de 

l’IMC pour la stéatose hépatique [Liu et al. 2006]. La stéatose hépatique, présente souvent 

chez des individus en surpoids ou d’une obésité modeste, conduit à une augmentation 

modeste des enzymes ASAT, ALAT et dans une moindre mesure de l’enzyme GGT. Cet état 

physiopathologique influence le métabolisme lipidique et entraîne l’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 obèses<40kg/m2, une association 

positive entre la leptine circulante et

n

masse maigre) [Valtuena et al. 2

éventuellement expliquer les associations décrites, de la leptine en fonction du sexe, avec les 

lipides, les enzymes hépatiques et l’acide urique, après avoir supprimé l’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 l’implication de cette adipokine dans le métabolisme du foie. Il a été 

démontré que la leptine agit sur l’expression des gènes du foie [Barzilai et al. 1997]. En ce qui 

concerne les lipides chez l’animal, la leptine joue un rôle dans le métabolisme des TGL du 

foie [Huang et a

l’

cholestérol [Hallikainen et al. 

Desaturase-1 Stearoyl-CoA, impliquée dans la synthèse des TGL et des VLDL dans le foie 

[Cohen et Friedman 2004]. Il a été également montré que l’acide urique est associé avec la 

leptine, suggérant que cette adipokine pourrait agir directement sur la modulation des taux 

sanguins de l’acide urique ou inversement que l’acide urique pourrait moduler les ta

circulants de la leptine, par des mécanismes non dépendants de l’obésité [Fruehwald-Schultes 

et al. 1999]. En plus, une autre étude sur des hommes supposés sains a proposé que l’acide 

urique influence les taux circulants de la leptine indépendamment de l’IMC [Ogura et al. 

2000]. 
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2) Différences au niveau des adipocytes 

es régions portale (comparé à la non-portale) et intra-abdominale, des 

rmones (comparés aux 

mmes) telles que la leptine, malgré les taux circulants plus élevés de cette adipokine chez 

érences au niveau hormonal 

Il est déjà 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 à ceux des hommes, pour une même 

quantité de masse grasse totale [Saad et al. 1997]. Les hormones stéroïdes sexuelles ont des 

effets directs sur les cellules du tissu adipeux : a) via leurs récepteurs qui régulent 

l’expression de certains gènes ; parmi eux la leptine et b) par leur implication dans la 

prolifération et différentiation des pré-adipocytes. De cette manière, le sexe est un 

déterminant pour la répartition de la masse grasse chez les hommes et les femmes [Mayes et 

Watson 2004].  

 

I.2.7 Quelques commentaires 

Les associations que nous avons trouvées entre la leptine et les lipides, les enzymes 

hépatiques et l’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 l’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 sévère 

ou d’une intolérance au glucose, et non pas dans notre population pour laquelle les valeurs 

extrêmes de la pression artérielle, ainsi que du glucose circulant ont été exclues. 

Les cellules adipeuses d

sujets non-obèses, 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 à obésité 

modeste présentent une activité métabolique plus élevée au niveau des cellules adipeuses et 

pourraient ainsi avoir une plus grande sensibilité à la production des ho

fe

les femmes que chez les hommes [Saad et al. 1997]. En revanche, ces différences entre 

hommes et femmes sont absentes chez les sujets à obésité sévère [Rebuffe-Scrive et al. 1990]. 

Les observations décrites auparavant soulignent l’importance de tenir compte du degré 

d’obésité ainsi que du sexe dans le cas de l’étude de l’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) Diff
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I.2.8 Limite de l’étude 

La limite principale de cette étude consiste dans le nombre limité de sujets dans l’échantillon 

doivent être interprétés avec 
2 

utilisé (192 dans chaque groupe). Par conséquence, ces résultats 

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 extrême et avec une masse 

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

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

hormone pourrait être 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 l’importance de cette adipokine dans le métabolisme des 

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

sexe. 
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II. FTO, nouveau gène impliqué dans l’obésité 
 
II.1 Effets des polymorphismes du gène FTO sur les changements de l’IMC chez les 
enfants dans la Cohorte STANISLAS (Publication No3) 
 
II.1.1 Quelle est l’intérêt de réaliser cette étude ? 

Toujours dans le contexte de l’obésité, un gène très récemment découvert, le FTO, a attiré 

notre attention. Très peu d’études existent sur ce nouveau gène. Des associations de certains 

SNPs de FTO avec un IMC élevé ou une obésité ont été mis en évidence chez les enfants et 

Dina et al. 2007; Frayling et al. 2007], ainsi qu’avec les indices de l’obésité (IMC, 

ont les suivants : rs9939609, rs9930506, rs17817449 et rs1421085. Ces SNPs sont en 

de liaison.  

e lon a co SL  certain homogéné

ence d évè d es que le diabète et

e de deux SNPs du gène FTO ( 17817449 et

1085), en se servan han  c

 étu n r e svers insi, no

vons voulu regarder l’effet de ce gène au fil du temps, ainsi que les différences potentielles 

t en fonction de l’

raison, nous avo dié deux S du gène F

les adultes [

tour de taille et poids) [Scuteri et al. 2007]. Les SNPs ayant des associations décrites ci-avant 

s

déséquilibre 

Grâce au caractèr gitudinal de l horte STANI AS et à une e ité 

provenant de l’a

MCV, nous nous sommes intéressés à l’étud

bs ’une obésité s re et des mala ies graves, tell  les 

rs  

rs142 t d’un sous-éc tillon de cette ohorte.  

Jusqu’à présent, les des réalisées e elation avec l FTO sont tran ales. A us 

a

de cet effe âge. 

Pour cette ns étu NPs TO en relati rison avec une p e de 

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

 

Le sous-échantillon con du ) nts et ents (5-2

ce allé s t diés e 1 et 0.41

Après ajustement sur l’âge, le sexe et le Z-score de l’IMC au point t0, nous avons testé 

différents modèles (modèle récessif, modèle dominant, modèle de comparaisons catégoriques 

et modèle additif) le modèle additif étant le plus adapté. Chez les enfants et les adolescents, 

les valeurs moyennes des changements sur 5 ans du Z-score de l’IMC ont été 

significativement élevées pour les porteurs de l’allèle ‘G’ pour le SNP rs17817449 (p pour le 

modèle additif = 0.049) et pour les porteurs de l’allèle ‘C’ pour le SNP rs1421085 (p pour le 

modèle additif = 0.033). Les moyennes±SD ont été -0.049±0.054, 0.027±0.041 et 

siste en 391 a ltes (30-54 ans et en 430 enfa adolesc 0 

ans). La fréquen lique des SNP rs17817449 e rs1421085 étu st 0.42 2 

respectivement.  

 

II.1.2 Associations trouvées chez les enfants et adolescents 
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0.126±0.072 pour les génotypes TT, GT et GG respectivement et l’effet additif estimé a été 

l’IMC 

de l’IMC en relation avec les polymorphismes 

rs178

0.085 par allèle, 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 l’effet additif 

estimé a été 0.088 par allèle, 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 

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 
rs17817449 et rs1421085 du gène FTO. 
 
17449 SNP TT GT GG ANOVA 

Nomb itif re de sujets 276 414 131 Effet additif P1 Add
IMC 4 
IMC 2 
Diffé
score  

To 4 
Ad 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 

Z-score au point t0 0.097�0.0722 0.142�0.055 0.177�0.107  0.51
Z-score au point t1 0.121�0.077 0.204�0.056 0.302�0.094  0.14
rence de IMC Z-     

tal 0.017�0.037 0.064�0.028 0.132�0.045  0.05
ultes 

 
 

rs1421085 SNP TT CT CC ANOVA 
Nombre de sujets 268 414 139 Effet additif P1 Additif 
IMC Z-score au point t0 0.096�0.073 0.131�0.055 0.209�0.109  0.408 
IMC Z-score au point t1 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 

1P ANOVA 
2Moyennes arithmétiques±SD  
Les valeurs du Z-score de l’IMC au point t0 et t1 ont été ajustées sur l’âge et le sexe 
Les valeurs de l’évolution du Z-score de l’IMC ont été ajustées sur l’âge, le sexe et sur les 
valeurs du Z-score de l’IMC au point t0
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II.1.3 Nouveaux éléments apportés par cette étude 

cuteri et al [Scuteri et al. 2007] ont démontré une association du SNP rs9930506 avec l’IMC 

ndant la puberté et qui ne persisteraient pas dans la 

 

Les SNPs choisis pour la présente étude sont ceux utilisés par Dina et al [Dina et al. 2007]. 

S

d’une façon prospective et Frayling et al [Frayling et al. 2007] ont pu montrer un risque élevé 

de développement de l’obésité chez des enfants et adultes, porteurs du SNP rs9939609. 

Notre étude apporte de nouveaux éléments concernant les relations des variants du gène FTO 

avec l’évolution de l’IMC au cours du temps. L’effet de deux variants du FTO, chez des 

sujets sans obésité sévère ou morbide, suggère une implication de ce gène dans les 

mécanismes physiologiques régulant l’IMC. 

Les associations significatives détectées seulement chez les enfants et adolescents pourraient 

suggérer que l’impact du gène FTO dépend de l’âge. Le FTO serait probablement impliqué 

dans des mécanismes physiologiques pe

vie adulte. En plus, les facteurs environnementaux changent avec l’âge et ceci masque 

éventuellement l’effet des marqueurs génétiques, et dans notre cas, l’effet du FTO.  

Il est à noter que l’absence de relations chez les adultes pourrait être expliquée par la taille de

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

constitution des bio-banques des échantillons de plasma/sérum et d’ADN. Or, l’avancement 

ur 

 bases, pour obtenir des résultats de qualité en transcriptomique.  

 

xiste une toute autre problématique concernant ce sujet. Cette problématique gravite autour 

 extraction de l’ARN total, 2) contamination par l’ADN 

 
La constitution d’une banque d’échantillons biologiques de bonne qualité suppose une 

maîtrise des variations dues à une multitude de paramètres, 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 déjà déterminé les points cruciaux pour la 

des connaissances scientifiques a créé le besoin de s’intéresser à d’autres types de ressources 

biologiques, tels que les PBMCs et à d’autres types de molécules, tel que l’ARNm. Puisque 

ces types de banques sont récemment conçus, l’amélioration des conditions pour assurer le

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, établit les

Bien que ces bases soient essentielles et que la quantification de l’ARNm d’un gène soit une 

technique permettant une haute précision (contrairement aux techniques semi-quantitatives), il

e

de quelques points cruciaux : 1)

génomique, 3) reverse transcription (RT), 4) PCR en temps réel, 5) normalisation des 

résultats[Bustin 2002] et chacun de ces points soulève certaines réflexions.  

Ici, nous allons présenter brièvement les décisions prises après différents tests appliqués au 

niveau de l’extraction et de l’élimination des contaminants mais nous allons, en revanche, 

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

 

III.1.1 Extraction des ARN totaux et contamination par ADN génomique 

Cette étape a été réalisée à l’aide d’un automate (MagNA Pure, Roche) qui a été choisi au 

départ, en vue d’extraire des ARN en grande échelle, dans l’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, l’appareil dont nous nous 

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

le traitement doit se faire à la suite de l’extraction.  

Cependant, l’appareil que nous utilisons est un système fermé, mettant ainsi des barrières 

quant à l’optimisation des paramètres. 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 incomplète par 

l’enzyme), nous avons assuré son élimination par deux façons : 1) traitement par l’automate, 

et 2) utilisation d’un kit de RT qui intègre une étape de dégradation de l’ADN génomique.  

Pour éviter également toutes les autres contaminations (RNases, ADN d’origine bactérienne 

e.t.c.), nous avons établi un protocole de manipulations (endroit des manipulations, utilisation 

d’une hotte, utilisation de pipettes réservées pour l’ARN, manipulations par la même 

personne e.t.c.) bien strict.  

Il faut noter que, malgré les précautions, nous nous servons de contrôles à chaque expérience 

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

 

III.1.2 PCR quantitative absolue 

La PCR quantitative est actuellement la technique la plus sensible pour mesurer l’expression 

d’un gène. C’est pour cette raison qu’elle a été notre technique de choix pour les études 

BMCs dans la cohorte STANISLAS. Plus précisément, nous avons 

lue qui mesure les ARNm, non pas par rapport à un gène de 

transcriptomique des P

appliqué la PCR quantitative abso

ménage mais en se basant sur une gamme étalon d’échantillons de concentration connue. 

L’approche ‘absolue’, contrairement à l’approche ‘relative’ mesure le nombre de copies, au 

lieu de donner un ratio (gène d’intérêt/gène de ménage). Elle est plus laborieuse, puisqu’elle 

demande de constituer une ‘gamme étalon’ de référence. Quoique la PCR quantitative relative 

soit plus simple à réaliser, elle est plutôt limitée aux études : 1) de gènes d’une forte 

expression et 2) de cas/contrôle. Aucune de ces deux caractéristiques n’est le cas de la cohorte 

STANISLAS. En ayant comme objectif de quantifier des gènes jamais étudiés auparavant 

dans les PBMCs, nous ne savions pas quel était le niveau de leur expression. Ainsi, pour des 

gènes 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 

 100



 

quant à une forte expression et d’autre part, l’utilisation des ratios permet d’éliminer les 

variations dues aux paramètres autres que les paramètres biologiques.  

Globalement, notre stratégie a consisté en la création d’une ‘gamme étalon’ refaite pour 

chaque expérience-‘run’ ou enregistrée dans l’appareil, en l’utilisation de duplicatas par 

échantillon et à l’utilisation d’un contrôle interne. En ce qui concerne la ‘gamme étalon’, nul 

ite, la quantification de l’ARN total 

choix est idéal. Quant à 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 même gamme étalon. Ainsi, l’enregistrement d’une gamme 

qui sert pour tous les ‘runs’ simplifie énormément la procédure en matière de temps et de 

reproductibilité. Comme complément à cette approche, nous avons utilisé un contrôle interne 

(le même 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 à une 

moyenne de 0.4%, donc considérées comme insignifiantes. Les duplicatas ont été utilisés pour 

calculer les intra-variations, c’est-à-dire, les variations dans le même ‘run’ et nous avons 

obtenu des moyennes à 0.5%. Il est à noter que les expériences de PCR ne sont pas 

comparables aux expériences de mesure des protéines, puisqu’il s’agit dans le deuxième 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 contrôles internes, autrement dit, de molécules étrangères à la nature 

de l’ARN qui serviraient à estimer les variations analytiques.  

 

III.1.3 Normalisation 

On entend par normalisation, l’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 

variabilité inhérente au matériel biologique, la variabilité due à l’efficacité et à la 

reproductibilité des appareils et protocoles de manipulation.  

La normalisation peut intervenir à plusieurs étapes de la procédure : 1) volume/taille du tissu, 

2) quantité d’ARN total et 3) gènes de ménage [Huggett et al. 2005]. Dans un premier temps, 

la normalisation au niveau du matériel biologique de départ (PBMCs) peut se traduire par 

l’utilisation du même 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. Ensu
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après l’extraction nous donne une idée des variations quantitatives qui pourraient par la suite 

influencer le rendement de la reverse transcription. Ainsi, l’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/μL).  

 le gène d’intérêt. Or, ceci est très rarement le cas. En effet, lorsque nous avons 

sté les gènes de ménage GAPDH et RPL13A (ribosomal), nous avons obtenu des variations 

ande 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 gènes de ménage dans leurs publications. Idéalement, il faut 

trouver un gène de ménage dont l’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 à ce sujet, a consisté en la description de gènes de ménage 

appropriés par tissu et au calcul d’une sorte de moyenne (moyenne géométrique) des gènes de 

ménage les plus stables par tissu [Vandesompele et al. 2002]. Les auteurs suggèrent que non 

seulement il est nécessaire de chercher des gènes de référence spécifiques à un tissu mais 

qu’en plus, il n’existe pas un seul gène qui pourrait être suffisamment stable pour servir de 

gène de ménage. Ceci dit, chaque laboratoire doit valider des gènes de ménage. Dans notre 

laboratoire, les deux gènes cités auparavant ont été testés par PCR quantitative mais nous 

avions déjà examiné plusieurs d’entre eux dans une étude de puce faite antérieurement 

(GAPDH, EEF1A1, B2M, RPL13A) (Publication No4). 

En ce qui concerne les gènes 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 gènes de 

ménage ont été des outils adaptés pour les techniques non ou semi-quantitatives grâce à leurs 

forts niveaux d’expression. Ces techniques se focalisaient à des résultats d’une nature plutôt 

qualitative. Pourtant, leur utilisation persiste pour les techniques de transcriptomique 

purement quantitatives. Le problème est que, pour qu’un gène de ménage puisse être adapté 

pour ces expériences, il doit répondre à des exigences différentes que celles des techniques 

qualitatives. Comme la PCR quantitative est précise, le gène de ménage doit varier beaucoup 

moins que

te

qui ne permettaient pas de se servir de ces gènes pour normaliser les résultats. En plus, la 

forte expression d’un gène pour qu’il soit qualifié de gène de référence n’est pas une exigence 

pour la PCR quantitative ; au contraire, pour un gène faiblement exprimé dans un tissu, un 

gène de ménage doit être dans la même échelle d’expression. Le problème du choix du gène 

de ménage est assez compliqué et dem
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La meilleure alternative pour la normalisation de la RT-PCR est l’utilisation d’une molécule 

rtificielle’ incorporée dans l’échantillon après l’extraction des ARN totaux [Huggett et al. 

lue, nous avons pensé à une 

 concernant l’expression de la 

‘a

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 

l’étape d’extraction. 

Puisque nous ne nous sommes pas servi des gènes de ménage pour les raisons citées 

auparavant et que nous avons réalisé une PCR quantitative abso

étape supplémentaire de normalisation au niveau de l’ADNc. Pour que nos résultats soient 

comparables entre individus, nous avons ajusté tous les échantillons à la même concentration 

d’ADNc. Ici, il est à souligner que nous étions obligés de choisir la concentration la plus 

faible d’ADNc pour que nous puissions ramener tous les échantillons à la même 

concentration (5ng/μL). Ceci, pourrait éventuellement soulever des questions quant à l’impact 

de la faible quantité de l’ADNc sur l’expression de certains gènes qui ne s’expriment pas 

fortement dans les PBMCs (ce point est discuté dans le chapitre

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 

rs de risque du SM et des MCV dans le contexte de 

autre domaine de grand intérêt, toujours en épidémiologie, à découvrir : l’expression génique. 

Décrire le profil d’expression de gènes en pré-pathologie, dans des tissus spécifiques, est une 

approche relativement nouvelle et très prometteuse, puisqu’elle peut être complémentaire des 

approches classiques existantes.  

En se focalisant sur les facteurs liés au SM et aux MCV, l’obésité et l’hypertension, nous 

pourrons proposer une multitude de tissus à exploiter. Dans le cas de l’inflammation, à 

l’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 l’inflammation [Hansson 2005; Libby 2006], état étroitement lié à l’obésité 

[Trayhurn et Wood 2004] et l’hypertension [Li et Chen 2005]. 

Etant donné les avantages de ce tissu, pour pouvoir étudier les gènes d’intérêt avec des 

approches qualitatives et également quantitatives, la constitution d’une banque de PBMCs a 

été 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 l’hypothèse que : les PBMCs pourraient représenter un 

modèle pour étudier les facteu

l’inflammation.  
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IV.1 Les PBMCs comme modèle pour étudier l’obésité et l’hypertension dans le contexte 

 état complexe qui implique différents mécanismes biologiques : 

cription et des récepteurs 

ucléaires, adhésion cellulaire, coagulation, contraintes de cisaillement liées au flux sanguin 

t à la régulation de la pression artérielle, prolifération cellulaire et apoptose et probablement 

 

botique a été 

cemment soulignée [Afshar-Kharghan et Thiagarajan 2006] et des relations entre le stress 

tions.  

a majorité des études, ayant pour objectif l’identification de marqueurs spécifiques d’une 

circulantes (plasmatiques/sériques). Pourtant, les 

de l’inflammation (Publication No4). 
 

IV.1.1 L’inflammation comme processus central et les PBMCs comme tissu-cible pour les 

facteurs de risque des MCV 

L’athérosclérose est un

rétention des lipides, oxydation des LDL et stress oxydant en général, contrôle de l’expression 

de gènes liés au métabolisme lipidique par des facteurs de trans

n

e

infection microbienne. 

Pour chacune de ces voies métaboliques, des relations avec l’inflammation ont été 

démontrées. En effet, certains marqueurs sanguins d’inflammation sont associés avec la 

pression artérielle chez des individus supposés sains, suggérant l’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 gènes, incluant ceux impliqués dans le métabolisme des acides gras 

[Ma et al. 2007]. L’importance de l’inflammation dans l’état pro-throm

ré

oxydant et l’inflammation ont été constatées [Kotur-Stevuljevic et al. 2007]. Dans tout le 

processus d’athérosclérose, des récepteurs nucléaires répondent au stress oxydant et à 

l’inflammation par la régulation de l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation et le 

métabolisme lipidique [Pascual et Glass 2006; Puddu et al. 2005]. Toutes les données citées 

auparavant, suggèrent l’inflammation comme mécanisme central dans un réseau 

d’interac

L

maladie, se focalise sur les protéines 

concentrations plasmatiques/sériques correspondent à un pool de molécules provenant de 

différents types de tissus et reflètent par conséquent, d’une façon globale, l’état 

physiopathologique de l’individu. En effet, les taux sanguins de molécules ne reflètent pas 

leur production spécifique par leurs tissus-source [Jason et al. 2001], au moins dans le cas de 

cytokines. Un état sous-clinique déjà installé, n’est éventuellement pas mis en évidence par la 

mesure des protéines circulantes. Ainsi, les PBMCs pourraient être une source alternative 

d’informations sur un état physiopathologique et servir comme tissu-cible à étudier.  
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Ainsi, les hypothèses de notre étude étaient les suivantes : 

Pourrait-on proposer les PBMCs comme un modèle spécifique et informatif pour étudier les 

relations/interactions entre les différentes voies métaboliques liées aux MCV dans le contexte 

de l’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 ? 

 

 

IV.1.2 Stratégie suivie 

Pour vérifier nos hypothèses, nous avons appliqué une approche intégrative de gène-candidat 

des MCV, en étudiant dans les PBMCs, l’expression de plusieurs gènes (182 gènes) faisant 

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

ipides, métabolisme du glucose et 

p

cellulaire, coagulation, stress oxydant, métabolisme des l

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 l’Annexe 5 et la 

répartition des 182 gènes classés par voie métabolique apparaît dans l’Annexe 6. Le choix des 

gènes 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].  

 

IV.1.3 Intérêt des PBMCs dans les MCV 

A notre connaissance, la plupart des gènes étudiés ici n’ont jamais été étudiés auparavant dans 

les PBMCs. Bien que le domaine des MCV soit continuellement supplémenté par des données 

démontrant l’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 suggèrent les PBMCs comme un tissu 

reflétant l’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 

l’orga  gènes qui est une mesure sensible à l’environnement et à la 

foncti ellulaire)

pas to jours la sou

physiopathologique

obtenu ous prop

Nous ns à ajou ney et 

al. 20 ont déjà dividus supposés sains et dans le 

contex que ce des changements même physiologiques dans 

l’organisme. Or, e ysiologiques d’expression en 

foncti u sous-ty , ainsi que sur les variations analytiques 

dues aux manipulat tockage des PBMCs. 

 

IV.1.4 Distribution globale de l’expression des 182 gènes 

Parmi s 182 gè une significativité élevée (p<0.01, en 

consid ant comme us détectons l’ARNm au moins chez un 

individu). La Figur on de l’expression des gènes et donne le nombre de 

gènes exprimés en 

nisme (par l’expression de

on c , en tenant compte du fait que les taux plasmatiques de protéines ne sont 

rce d’information la plus spécifique pour tout état pathologique et surtout 

 [Jason et al. 2001], et en se basant sur les résultats que nous avons 

u

s, n osons les PBMCs comme un tissu-cible intéressant pour étudier les MCV. 

teno ter que quelques études [Eady et al. 2005; Radich et al. 2004; Whit

03] choisi d’étudier les PBMCs chez des in

te tissu peut ‘témoigner’ 

lles se sont focalisées sur les variations ph

on d pe cellulaire, du sexe et de l’âge

ions et au s

 le nes, 166 ont été exprimés avec 

ér  exprimé un gène pour lequel no

e 14 décrit la distributi

relation avec le nombre d’individus. 
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Nombre de sujets 

20 ACE, ADRA2B, ADRB3, ALOX15, APOA4, APOB, APOCIV, BDKRB2, CAPN10, CCL2, CD14, 
CLCNKB, CXCL12, CYBA, CYP11B2, CYP1A1, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP2J2, CYP4A
CYP4F2, DEFA3, EGF, F7, GNB3, GSTP1, GYS1, ICAM1, IL4R, ITGA2, LPA, LTA, MMP3, 
MTHFR, NOS2A, NOS3, NPR1, PDGFA
SCNN1G, TNFRSF1B, VEGF 

11, 

, PHGDH, PNMT, POMC, PTGS1, SAH, SCNN1A, 

19 ADD1, ADD2, AGT, AGTR1, APOA1, AVPR1A, CBS, CLU, CSF2, CTLA4, CYP2A6, CYP2E1, F
FPRL1, GGT1, GNAS, LCAT, LIPE, LPL, NPR2, NR1I2, PTGIS, TNF 

5, 

18 CD36, CYP2C18, F2, FGB, HMOX1, KLK1, MEF2A, NR1H3, PTGS2, RGS2, SCNN1B 
17 ARNT, ATP1A2, FPR1, GSTT1, HSD11B1, 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 ADRB1, APOD, LDLR, LMNA, MPO, NR1I3, VCAM1 
12 ALOX12, EDN1, EDNRA, PLTP, TGFB1 
11 APOCII, EDN2, PPARG 
10 GPD1, SELP 
9 ALOX5, IL13, IL5RA, SCARB2 
8 C5, CCR2, CCR7, NR3C1 
7 LEPR, NR1H2 
6 DEFA4 
5 APOA2, CHRM1, IL1B, SERPINE1, UCP1 
4 CETP, CYBB, GCGR, GSTM1, HSD11B2 
3 APOH, CCR5, IL2, IL8, ITGB3 
2 APOCI, PDGFB, SCGB1A1 
1 ADRB2, APOE, CASR, HSD3B1, IGF1, IL10, IL9, LTC4S, MS4A2, MTP, PON1, PPARA 
0 AGTR2, APOCIII, ATP1B1, CCL11, CYP3A4, CYP3A5, EDNRB, FABP2, IL4, NPPA, NR1H4, 

PLA2G1B, REN, SCARB1, SELE, VLDLR 

Figure 14. Distribution de l’expression des gènes dans les PBMCs des 20 individus 
étudiés. 
Le graphique montre les gènes exprimés par nombre d’individus. Pour un nombre total de 182 
gènes, 166 ont été exprimés (P<0.001).  
 

 

 



 

IV.1.5 Distribution par voie métabolique 

En ce qui concerne les gènes faisant partie des voies métaboliques définies, uniquement 5 

fense immunitaire (n=10) et les facteurs de 

roissance cellulaire (n=7) ont été exprimés. Quant aux 10 gènes de l’adhésion cellulaire, seul 

ctable. Les principales enzymes du métabolisme du 

 n’ont pas été trouvés (APOC3, PLA2G1B, FABP2, SCARB1, VLDLR) et 

oncernant les facteurs de transcription, NR1H4 était le seul non-exprimé parmi 13 gènes. 

onnées, 2 n’ont pas été détectées 

ensine ont été trouvés exprimés. L’ARNm de 

rimés. Il a été démontré que les 

 du métabolisme lipidique dans les PBMCs chez des 

ait suggérer l’utilité de ce tissu pour étudier la 

yslipidémie.  

l’inflammation. Elle induit la 

production de s PBMC cepteurs[La Cava and Matarese 

 Pourtant, s PB ém de 

ns l orce l’hy ication 

 adipokine ation, cette molécule pouvant avoir des propriétés sur la 

fération et la su cytes. 

L mée dans les PBMCs de notre population et 

es résultats sont en accord avec une étude précédente, suggérant que ce type de cellules 

gènes (AGTR2, REN, EDNRB, ATP1B1, NPPA) entre les 51 impliqués dans la régulation de la 

pression artérielle n’ont pas été exprimés. Les gènes de la voie de coagulation et de pro-

thrombose (n=7), de stress oxydant (n=11), de dé

c

celui de la SELE n’a pas été déte

médicament ont été exprimées, à l’exception de 2 cytochromes P450 (CYP3A4, CYP3A5). 

Pour les gènes impliqués dans le métabolisme du glucose, de l’obésité et des lipides, parmi les 

36 choisis, 5

c

Enfin, pour les chemokines et cytokines, parmi les 24 sélecti

(IL4, CCL11).  

 

La majorité des gènes du système rénine-angiot

l’enzyme de conversion de l’angiotensine a été déjà détecté dans les PBMCs humains 

[Costerousse et al. 1993], comme dans notre étude. Notamment, les gènes de récepteurs 

adrénergiques, de bradykinine et d’éndotheline ont été exp

récepteurs beta-adrénergiques jouent un rôle 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 

modèle 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 gènes

individus supposés sains de notre étude, pourr

d

La leptine est une hormone avec des rôles variés dans 

 multiples cytokines par le

 sa production par le

s via ses ré

MCs n’a jamais été d2004]. ontrée. La présence 

l’ARNm de la leptine et de son récepteur da es PBMCs renf pothèse d’impl

de cette dans l’inflamm

proli rvie des lympho

a métalloprotéinase 3 de matrice a été bien expri

c
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pourrait être impliqué dans le remodelage de la matrice extracellulaire par leur capacité à 

tude. Cependant, certaines interleukines (anti- et pro- inflammatoires) ont été 

facteur de coagulation VII, l’APOA4, le récepteur 

ryl hydrocarbon et quelques cytochromes P450. 

e chacun d’entre eux a été en 

oncordance 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 première étape de quantification des 4 gènes. La variabilité 

interindividuelle est de 50.2 à 112.0% (50.2%, 59.0%, 59.1%, 112.0% pour ICAM1, IL6, 

SELL, TNF respectivement). L’efficacité de la RT-PCR quantitative est >95% et les 

coefficients de variations analytiques ont été estimés à : 0.4% pour intra-série (duplicata) et 

0.5% pour inter-série (sujet-contrôle).  

Ces résultats sont illustrés dans le Tableau 10 

produire des métalloprotéinases [Di Girolamo et al. 1998].  

Les gènes de stress oxydant ont été également représentés dans les PBMCs. Par exemple, trois 

glutathione-S-transferases ont été exprimées et l’expression de ces gènes est élevée dans l’état 

d’inflammation [Aitken et al. 2006]. L’utilité de PBMCs comme un modèle plus approprié 

que le sérum ou le fluide cérébrospinal pour étudier les glutathione-S-transferases a été déjà 

démontrée [Kuzma et al. 2006].  

Toutes les interleukines pro-inflammatoires ont été exprimées dans des PBMCs non-activés 

de notre é

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 gènes ont été trouvés exprimés pour la première 

fois dans les PBMCs ; plus précisément le 

a

 

IV.1.6 Taux d’expression de l’ARNm 

Parmi les 166 gènes exprimés, montrés sur l’Annexe 7, la majorité présentait des taux 

d’expression suffisamment élevés pour étudier leur profil d’expression d’une façon 

quantitative. 

 

IV.1.7 Validation des microarrays par RT-PCR quantitative 

Nous avons choisi 4 gènes impliqués dans l’inflammation et l’adhésion cellulaire (TNF, IL6, 

ICAM1, SELL) qui ont été exprimés par un nombre significatif d’individus (au moins 16 

individus), pour valider les résultats des puces.  

Ces gènes ont été considérés comme exprimés dans le cas d’une amplification spécifique 

(courbe de fusion). Le calcul des pourcentages de la présence d

c
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Tableau 10. Pourcentage de présence des 4 gènes étudiés.  

Gène 
Etude micro-array sur 20 

sujets supposés sains 
Etude PCR 

quantitative sur 20 
sujets supposés sains 

Etude PCR 
quantitative sur 83 

sujets supposés sains 
ICAM1 100.0% (20/20)1 100% (20/20) 100% (83/83) 
TNF� 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) 
1Nombre d’individus exprimant les gènes étudiés 

 

IV.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 obèses et 4 hypertendus-obèses). Le premier groupe semble 

être composé principalement par des obèses ou sans facteurs de risque, alors que le deuxième 

est composé par des sujets hypertendus/obèses-hypertendus). Nous avons ensuite recherché 

les gènes responsables pour cette répartition et nous avons identifié 15 gènes : MS4A2, ARNT, 

KLK1, DEFA3, HSD11B2, TGFB1, C3, NR1H2, LEPR, UCP, F5, IL1A, RGS2, EDN2, 

HSD3B1. 

Les gènes mis en évidence, font partie des voies métaboliques suivantes : régulation de la 

ans un effort d’expliquer ces résultats, nous supposons que NR1H2 (facteur de transcription) 

 artérielle via un effet sur ces 5 gènes. Notamment, il a été 

n et al. 2004]. Il est 

pression artérielle (RGS2, EDN2, KLK1, HSD3B1, HSD11B2), obésité (LEPR, UCP1), 

inflammation (IL1A, TGFB1), facteurs de transcription (ARNT, NR1H2), défense immunitaire 

(MS4A2, DEFA3, C3) et coagulation (F5). 

 

D

pourrait moduler la pression

démontré que NR1H2 a un effet sur un autre gène impliqué dans la pression artérielle, la 

rénine [Morello et al. 2005]. En plus, le récepteur de la leptine, ainsi que le UCP1 sont 

probablement activés par NR1H2, puisqu’il semble que ce dernier soit impliqué dans le 

métabolisme énergétique par l’intermédiaire de l’UCP1 [Steffense

important de souligner qu’un locus de susceptibilité pour l’obésité est situé au chromosome 

19q où se trouve également NR1H2 [Bell et al. 2004]. Enfin, le récepteur de la leptine pourrait 

influencer les processus immunitaires par la régulation de l’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 l’obésité avec l’hypertension et suggèrent que l’inflammation 

pourrait être un mécanisme liant ces deux états pathologiques.  

 

 
Figure 15. Analyse de cluster non-supervisée de l’expression de gènes dans les PBMCs 
des 20 individus. 
Les valeurs re
référence (pour

présentent les ratios intensité de l’ARNm du gène/intensité de l’ARN de 
 normaliser les résultats). La zone en bleu distingue les individus en groupes. 

Ct : contrôle, O : obèse, Ht: hypertendu, HO: hypertendu/obèse  
 

 

IV.1.9 Originalité de l’étude 

Cette étude introduit une nouvelle approche dans le domaine des MCV et particulièrement 

dans l’étude de leurs facteurs de risque. Elle est la première à cibler l’inflammation et son 

tissu représentant, les PBMCs, en se focalisant sur un nombre considérable de gènes-

candidats faisant partie des principales voies métaboliques des MCV. 

Un deuxième point à souligner est l’étude des individus (pour les microarrays et les RT-PCR 

quantitative) non-atteints de MCV ou d’autres maladies inflammatoires, avec des critères 

Groupe1 Groupe 2 
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d’exclusion tels que la consommation de médicaments, de cigarettes, ainsi qu’une 

onsommation d’alcc ool élevée (>32g/jour) qui pourraient influencer l’expression de gènes 

rnant l’obésité et l’hypertension sévère, 

CV 

nt de l’état 

dans les PBMCs. D’autres critères d’exclusion conce

ainsi que les valeurs extrêmes de glucose, cholestérol et HDL ont été appliqués. La prise en 

compte de tous ces critères, a permis d’étudier l’obésité et l’hypertension à l’état 

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

 

IV.1.10 Intérêt pour la compréhension de la pré-pathologie des M

Dans la présente étude, la plupart des gènes ont été exprimés avec des taux mesurables pour 

quantifier leur expression. Toutes les voies métaboliques ont été représentées, et la 

quantification de l’ARNm de certains gènes dans un plus grand échantillon a révélé des 

variations biologiques intéressantes. Tous ces éléments supportent l’étude de l’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 l’expression de gènes sert à : 

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

b) expliquer ces variations par des facteurs autres que ceux provena

pathologique (constitutionnels, environnementaux, génétiques) 

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

 

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

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

avons essayé de rassembler un grand nombre de gènes liés aux MCV ou à leurs facteurs de 

risque, tels que l’obésité et l’hypertension. Nos résultats démontrent l’intérêt d’utiliser les 

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

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

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

relations avec l’obésité, la leptine est considérée de plus en plus comme une 

ormone avec de multiples rôles physiologiques et diverses implications dans des états 

mmatoires [Bernotiene et al. 2006; La Cava et 

 cellules 

munitaires, suggérant des propriétés de cette adipokine dans les mécanismes 

d’inflammation par des actions para- ou autocrines [La Cava et Matarese 2004]. 

par une maladie auto-immune 

(encephalomyelitis), la leptine a été démontrée produite par les T lymphocytes et les auteurs 

ont proposé un rôle de cette molécule dans la prolifération [Sanna et al. 2003] cellulaire par 

une voie autocrine. Une deuxième étude, chez l’homme cette fois-ci, a détecté l’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 l’obésité et 

(Publication No5). 
 
IV.2.1 Pourquoi étudier la leptine dans les PBMCs ? 

Comme démontré dans l’étude citée précédemment, la leptine a été pour la première fois 

trouvée exprimée dans les PBMCs non-stimulés d’individus relativement sains. En plus, le 

récepteur de la leptine a été parmi les gènes qui distinguaient les obèses des 

obèses/hypertendus et des hypertendus, suggérant un rôle spécifique de cette adipokine dans 

l’inflammation en relation avec les facteurs de risque de MCV.  

Outre ses 

h

pathologiques tels que les maladies infla

Matarese 2004; Otero et al. 2006]. La leptine agit de façon variée dans les PBMCs [Sanchez-

Margalet et al. 2003]. Des études in vitro ont déjà décrit que le traitement des PBMCs avec la 

leptine induit une réponse inflammatoire et également l’expression de ses récepteurs dans les 

PBMCs [Zarkesh-Esfahani et al. 2001]. Par ailleurs, la leptine est produite par des

im

La production de la leptine par les lymphocytes a été déjà décrite mais seulement dans des cas 

ticuliers. Plus précisément, chez un modèle animal avec 

l’hypertension.  

 

 

 

Les caractéristiques des sujets étudiés sont décrites dans l’Annexe 8. L’échantillon à étudier 

consiste en 83 sujets (les mêmes choisis pour la RT-PCR quantitative dans l’étude des 

PBMCs).  
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IV.2.2 Expression de la leptine dans les PBMCs 

Comme dans l’étude des puces, l’ARNm de la leptine a été détecté chez des individus 

upposés sains. La présence de la leptine dans un échantillon élargi (comparé aux 20 

ène par les PBMCs (courbe de fusion spécifique à la leptine). 

as pu être détectée pour la totalité des individus (48 sur 83 sujets). 

 il est important de signaler que quelques points techniques du protocole 

gine de l’absence de l’ARNm pour une partie des individus 

analysés.  

 

vec la PAD et la

 qui ont exp leptine, e asso on sign e négati a été tro e 

3) e .003 n ce n le g se, le

ma P e d cyte nt

as trouvé de rel résult figur essous (Figures 16 et 17).  

s

individus des puces) avec une technique plus précise (RT-PCR quantitative), confirme de 

nouveau l’expression de ce g

Cependant, la leptine n’a p

En même temps,

utilisé pourraient être à l’ori

IV.2.3 Associations a

Pour les sujets

 PAS 

rimé la  un ciati ificativ ve uvé

avec la PAS (P=0.0

que et les marqueurs d’inflam

t PAD (P=0 ). E  q  coui cerne l’IMC, luco  p fil ro

lipidi tion (CR , nombr e lympho s circula s) nous 

n’avons p ations. Les ats ent ci-d
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Figure16. Analyse de régression linéaire pour les associations entre l’expression de la 
leptine dans les PBMCs et la PAS. 
La valeur de la leptine a été transformée en ln avant les analyses 
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Figure 17. Analyse de régression linéaire pour les associations entre l’expression de la 

leptine dans les PBMCs et la PAD. 

e la leptine a été transform ses 

ut de vérifier expl r les as ciatio  nous ns appl ué 

ssio  av  s in tes  

11 et 12). Les v été aj es p ari sexe e nsom

 leptine a pu expliquer 11% de la variation de la PAS (P=0.007) et 11% 

t de la variatio AD 0 s l on de l’IMC 

 le pourcentage expliq é était 9% e 10% pour la PAS et la PAD respectivement.  

xe, 

Modèle A Modèle B 

La valeur d
 

ée en ln avant les analy

Dans un b et de mieux ique so ns trouvées,  avo iq

un modèle de régre n multiple ec pour variable dépendan le Ds PA et PAS 

(Tableau aleurs ont usté our les v ables âge, t co mation 

de tabac. La

égalemen n de la P  (P=0.0 3). Aprè ’introducti dans le 

modèle, u t 

Variable 
ß1 (se)2 P R²3 ß (se) P R² indépendante 

Intercept 13.1 (27.8) ns4  -14.3 (28.4) ns  
Hommes vs femmes 5.4 (4.1) ns 6.30% 1.5 (4.2) ns 6.30% 

ge 2.3 (0.6) <0.001 20.72% 2.1 (0.5) <0.001 20.72% 
umeurs -6.2 (6.3) ns 2.07% -4.8 (6.0) ns 2.07% 

A
F

 
Tableau 11. Analyse de régression multiple entre PAS (variable dépendante) et se

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% 
       
R² total   41.2%   48.5% 

âge, tabac et expression de la leptine dans les PBMCs (modèle A) et IMC (modèle B) 
(variables indépendantes). 
 

1coefficient de régression 
2erreur standard  
3coefficient de détermination 
4non significatif (P>0.05) 
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Tableau 12. Analyse de régression multiple entre PAD (variable dépendante) et sexe, 
âge, tabac et expression de la leptine dans les PBMCs (modèle A) et IMC (modèle B) 
(variables indépendantes). 
 

Modèle A Modèle B Variable 
Indépendante ß1 (se)2 P R²3 ß (se) P R² 
Intercept 16.7 (14.0) ns4  13.3 (14.9) ns  
Hommes vs femmes 4.3 (2.0) 0.0389 11.02% 3.6 (2.2) ns 11.02% 

 (2.2) ns 0.47% 
C - - - 0.2 (0.3) ns 1.59% 

-4.4 (1.4) 0.0039 11.24% -4.2 (1.4) 0.0058 10.32% 
  

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
IM
Leptine 
     

1coefficient de régression 
2erreur standard 
3coefficient de détermination 
4 non significatif (P>0.05) 

R² total   49.5%   50.1% 

 

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, suggèrent un rôle éventuel 

de cette adipokine dans la pré-pathologie de l’hypertension, via l’inflammation. Ces résultats 

vont dans la même direction que ceux trouvés dans notre étude en transcriptomique, où le 

récepteur de la leptine fait partie des gènes 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 l’hypertension 

primaire [Agata et al. 1997], ainsi que des associations avec la pression artérielle 

indépendamment de l’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’à aujourd’hui, nous avons observé des 

associations négatives dans notre étude avec la PAS et la PAD. Ceci pourrait s’expliquer par 

deux facteurs. Premièrement, 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. Deuxièmement, nous avons étudié un type cellulaire spécifique et 

a. Cette relation reflète probablement un mécanisme régulateur spécifique non pas le plasm

aux PBMCs.  

Quelques études existent sur les rôles 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 l’angiogenèse, la formation de neo-intima et le stress 

oxydant de l’endothélium [Rahmouni et Haynes 2005]. Puisque les PBMCs sont impliqués 

dans l’inflammation liée à l’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 première qui prend en compte l’inflammation, en utilisant les 

PBMCs dans la relation entre la leptine et la pression artérielle.  

 

IV.2.4 Quelques réflexions sur l’expression de la leptine dans les PBMCs 

Les taux faibles de l’expression de la leptine, ainsi que l’absence de son ARNm chez certains 

individus ne pourraient pas être le fruit du hasard, puisque la leptine a été aussi détectée dans 

les PBMCs de notre étude ‘puces’. Quelques explications pourraient être proposées.  

L’étude des gènes dans les PBMCs non-induits des individus supposés sains, représente l’état 

physiologique, les gènes ayant des taux basiques d’expression faible. Très souvent, ces gènes 

sont induits lors de l’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 gènes avec 

n’importe quel tissu, les proposant ainsi comme un bio-senseur [Liew et al. 2006].  

Il y a aussi un aspect technique à discuter. Le protocole que nous avons mis au point pour 

l’étude des PBMCs de la banque de la cohorte STANISLAS présente quelques particularités. 

Après avoir réalisé des tests sur plusieurs gènes de ménage pour pouvoir effectuer les PCR 

quantitatives, nous n’avons pas réussi à en choisir un qui soit suffisamment invariant. Ainsi, 

pour pouvoir comparer l’expression entre les échantillons, nous avons choisi de les ramener 

tous à la même 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-être pas suffisante pour la 

leptine, ceci pourrait être à l’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 l’angle de l’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 l’IMC et le TNF-� 
(Publication
 

 No6) 

.3.1 Nouvelle adipokine : la visfatine 

Nos résultats préliminaires sur la leptine renforcent l’hypothèse de l’existence d’un réseau 

mat

com autre molécule, considérée aussi comme 

adip La visfatine a été trouvée 

pour la première fois, non pas dans les adipocytes mais, dans des PBMCs activés [Samal et al. 

994]. Cette molécule a des rôles dans les mécanismes d’inflammation, et les cellules du 

ystème immunitaire [Jia et al. 2004; Ognjanovic et al. 2001; Ye et al. 2005]. 

usqu’à présent, les propriétés physiologiques de cette adipokine sont peu connues. En plus, il 

’est pas clair si la source principale de cette molécule est le tissu adipeux, et malgré sa 

résence dans les PBMCs activés in vitro, aucune recherche n’a été réalisée pour mettre en 

vidence son expression par les PBMCs non-induits chez l’homme, et ensuite quantifier son 

expression et l’étudier en relation avec l’inflammation.  

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

IV

d’interactions entre les adipokines et l’inflam ion. A l’exception des adipokines, ayant 

me source principale le tissu adipeux, une 

okine [Fukuhara et al. 2005], présente un intérêt particulier. 

1

s

J

n

p

é

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

en relation avec l’IMC dans les PBMCs. 

 

Les caractéristiques cliniques des 83 individus étudiés (les mêmes que pour l’étude sur la 

leptine) se présentent dans l’Annexe 8. La population est homogène en terme d’âge et de 

IV.3.2 Expression de la visfatine et du TNF� dans les PBMCs 

rimée dans les PBMCs. Nous n’avons pas trouvé d’association de la 

 glucose, le profil lipidique, ou avec des 

circulants et le nombre et 

ourcentage de lymphocytes. En revanche, l’expression de l’adipokine a été associée 

tion pour les hommes (P=0.05) et pour les femmes (P=0.01) (Figure 18). Cette 

upes 

marge d’IMC (pas d’obésité sévère). 

 

La visfatine a été bien exp

molécule avec le poids, le ratio taille/hanches, le

marqueurs d’inflammation tels que la CRP, les globules blancs 

p

négativement avec l’IMC (r=-0.21, P=0.05). 

Lorsque nous avons séparé les sujets en normaux et en surpoids/obèses, nous avons observé la 

même associa

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

(Figure 19). 

 
 

 
Figure 18. Expression de la vi
(IMC<25kg/m

sfatine dans les PBMCs des individus normaux 
ses (IMC�25kg/m2) chez les hommes et les femmes. 

es valeurs sont des moyennes arithmétiques±SD 
a valeur de la visfatine a été transformée en ln avant les analyses 
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1kg/m2 

sé une analyse de régression multiple pour observer l’influence de la 

 

L’ARNm du TNF-� était associé négativement avec l’IMC (P=0.04). Lors de la séparation 

des individus en trois groupes (normaux, en surpoids, obèses), l’association n’était plus 

significative. 

Nous avons également trouvé une association positive entre le TNF-� et l’IL-6 (P=0.05). 

 

IV.3.3 Associations de la visfatine avec le TNF-� 

Les taux d’expression de la visfatine et du TNF-� ont été très significativement associés 

(r2=0.27, p<0.0001) (Figure 20). 

Nous avons réali

visfatine et du TNF-� sur l’IMC, en tenant compte de l’âge, du sexe, de la consommation de 

tabac et de la concentration de CRP circulante (variables indépendantes). Deux modèles 

statistiques ont été testés à cause de la colinéarité entre visfatine et TNF-�. Visfatine et TNF-� 

ont été significativement associés à l’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 l’IMC, 

pourcentages de même ordre que ceux pour la CRP dans le modèle (6.2%). Les modèles 

apparaissent dans le Tableau 13. Après ajustement de la visfatine sur la CRP, les associations 

avec l’IMC sont restées inchangées. 
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Figure 20. Analyse de régression linéaire entre l’expression de la visfatine et du TNF-� 
dans les PBMCs. 
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Tableau 13. Analyse de régression multiple entre l’IMC (variable dépendante) et le sexe, 
l’âge, le tabac, la CRP et l’expression de la visfatine (modèle A) et du TNF-� (modèle B) 
(variables indépendantes) dans les PBMCs. 

Modèle A Modèle B Va
in

riable 
dépendante ß1 (se)2 P R²3 ß (se) P R² 

In .6) <0.001  tercept 40.5 (9.0) <0.001  28.9 (7
Ho .85) 0.013 9.0% 
Ag
Fu
Ex
CR
Vi 6.9% - - - 
TNF- - -1.37 (0.56) 0.017 6.1% 
       
R²   28.0%   23.1% 

mmes vs femmes 2.62 (0.84) 0.002 9.6% 2.15 (0
e 0.17 (0.12) ns4 1.8% 0.16 (0.12) ns 1.9% 
meurs -0.83 (1.44) ns 1.9% -0.93 (1.49) ns 1.9% 
-fumeurs 0.77 (0.87) ns 1.6% 1.31 (0.89) ns 1.9% 
P 0.40 (0.16) 0.013 6.2% 0.26 (0.15) 0.091 2.3% 

sfatine -1.95 (0.59) 0.001 
� - - 

 Total 
1coefficient de régression 
2erreur standard  
3coefficient de détermination 
4 non significatif (p>0.05) 

 

IV.3.4 Visfatine et inflammation de faible niveau 

Deux éléments de la présente étude soutiennent l’implication de la visfatine dans 

l’inflammation : 1) son expression dans les PBMCs chez des individus supposés sains et 2) 

les associations trouvées avec l’expression du TNF-� dans ce même type de cellules.  

La présence de cette molécule dans les PBMCs qui n’étaient ni activés par induction in vitro 

ni exposés à des conditions dites d’inflammation ou de micro-inflammation, suggère un rôle 

En effet, les sujets étudiés ne souffrent 

 aigües ou chroniques et les taux circulants des deux 

� a 

é l’expression de la visfatine d’une manière dépendante de la dose et de la durée de 

ine par l’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 

physiologique/physiopathologique de cette adipokine. 

pas de maladies inflammatoires

marqueurs d’inflammation classiques, confirment l’absence d’aucune manifestation clinique 

d’inflammation.  

La forte association de la visfatine avec le TNF-�, trouvée pour la première fois dans ce tissu, 

a été déjà démontrée pour d’autres types de cellules. Une étude utilisant une ligne cellulaire 

épithéliale d’origine amniotique, a observé que TNF-� et IL-6 induisent l’expression de la 

visfatine [Ognjanovic et al. 2001]. Chez des adipocytes en culture, le traitement avec TNF-

réprim

l’exposition au traitement [Kralisch et al. 2005a]. Toujours dans les adipocytes in vitro, une 

régulation négative de la visfat
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cellules avec de la visfatine recombinante, induit la production des cytokines TNF-� et IL-6 

par les PBMCs et agit sur les fonctions des cellules immunitaires par des actions multiples 

[Moschen et al. 2007]. Dans la même logique, l’association entre la visfatine et le TNF-�, 

pourrait refléter une action directe de la visfatine sur la production du TNF-� par les PBMCs. 

e nous n’avons pas pu trouver une relation entre la visfatine et la cytokine 

à-dire d’un mécanisme qui compense la 

roduction et les actions de la visfatine par les autres tissus dans le cas de l’obésité (rôle 

lé 

vec le TNF-� circulant [Varma et al. 2007].  

 

IV.3.6 TNF-� et adiposité 

Nous avons trouvé une relation négative entre le TNF-� et l’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 l’obésité [Ghanim et al. 2004], ce qui renforce l’hypothèse que 

l’inflammation est liée à l’obésité par la production de molécules pro-inflammatoires telles 

que le TNF-�. D’autre part, l’expression du TNF-� et sa concentration protéique dans les 

PBMCs, et également sa concentration circulante ont été toutes les deux associées avec 

l’obésité dans une deuxième étude [O'Rourke et al. 2006], supposant que cette association est 

Cependant, des études mécanistiques supplémentaires sont nécessaires pour mettre en 

évidence la causalité de cette association. 

On peut noter qu

IL-6, suggérant ainsi aucun effet direct de cette adipokine sur l’IL-6, contrairement à l’étude 

citée auparavant [Moschen et al. 2007]. Ceci n’est pas surprenant si on considère que les 

cytokines TNF-� et l’IL-6 ont des propriétés différentes. La production par exemple dans le 

tissu adipeux du TNF-� est associée avec des mécanismes inflammatoires 

autocrines/paracrines, alors que celle de l’IL-6 l’est avec des propriétés endocrines [Ronti et 

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

 

IV.3.5 Visfatine et adiposité 

Concernant la nature négative de l’association de la visfatine avec l’IMC, elle pourrait être à 

l’origine d’un mécanisme ‘feedback loop’, c'est-

p

protecteur). Notre étude n’est pas la seule à décrire une telle relation. Deux études ont 

démontré une association négative de l’ARNm de la visfatine par le tissu adipeux sous-cutané 

avec l’IMC et l’obésité [Pagano et al. 2006; Varma et al. 2007].  

Quant à l’étude de la visfatine avec l’adiposité (représentée par l’IMC) dans le contexte de 

l’inflammation, une seule étude a proposé un rôle anti-inflammatoire de la visfatine dans le 

tissu adipeux, puisque l’ARNm de la visfatine dans ce tissu a été trouvé négativement corré

a
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expliquée par un rôle compensatoire de cette cytokine comme

de la m

 

IV.3.7 CRP vs visfatine et TNF-

La CRP circulante est un m tion globa no  sp u  état 

pathologique, et par conséquent elle a été associée avec l’inflammation liée à l’obésité [Visser 

et al. 1999]. Dans notre modèle de régression multiple, les expressions de la visfatine et du 

TNF-� dans les PBMCs ainsi que les taux circulants de CRP, ont pu expliquer une part 

similaire d IMC et ceci soulève ttri io

molécules ( � parée à celle de ce m

 

 

flammation et l’obésité 

 plupart des travaux 

r son étude dans le tissu adipeux et dans le plasma

sultat n  c d

ordance des résultats est d’une origine multiple. Tout d’abord, l’hétérogénéité des 

e de : 1) nombre d’échantillons, 2) différentes pathologies, 3) 
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cès. En plus,  propriétés de sécrétion et par conséquent les rô t n ns 

des sites de répartition de la m

ent accessible mais il n’a rte toujours des inform

 l’étude d’un tissu, d’autant plus que la visfatine a plusieurs 
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IV.3.8 Autres approches (tissu adipeux, plasma) pour
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Depuis la considération de la visfatine en

scien

source classique d’extraction d’inform

Le Tableau 14 récap

La 

populations choisies, en term
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Quant au tissu adipeux, il est relativem
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 pas 

nitaire…)[Sam
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scles, cellules du systèm

pproche des PBMCs est la m

s, e tili MCs nous dépassons les prob

à étudier l’expression de 

es s à l’a

la visfatine dans les En conclusion, la présente étude est la prem

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

associations avec l’expression du TNF� et avec l’IMC suggèrent une implication de cette 



 

adipokine dans les mécanismes de l’inflammation de faible niveau liée à l’adiposité. La 

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

de nouveaux éléments pour mieux comprendre l’état physiopathologique d’obésité. 
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I. Conclusions 
 
Durant ce travail de recherche, nous nous sommes intéressés à l’étude de la physiopathologie 

us ne pourrions pas prétendre donner toutes les réponses aux 

uestions qui se posent. Cependant, nous avons ciblé un domaine, celui de la pré-pathologie, 

lativement peu étudié et mal connu. Mais qu’entendons-nous par le terme ‘pré-pathologie’ ? 

L’é  épidémiologique et/ou clinique ? 

La pré-pat

de la patholo

plusieurs fact  individus avec des facteurs 

aggravés (

population gén

 

Nos résultats rapportent des points importants concernant le SM. 

Premièrem

associée avec 

manière, la le

hommes et les  le 

exe semblent avoir un rôle majeur dans l’évolution des facteurs du SM et devraient être 

tudiées plus minutieusement. D’après ces résultats, il est nécessaire de bien décrire 

l’in ns les études épidémiologiques. Autrement dit, il est indispensable 

d’étudier s

Deuxièmemen

études ont qua

accord avec c . Les associations de la leptine avec plusieurs facteurs du SM, 

confirment

voies pour l’ex

Troisièmemen

leptine et de  par les PBMCs et leurs associations avec l’IMC et la pression 

artérielle, 

d’inflammatio

du SM en relation avec deux adipokines et avec l’inflammation. Le champ d’étude de ce 

syndrome est très vaste, et no

q

re

tude de l’état pré-pathologique peut-elle avoir une utilité

hologie est l’étape dite intermédiaire/de transition entre l’état sain et l’installation 

gie. C’est-à-dire que, dans cet état se trouvent, les individus ayant un ou 

eurs du syndrome métabolique, mais pas les

obésité sévère, hypertension sévère…). Cet état caractérise une grande part de la 

érale et justifie l’intérêt de l’étudier.  

ent, le rôle du sexe. Nous avons observé que, une prise de poids modeste, est 

des facteurs du SM différents chez les hommes et chez les femmes. De la même 

ptine circulante est associée différemment avec les facteurs du SM chez les 

 femmes. Nous pourrions ainsi dire que les différences hormonales selon

s

é

fluence du sexe da

éparément les hommes et les femmes. 

t, le rôle de la leptine. Est-elle une adipokine ou une hormone ? Plusieurs 

lifié cette molécule comme étant une hormone et nos résultats semblent être en 

e point de vue

 encore une fois, la pluralité de ses actions. Nos observations ouvrent de nouvelles 

ploitation des activités de cette hormone. 

t, le rôle central de l’inflammation dans les facteurs du SM. L’expression de la 

la visfatine

démontrent que le rôle du système immun, par le contrôle des mécanismes 

n, mérite d’être 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 être complétées et élargies à d’autres populations, mettent en évidence de 

ouveaux éléments de la physiopathologie du SM. 

é

n
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II. Perspectives 
 

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

nous mettons en perspective : 

 

 

A. A court terme : 

blance au fil du temps (5 ans) dans la cohorte STANISLAS pour décrire 

� Etudier les associations de la leptine circulante avec les facteurs du SM mais 

pour observer éventuellement des groupes de facteurs et des mécanismes liés à 

� Elargir l’échantillon d’étude de l’expression de la leptine et de la visfatine dans 

ns d’autres populations similaires à la cohorte 

antiles 

articulier en fonction du sexe, changent selon le degrés 

en mesurant la masse grasse viscérale avec des méthodes très précises telles 

que la résonance magnétique nucléaire pour confirmer nos hypothèses 

suggérant une importance de la distribution tissulaire de la masse grasse.

� Etudier la ressemblance familiale des facteurs du SM et l’évolution de cette 

ressem

les parts de la génétique et de l’environnement. 

en construisant des ‘clusters’ (comme pour l’étude sur l’évolution de l’IMC) 

la leptine. 

les PBMCs et mesurer également leurs protéines dans les PBMCs ainsi que les 

taux circulants de ces adipokines pour avoir une image plus complète de leurs 

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

 

 

B. A long terme : 

� Etudier la physiopathologie du SM et la réalité des différences hormonales 

entre hommes et femmes da

STANISLAS (populations supposées saines). Ceci permettrait de confirmer 

nos résultats. 

� Etudier les facteurs du SM chez des individus se trouvant dans des qu

plus élevés d’IMC (obésité sévère) pour voir si les associations avec les 

facteurs du SM en p

d’obésité. 

� Etudier les associations de la leptine circulante avec les facteurs du SM mais 
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ANNEXE 3. Caractéristiques et variables associées au SM dans la population de 384 
individus étudiés, stratifiées par sexe. 
 Hommes 

n=192  Femmes 
n=192 P1

Age (an  �0.001 s) 42.2±4.82  39.9±4.3
Poids (kg) �0.001 
Masse mai g) 57.7±6.6  41.8±4.5 �0.001 
Masse g  18.8(14.0-25.1)3  19.1(13.6-26.8) 0.263 
Masse grasse  �0.001 
IMC (kg/  �0.001 
Tour de le (cm) 88.8±8.9  75.4±9.7 �0.001 
Rapport taille/hanches 0.906±0.064  0.762±0.059 �0.001 
Consom  d’alcool (g/jour) 24.9±26.9  4.4±8.3 �0.001 
Consom  de rettes ( 0.006 
Leptine (μg/L) 9. .1) �0.001 
PAS (mmHg) 129±11  120±11 �0.001 
PAD (m g) 78±9  71±10 �0.001 
TGL (m  1.21(0.72-2.04)  0.84(0.54-1.29) �0.001 
Cholestérol (mmo  �0.001 

 (g/L) 1.15±0.26  0.95±0.22 �0.001 
AI ) ±0.24 ±0.27 �0.001 

L-C ol/L) .39 �0.001 
cose (mmol/L)  �0.001 
e ur mol/L) 319±61  229±45 �0.001 
T ( -21.6) �0.001 
T (U/ -26.3) �0.001 

T (U/L) 30.0(17.5-51.3)  15.2(9.4-24.6) �0.001 
CRP  0.94(0.32-2.75)  0.96(0.30-3.07) 0.880 
togl (g/L  ± ±0.41 0.911 
somucoï ±0.18 �0.001 
ntre h mes et femmes: ANOVA ou test de chi-2  
yen rithmétiques ± SD 
yen éo riques

 valeurs pour la masse grasse, la leptine, les TGL, les enzymes ASAT, ALAT, GGT et la 
CR été transformées en log10 avant les analyses 
r la RP aptog bles pour 
ement 157 hommes et 157 femmes
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ANNEXE 6. Classification des gènes étudiés en fonction des voies cardiovasculaires. 

le

ème ine 

NM_000789_1
2

enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1, transcript variant ; ace
3

Pression artériel

 
Syst  rénine - angiotens

ACE
1

angiotensin I converting
AGTR2 ype 2; agtr2NM_000686_1 angiotensin II receptor, t
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 ; bdkrb2NM_000623_1 bradykinin receptor B2
AGT NM_000029_1 angiotensinogen (serpin peptidase inhibitor, clade A, member 8); agt
AGTR1 ranscript variant 4; agtr1NM_031850_1 angiotensin II receptor, type 1, t

teRécep urs olinAdrénergiques-ch ergiques
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; adrb1
ADRB2 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; chrm1 
RGS2 NM_002923_1 regulator of g-protein signaling 2, 24kDa; rgs2 
GNAS NM_000516_1 GNAS complex locus, transcript variant 1; gnas
GNB3 guanine nucleotide binding protein (g protein), beta polypeptide 3; gnb3NM_002075_1

Système 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; scnn1a 
SCNN1B NM_000336_1 sodium channel, nonvoltage-gated 1, beta (Liddle syndrome); scnn1b
SCNN1G NM_001039_1 sodium channel nonvoltage-gated gamma; scnn1g

Transport
A2 NM_000702_1 atpase, na+/k+ transporting, alpha 2 (+) polypeptide; atp1a2 ATP1

ATP1B1 ng, beta 1 polypeptide, transcript variant 1; atp1b1 NM_001677_1 atpase, na+/k+ transporti

bMéta
ALOX

olisme idoni
12 2

de l’acide Arach
NM_000697_1

que
arachidonate 12-lipoxygenase; alox1

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 I2 (prostacyclin) synthase; ptgis 

PTGS1 NM_000962_1 xide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase and cyclooxygenase),prostaglandin-endopero
transcript variant 1; ptgs1 

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

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); npr1 

NPR2 NM_000907_1 natriuretic peptide receptor B/guanylate cyclase B (atrionatriuretic peptide receptor B),
transcript variant 1; npr2 

NPPA
AL021155_5
(NM_006172_1) natriuretic peptide precursor A; nppa

NPR3 NM_000908_1 natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C (atrionat iuretic peptide receptor Cr ); 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; avpr1a
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ANNEXE 6 (suite)
EDN1 NM_001955_1 endothelin 1; edn1
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 
ACSM3

(SAH) NM_005622_1 acyl-CoA synthetase medium-chain family member 3
(SA (rat hypertension-associated) homolog), isoform 1; acsm3 

Régulation des hormones
sd11b1HSD11B1 NM_005525_1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1, transcript variant 1; h

HSD11B2 NM_000196_1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 2; hsd11b2
HSD3B1 NM_000862_1 ta-isomerase 1; hsd3b1hydroxy-delta-5-steroid dehydrogenase, 3 beta- and steroid del

CASR NM_000388_1 onatal
hyperparathyroidism); casr 
calcium-sensing receptor (hypocalciuric hypercalcemia 1, severe ne

SGK NM_005627_1 serum/glucocorticoid regulated kinase; sgk 

 

Coagulat

coagulation factor II (thrombin); f2

ion 

F2 NM_000506_1
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; fgb 

SERPINE1 NM_000602_1 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1; 
serpine1

CBS NM_000071_1 cystathionine-beta-synthase; cbs
MTHFR NM_005957_1 510-methylenetetrahydrofolate reductase NADPH; mthfr

 
Adhésion

CAM1 NM_001078_1 vascular cell adhesion molecule 1, transcript variant 1; vcam1 

cellulaire 

V

ICAM1 NM_000201_1 intercellular adhesion molecule 1 (CD54), human rhinovirus receptor; icam1 
SELE NM_000450_1 selectin E (endothelial adhesion molecule 1) ; sele
SELL NM_000655_1 selectin L (lymphocyte adhesion molecule 1) ; sell 
SELP ntigen CD62); selp NM_003005_1 selectin P (granule membrane protein 140kDa, a
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 IIIa, antigen CD61); itgb3 
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 ;lmna
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); gys1
GPD1 NM_005276_1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble); gpd1
GPD2 chondrial); gpd2 NM_000408_1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mito
GCGR NM_000160_1 glucagon receptor; gcgr
CAPN10 NM_023083_1 calpain 10, transcript variant 1; capn10 

Lipides
APOA1 NM_000039_1 apolipoprotein A-I; apoa1 
APOA2 NM_001643_1 apolipoprotein A-II; apoa2 
APOA4 NM_000482_1 apolipoprotein A-IV; apoa4 
APOB NM_000384_1 apolipoprotein B (including Ag(x) antigen); apob
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 (suite)
POC1 NM_001645_1 apolipoprotein C-I; apoc1 

 
 
ANNEXE 6
A

APOC2 M10612_1 apolipoprotein C-II; apoc2 
APOC3 NM_000040_1 apolipoprotein C-III; apoc3 
APOC4 NM_001646_1 apolipoprotein C-IV; apoc4 
APOD NM_001647_1 apolipoprotein D; apod 
APOE NM_000041_1 apolipoprotein E; apoe 
APOH NM_000042_1 apolipoprotein H (beta-2-glycoprotein I); apoh 
LDLR NM_000527_1 low density lipoprotein receptor (familial hypercholesterolemia); ldlr 
VLDLR NM_003383_1 very low density lipoprotein receptor, isoform a; vldlr 
LPL NM_000237_1 lipoprotein lipase; lpl 
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); lpa 
PLA2G1B NM_000928_1 phospholipase A2, group IB (pancreas); pla2g1b 
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; lcat
CETP NM_000078_1 cholesteryl ester transfer protein, plasma; cetp
SCARB1 NM_005505_1 scavenger receptor class B, member 1; cd36l1
SCARB2 NM_005506_1 scavenger receptor class B, member 2; cd36l2
POMC NM_000939_1 proopiomelanocortin (adrenocorticotropin/ beta-lipotropin/ alpha-melanocyte stimulating
UCP NM_021833_1 uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier) ; ucp1
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; il1a 
IL1B NM_000576_1 interleukin 1, beta; il1b 
IL2 NM_000586_1 interleukin 2; il2 
IL4 NM_000589_1 interleukin 4, transcript variant 1; il4 
IL4R 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; tnfrsf1b 
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; ccr5 
CCR7 NM_001838_1 chemokine (c-c motif) receptor 7; ccr7 
CCL11 NM_002986_1 chemokine (C-C motif) ligand 11; scya11 
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; sdf1 
SCGB1A1 NM_003357_1 secretoglobin, family 1A, member 1 (uteroglobin); scgb1a1 
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 
CYP1A1 NM_000499_1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1; cyp1a1 
CYP2A6 NM_000762_1 cytochrome P450, family 2, subfamily A, polypeptide 6; cyp2a6 



 

 

CYP2C18

162

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 

CYP2E1
AF182276_1
(NM_000773_1) cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1; cyp2e1 

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; cyp4a11 

CYP4F2
AF221943_1
(NM_001082_1) cytochrome P450, family 4, subfamily F, polypeptide 2; cyp4f2 

 
 
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; nr1h2 
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; nr1h4 
NR1I2 NM_003889_1 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2, transcript variant 1; nr1i2 
NR1I3 NM_005122_1 nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3; nr1i3 

NR3C1 NM_000176_1 nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 (glucocorticoid receptor), transcript variant 5; 
nr3c1

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 cellula

EGF 

ire 

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 growth factor beta polypeptide (simian sarcoma viral (v-sis) oncogene 
homolog), transcript variant 2; pdgfb 

IGF1 NM_000618_1 insulin-like growth factor 1 (somatomedin C) ; igf1 
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 oxyd

GGT1 

ant 

NM_013421_1 gamma glutamyl transferase 1, transcript variant 2;ggt1 
GSTM1 NM_000561_1 glutathione S-transferase M1, transcript variant 1; gstm1 
GSTP1 NM_000852_1 glutathione S-transferase pi; gstp1 
GSTT1 NM_000853_1 glutathione S-transferase theta 1; gstt1 
PHGDH NM_006623_1 3-phosphoglycerate dehydrog e;enas  phgdh
PON1 NM_000446_1 paraoxonase 1; pon1 
PON2 NM_000305_1 paraoxonase 2, transcript variant 1; pon2 
MPO NM_000250_1 myeloperoxidase; mpo 
HMOX1 NM_002133_1 heme oxygenase (decycling) 1; h ox1 m
CYBA NM_000101_1 cytochrome b-245, alpha pol de; cyypepti ba 

CYBB
S67289_1
(NM_000397_1) cytochrome b-245, beta polypeptide (c ulomatous disease); cybb hronic gran

 



 

 

 
 
 
 
ANNEXE 6
Défense immunitair

DEF

DEF

CA

C3

C5

CD14

CTL

FPRL1

FPR1

MS4

163

 (suite)
e 

A3 NM_005217_1 defensin, alpha 3, neutrophil-specific; defa3 
A4 NM_001925_1 defensin, alpha 4, corticostatin; defa4 

MP NM_004345_1 cathelicidin antimicrobial peptide; camp 
NM_000064_1 complement component 3; c3 
NM_001735_1 complement component 5; c5 
NM_000591_1 Cd14 antigen; cd14

A4 NM_005214_1 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, transcript variant 1; ctla4 
NM_001462_1 formyl peptide receptor-like 1, transcript variant 1; fprl1 
NM_002029_1 formyl peptide receptor 1; fpr1

A2 NM_000139_1 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 2 (Fc fragment of IgE, high affinity I, 
receptor for; beta polypeptide); ms4a2 

aGène (HUGO)
bRefSeq,
cdescription du gène
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Publication No1 
 
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 

l’augmentation de l’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 l’IMC en 5 ans [perte de 

poids (<0 kg/m2), prise de poids (0 à 1 kg/m2, 1 à 2 kg/m2 et >2 kg/m2)]. 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 à risque’, ‘enzymes hépatiques’, ‘inflammation’, ‘lipides de 

protection’ et ‘pression artérielle’). 

Nous avons constaté une forte association entre l’augmentation de l’IMC et les clusters 

‘lipides à risque’ et ‘pression artérielle’ chez les hommes et chez les femmes (p<=0.001). 

L’augmentation de l’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 

l’‘inflammation’ et les ‘enzymes hépatiques’. 

Nous avons trouvé dans notre population, une forte association linéaire entre l’augmentation 

de l’IMC et l’aggravation des facteurs associés au SM. En plus, l’identification de 5 clusters 

associés avec l’augmentation de l’IMC en fonction du sexe, conforte l’hypothèse que la prise 

de poids, et probablement l’obésité, entraine des mécanismes métaboliques différents chez les 

hommes et chez les femmes. 
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Publication No2 
 

variables: the Stanislas Study 
Sex-dependent associations of leptin with Metabolic Syndrome related 

 
Anastasia Samara, Bernard Herbeth, Roberte Aubert, Hind Berrahmoune, Frédéric Fumeron, 

 
Accepté avec modifications à Obes Res 
 

Gérard Siest, Sophie Visvikis-Siest 

association est indépendante de l’obésité mais dépendante du sexe. Ainsi, nous avons voulu 

Chez 384 adultes supposés sains (192 hommes et 192 femmes) nous avons mesuré la masse 

haptoglobine, et l’activité des enzymes hépatiques aspartate aminotransférase (ASAT), 

 glutamyltransférase gamma (GGT). 

Après ajustement sur l’âge, la consommation d’alcool et de tabac, le rapport taille/hanches, et 

la masse grasse totale, la leptine est associée avec les TGL, le 

Récemment, la leptine a été trouvée associée avec la protéine C-réactive (CRP) et cette 

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. 

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), ApoAI, ApoB, glucose, acide urique, CRP, orosomucoïde, 

alanine aminotransférase (ALAT) et

cholestérol, l’ApoB, l’acide 

urique , l’haptoglobine et l’activité des enzymes hépatiques chez les hommes et l’HDL-C, 

l’ApoAI et la CRP chez les femmes. Le test d’interaction du sexe a été significatif pour le 

cholestérol, l’ApoB, l’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 

M qui sont médiées au moins partiellement par la leptine dans les conditions pre-

pathologiques. 

S
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Sex-related leptin relations to MS variables 

Anastasia Samara1,3, Bernard Herbeth1, Roberte Aubert2, Hind Berrahmoune1, Frédéric 

Fumeron2, Gérard Siest1,3, Sophie Visvikis-Siest1,* 

aINSERM, CIC 9501, “Cardiovascular Genetics” team, Nancy, F-54000 
bINSERM, U695, University Denis Diderot Paris 7, Faculty Bichat, Paris, F-75018 
cNancy-University, Faculty of Pharmacy, Nancy, F-54000 

 

*Correspondance to  

Dr Sophie Visvikis-Siest 

INSERM CIC 9501 

Équipe Inserm "Génétique Cardiovasculaire" 

30 rue Lionnois, F-54000 Nancy, France  

Phone: 33 3 83 68 21 84 

Fax: 33 3 83 32 13 22 
E-mail: Sophie.Visvikis-Siest@nancy.inserm.fr 

 

 

No conflict of interest 

 

 

 

 

 186



 

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 AI and B, fasting glucose, uric acid, CRP, orosomucoid and 

aptoglobin 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 AI and ASAT. 

Leptin is related to various MS factors independently to WHR and total fat mass, and in a 

 

h

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 

s 

 

C-reactive 

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 

development of glucose intolerance and insulin resistance, when controlling for body mas

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 

protein (CRP) 
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This work is part of the Stanislas Family Study, a 10-year longitudinal follow-up study co

ducted since 1994 on 1006 families selected at the Center f

n-

or Preventive Medicine of 

. In this article, we present data from a sub-sample 

years (192 men and 192 women) who had undergone health 

 

2 2

ith extreme values were excluded: alcohol 

ité Consultatif de Protection des Personnes qui se prêtent à une 

are 

Vandoeuvre-lès-Nancy (east of France)(8)

of 384 adults aged 30-64 

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/m : moderate and severe thinness) or with class III obesity (BMI � 40 kg/m ) 

were not included in this study. Individuals w

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 "Com

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 squ
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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. 

eight and height were measured while the participants were standing in light 

 and B, hsCRP, haptoglobine and orosomucoid were measured by 

etry on a Behring Nephelometer Analyser (BN II, Dade-Behring, Marburg, 

th Behring reagents (Reuil-Malmaison, France) within 2 h after sampling. Serum 

leptin concentrations were measured by RIA (Linco Research, Saint Charles, MO, USA).  

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). W

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) AI

immunonephelom

Germany) wi
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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, 

log10 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 

es tested. 

GGT, compared to women. Conversely, women had significantly higher percentage of fat 

mass and higher serum apo AI, 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 AI 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 enzym

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 AI, HDL-cholesterol in both 

sexes) or a positive way.  

 In men, WHR was 

significantly related to triglycerides, HDL-cholesterol, ALAT and GGT activity. In women, 

significant associations were found for apo AI, 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 AI, 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 AI, and ASAT.  

 

Discussion 

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).
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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 AI, 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 

sting 

 

y 

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/m2). 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 

for apo AI and ASAT. Thirdly, in this sample, systolic and diastolic blood pressure, fa

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 obesit

when distribution of fat starts to become more uniform across storage sites. Contrary to men, 

in women, this relationship is always linear in 
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independent determinant for fatty liver(11). Fatty liver usually present in overweight or mildly 

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 

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 

 195



 

 196

ences are not found in obese subjects(22). These observations suggest 

level of obesity and of gender when studying obesity in relation to 

etabolic 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 

leptin(21). These differ

a consideration of the 

m
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healthy subjects ranging from

in  

biological manifestations of liver and inflammatory deseases and d) stratifying analyses 

a

found (concerning leptin and MS-related factors between men and women). Conversely, the 

m

that allowed detecting a R2 of 0.04 (R=0.20) with 81% of power at the 0.05 level. Lower R2 

le

In

m

re uggesting that this hormone is 

a arker, CRP. The above results underline the importance of this 

pathology, by taking gender into consideration. 

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 

 normal to mild obese, with no statistically significant difference 

 total fat mass between sexes, with moderate alcohol and cigarette consumption and without

ccording to sex and testing for the statistical significance of the differential associations 

ain limitation of our study is the relatively limited number of subjects (192 in each group) 

d to a reduction of statistical power (e.g. power of 70% for R2 = 0.03) and consequently 

should be interpreted with caution. 

 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 

ass distribution, accounting for both genders. On the one hand, leptin was preferentially 

lated to factors predominantly metabolized by liver in men, s

involved in unrecognized fatty liver. On the other hand, leptin was preferentially associated to 

n important inflammatory m

adipokine in MS-related factors metabolism and the particular interest of studying MS physio-
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Table 1 Characteristics and MS-related variables in the study population 

 
Males  

(n=192) 
 

Females  

(n=192) 
Pa

Age, y 42.2 (4.8)b  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, kgc 18.8 (14.0-25.1)d  19.1 (13.6-26.8) 0.263 

Fat mass, % 24.9 (4.5)  31.8 (6.1) �0.001 

Body mass index, kg/m2 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, μg/Lc 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/Lc 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 AI, 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, μmol/L 319 (61)  229 (45) �0.001 

Aspartate aminotransferase, U/Lc 22.7 (17.1-30.2)  16.7 (12.9-21.6) �0.001 

Alanine aminotransferase, U/Lc 28.7 (18.6-44.5)  17.8 (12.1-26.3) �0.001 

Gamma-glutamyl transferase, U/Lc 30.0 (17.5-51.3)  15.2 (9.4-24.6) �0.001 
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C-reactive protein, mg/Lc, e 0.94 (0.32-2.75)  0.96 (0.30-3.07) 0.880 

Haptoglobin, g/Le 1.07 (0.47)  1.06 (0.41) 0.911 

Orosomucoid, g/Le 0.77 (0.17)  0.69 (0.18) �0.001 

 

HDL indicates high density lipoproteins. 

aP between males and females: ANOVA or Chi-square test. 

bArithmetic mean (SD). 

cValues were log 10 transformed prior analyses. 

dGeom ge of 1 SD). 

eFor C aptoglobi roso , d ta aila 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 sexa, b, c

 

 
Males  Females 

 P-value 
Partial 

R2
 P-value 

Partial 

R2

P-value for  

sex-interaction 

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 0.167 0.009  0.230 0.007 0.666 

Leptin concentration �0.001 0.049  0.469 0.003 0.020 

Apolipoprotein AI       

Total fat mass 0.018 0.028  �0.001 0.075 0.442 

 0.007  �0.001 0.062 0.107 

Leptin concentration 0.735 0.001  0.007 0.031 0.096 

 0.252 

0.001 

otransferase       

Total fat mass �0.011 0.255  �0.001 0.079 �0.001 

Waist-to-hip ratio 0.250

HDL-Cholesterol       

Total fat mass �0.001 0.100  �0.001 0.100 0.674 

Waist-to-hip ratio 0.020 0.025  �0.001 0.093

Leptin concentration 0.400 0.003  0.039 0.017 0.029 

Fasting glucose       

Total fat mass 0.031 0.023  �0.001 0.074 0.623 

Waist-to-hip ratio 0.643 0.001  0.014 0.028 0.184 

Leptin concentration 0.163 0.009  0.214 0.007 0.708 

Uric acid       

Total fat mass �0.001 0.270  �0.001 0.147 �0.001 

Waist-to-hip ratio 0.069 0.011  0.881 0.001 0.288 

Leptin concentration �0.001 0.053  0.888 0.001 �

Aspartate aminortransferase       

Total fat mass �0.001 0.070  0.067 0.018 0.097 

Waist-to-hip ratio 0.587 0.001  0.130 0.012 0.122 

Leptin concentration 0.004 0.040  0.395 0.004 0.064 

Alanine amin



 

  

Waist-to-hip ratio 0.007 0.026  0.001 0.056 

Leptin concentration �0.001 0.048 0.002 

Gamma-glutamyl 

transferase 
     

Total fat mass �0.001 0.232 0.011 

Waist-to-hip ratio 0.002 0.031 0.005 

Leptin concentration �0.001 0.053 0.001 

C-reactive proteind      

Total fat mass �0.001 0.089 

Waist-to-hip ratio 0.153 0.011 0.026 

Leptin concentration 0.119 0.013 0.023 

Haptoglobind      

Total fat mass 0.013 0.031 

Waist-to-hip ratio 0.881 0.001 0.022 

Leptin concentration 0.041 0.020 0.001 

Orosomucoidd      

Total fat mass �0.001 0.137 

Waist-to-hip ratio 0.068 0.002 

Leptin concentration 0.842 0.004 

0.855 

 0.569 0.007 

 

 0.142 �0.001 

 0.301 0.311 

 0.626 0.007 

 

 �0.001 0.139 0.549 

 0.028 0.052 

 0.041 0.429 

 

 �0.001 0.066 0.810 

 0.051 0.279 

 0.742 0.265 

 

 �0.001 0.222 0.683 

 �0.001 0.069 0.132 

0.001  0.350 0.690 

HDL indicates high density lipoproteins. 

aAfter adjustment for age, alcohol and cigarette consumption. 

bValues for fat mass, leptin, triglycerides, ASAT, ALAT, GGT, and CRP were log 10 transforme

analyses. 

cValues of leptin concentration (log 10 transform d) and waist-to-hip e adjusted f r log 10 fat 

mass. 
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dFor C rea e tein, haptoglobin and oroso coid, data were a le for 157 males and 157 
female
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Lette een FTO variants and 5-year BMI changes in 
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r : Significant relationships betw

, David Meyre, Bernard Herbeth, Phillipe Froguel 
 
PLoS Genet, 2008(15 Feb), open access  
 
 
Récemment, il a été démontré que certains polymorphismes du gène FTO sont associés avec l’indice de 

masse corporelle (IMC) et à l’obésité dans l’enfance et la vie adulte. Jusqu’à présent, les études réalisées 

en relation avec le FTO sont transversales. Ainsi, nous avons voulu regarder l’effet de ce gène au fil du 

temps, ainsi que les différences potentielles de cet effet en fonction de l’âge. 

Dans ce contexte, nous avons choisi d’étudier l’évolution de l’IMC à 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 gène FTO rs17817449 et 

rs1421085.  

Chez les enfants et les adolescents, les valeurs moyennes des changements sur 5 ans du ‘Z-score’ de 

l’IMC ont été significativement élevées pour les porteurs de l’allèle ‘G’ pour le SNP rs17817449 (p pour 

le modèle additif = 0.049) et pour les porteurs de l’allèle ‘C’ pour le SNP rs1421085 (p pour le modèle 

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 l’effet additif estimé a été 0.085 par allèle 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 l’effet additif estimé a été 0.088 par allèle 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 l’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 sévère ou morbide, suggère une 

implication de ce gène dans les mécanismes physiologiques régulant l’IMC. Les associations 

significatives détectées seulement chez les enfants et adolescents pourraient suggérer que l’impact du 

gène FTO dépend de l’âge. 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 

chang  a  l’âge, et ceci masque éventuellement l’effet des marqueurs génétiques, et dans notre cas, 

l’effet 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, Berangère Marie, 

Michèle 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 modèle spécifique et 

informatif pour explorer cette hypothèse. 

Par une approche dite des systèmes biologiques, nous avons étudié l’expression de 182 gènes-candidats 

des MCV dans les globules blancs mononucléaires (PBMCs), cellules étroitement liées à 

l’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 gènes sélectionnés ont été exprimés au moins chez un 

individu dans les PBMCs ; parmi les 166 gènes, certains étaient exprimés pour la première fois dans ce 

type cellulaire, 2) toutes les voies biologiques ont été représentées, puisque la majorité des gènes 

appartenant à chaque voie a été exprimée, 3) l’expression des gènes a été suffisamment élevée pour 

étudier ultérieurement leur ARNm et pouvoir ainsi décrire les variations biologiques entre individus et, 

4) 15 gènes ont pu discriminer les individus ayant une hypertension par rapport aux individus obèses et 

aux contrôles. 

Les résultats préliminaires de la présente étude suggèrent un modèle prometteur et une nouvelle 

stratégie, basée sur les études des PBMCs en transcriptomique pour élucider la complexité des voies 

métaboliques cardiovasculaires en relation avec l’inflammation. Nos résultats soutiennent également 

l’utilité des PBMCs comme modèle pour la recherche dans les domaines hypertension et inflammation. 

  



 

 

  



 

 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

Publication No5 
 
Leptin expression in Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) is related with 
blood pressure variability. 
 
Anastasia Samara, Berangère Marie, Pfister Michèle, Sophie Visvikis-Siest 
 
Clin Chim Acta, 2008, 395: 47-50 
 
La leptine est une adipokine initialement considérée comme une molécule exclusivement associée à 

l’obésité. L’avancement des connaissances a mis en évidence des rôles multiples dans d’autres 

mécanismes physio-pathologiques et particulièrement ceux de l’inflammation. La présente étude a voulu 

démontrer la présence de l’ARNm de la leptine dans les globules blancs mononucléaires (PBMCs), et 

quantifier l’expression de ce gène dans ce type de cellules liées à l’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 façon 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 après l’introduction de l’indice de masse corporelle dans le modèle (9% et 10% pour la PAS et la 

PAD respectivement). 

Dans cet article, nous décrivons pour la première fois l’expression de la leptine dans les PBMCs 

humains de sujets supposés sains. Les associations trouvées avec la pression artérielle, suggèrent un rôle 

possible de cette adipokine dans la pression artérielle via les PBMCs. 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

Publication No6 
 
Visfatin, low-grade inflammation and BMI 
 
Anastasia Samara, Michèle Pfister, Berangère Marie, Sophie Visvikis-Siest 
 
Clin Endocrinol (Oxf) in press 
 
La visfatine est une adipokine ayant des rôles dans les mécanismes inflammatoires mais son implication 

dans l’inflammation associée à l’adiposité/obésité n’a pas été encore étudiée. Nous avons ciblé l’étude 

des relations de la visfatine avec les marqueurs d’inflammation et l’indice de masse corporelle (IMC) 

dans les globules blancs mononucléaires (PBMCs), un type de cellules lié aux mécanismes 

inflammatoires. 

Nous avons étudié 83 individus de la cohorte STANISLAS supposés sains, appartenant à trois catégories 

d’IMC : IMC < 25kg/m2 (normaux), 25kg/m2 <= IMC< 30kg/m2 (en surpoids), IMC >=30 kg/m2 

(obèses). Nous avons mesuré l’expression de la visfatine (PCR quantitative) en relation avec 

l’expression des cytokines pro-inflammatoires TNF� et IL6 dans les PBMCs et avec les paramètres 

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 l’IMC d’une façon 

négative (r=-0.21, p=0.05). L’analyse globale ANOVA pour les sujets normaux et en surpoids/obèses a 

démontré une association significative entre l’expression de la visfatine dans les PBMCs et l’IMC chez 

les hommes et chez les femmes (p=0.05, p=0.01 respectivement), et ces associations sont restées 

significatives après une séparation de sujets en trois groupes (poids normal, en surpoids et obèses) 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 TNF� a montré une association significativement positive 

(r2=0.27, p<0.0001). 

Ces résultats révèlent un nouveau rôle probable de la visfatine dans l’inflammation, reflété dans les 

PBMCs, dans le contexte de l’obésité. 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

Publication No7 
 
Transcription factor and drug metabolizing enzyme genes expression in 
lymphocytes from healthy human subjects. 
 
Gérard Siest, Elise Jeannesson, Jean-Brice Marteau, Anastasia Samara, Bérangère Marie, Michèle 

Pfister, Sophie Visvikis-Siest 

 
Drug Metab Disp, 2008, 36: 182-9 
 
Notre but a été de mesurer simultanément l’expression des enzymes du métabolisme des médicaments et 

des facteurs de transcription, dans les PBMCs de sujets supposés sains. Ces gènes sont aussi d’une 

grande importance en physiopathologie cardiovasculaire.  

Leur ARN a été isolé à 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, CYP1A1, CYP4F2, 

CYP4A11, CYP2E1, CYP11B2, CYP2C18 et CYP2A6 ont été exprimés chez tous les sujets étudiés. 

Les enzymes CYP3A4 et CYP3A5 n’ont pas été détectées. Les glutathiones S-transférases (GST) ont été 

exprimées mais GSTM1 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 

l’aryl-hydrocarbone hydroxylase (AhR), le ‘T-cell facteur 2’, le translocateur nucléaire du récepteur de 

l’aryl-hydrocarbone hydroxylase (ARNT), le récepteur CAR ont été exprimés chez la majorité des 

sujets. Le récepteur de glucocorticoïdes, 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 l’expression de AHR, 

ARNT et CYP1A1 et entre PXR et les enzymes CYP450 impliquées dans le métabolisme des 

leukotriènes (CYP2C, CYP4F2, CYP4A11, CYP2J2, CYP11B2).  

Nous avons donc décrit pour la première 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 gènes 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 à l’environnement, à la consommation de médicaments et aux mécanismes 

biologiques impliqués dans les pathologies cardiovasculaires. 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

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 l’importance de la génétique. Quant à un effort d’identifier les gènes impliqués ainsi 
que leurs produits dans la réponse différentielle aux médicaments cardiovasculaires, nous proposons une 
stratégie de 5 étapes : 1) les gènes et phénotypes liés à la pharmacocinétique, 2) les gènes et produits 
(cibles thérapeutiques) liés à la pharmacodynamie, 3) les maladies et risques cardiovasculaires vus sous 
l’angle des cycles métaboliques spécifiques en cause, 4) les variations physiologiques des gènes et 
protéines précédemment identifiées et, 5) l’influence de l’environnement.  
Après avoir pris comme exemple, des gènes impliqués dans le métabolisme des médicaments, nous nous 
intéresserons aux statines, considérées comme étant des médicaments très importants d’un point de vue 
de santé publique. Il existe une grande variabilité de la réponse à ces médicaments, notamment à cause 
de plusieurs polymorphismes dans les gènes cibles de ces hypolipémiants. Nous donnerons ici, des 
exemples des polymorphismes de l’ApoE influençant l’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 gènes 
liés à 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 gènes sont influencées par les facteurs constitutionnels et 
environnementaux tels que l’âge, l’indice de masse corporelle, l’obésité, la consommation d’alcool et de 
cigarettes, et le régime alimentaire. D’ailleurs, ces facteurs sont les premières cibles d’intervention 
thérapeutique pour les maladies cardiovasculaires. A chacune des cinq étapes de la stratégie 
pharmacogénomique, nous avons, en plus de l’information génétique, besoin d’utiliser les informations 
disponibles au sujet des peptides, protéines et métabolites, qui sont généralement les produits des gènes. 
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 l’ADN, de l’ARN messager ainsi que des protéines au niveau individuel et de 
la population générale pour espérer, d’une façon cliniquement simple, adapter un médicament à chaque 
individu. 
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Pharmacogénomique et pharmacoprotéomique. Stratégie pour les médicaments cardio-
vasculaires. 
 
Gérard Siest, Jean-Brice Marteau, Sandy Maumus, Hind Berrahmoune, Elise Jeannesson, Anastasia 

Samara, Anna-Marie Batt, Sophie Visvikis-Siest 

 
Ann Pharm Fr, 2007, 65 : 203-10  
 

La thérapeutique personnalisée est basée sur une meilleure connaissance de la variabilité biologique, en 

prenant en compte l’importance de la génétique. Afin d’identifier les gènes, ainsi que leurs produits, 

impliqués dans la réponse différentielle aux médicaments à visée cardio-vasculaire, nous proposons une 

stratégie en cinq étapes qui considère : 1) les gènes et phénotypes liés à la pharmacocinétique ; 2) les 

gènes et produits (cibles thérapeutiques) liés à la pharmacodynamie ; 3) les maladies et risques cardio-

vasculaires vus sous l’angle des cycles métaboliques spécifiques en cause ; 4) les variations 

physiologiques des gènes et protéines précédemment identifiées ; 5) et l’influence de l’environnement. 

Après avoir pris comme exemple des gènes impliqués dans le métabolisme des médicaments, nous nous 

intéresserons aux statines, considérées comme étant des médicaments très importants d’un point de vue 

de santé publique. Il existe une grande variabilité de la réponse à ces médicaments notamment à cause 

de plusieurs polymorphismes dans les gènes cibles de ces hypolipémiants. Par ailleurs, à chacune des 

cinq étapes de la stratégie pharmacogénomique, nous avons, en plus de l’information génétique, besoin 

d’utiliser les informations disponibles au sujet des peptides, protéines et métabolites, qui sont 

généralement les produits des gènes. 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 l’ADN, de l’ARN messager ainsi que des 

protéines au niveau individuel et de la population générale pour espérer, d’une façon cliniquement 

simple, adapter un médicament à chaque individu. 

  



 

 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

 

  



 

  

 



 

  

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-� 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-�) 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-� 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 diabète 
de type 2 et de maladies cardiovasculaires (MCV). Les composantes classiques de cet état sont l’obésité, 
l’hypertension, le profil lipidique et la résistance à l’insuline, alors que l’inflammation ainsi que l’atteinte 
hépatique sont de plus en plus considérées comme des éléments nouveaux de ce cluster.  
L’obésité joue un rôle crucial et probablement causal/central pour le développement et l’installation des autres 
composantes du SM. L’accumulation excessive de la masse grasse, particulièrement abdominale, entraîne une 
inflammation systémique de faible niveau. En effet, le tissu adipeux secrète des adipokines, telles que la leptine, 
la visfatine, l’IL-6 et le TNF-� qui sont impliquées dans le processus d’inflammation. Les adipokines sont les 
médiateurs des actions du tissu adipeux et pourraient engendrer des effets délétères sur l’organisme, avant 
l’installation d’une obésité sévère.  
La Cohorte STANISLAS a permis de mener nos travaux de recherche, grâce :a) à son caractère longitudinal (3 
points de recrutement avec un intervalle de 5 ans) et familial (familles nucléaires), b) à sa composition 
relativement homogène (des individus supposés sains, non atteints de diabète, de MCV ou d’une obésité sévère), 
c) 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) à l’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 l’évolution de 5 ans de l’indice de masse corporelle 
(IMC) et de la leptine circulante avec les facteurs du SM classiques et nouveaux, et d’autre part, l’expression de 
certaines adipokines (leptine, visfatine, IL-6 et TNF�) dans les PBMCs, afin d’approfondir leurs rôles dans le 
contexte de l’inflammation. 
L’étude longitudinale sur les changements de l’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 l’IMC en fonction du 
sexe. Nous avons pu distinguer 5 clusters : ‘lipides à risque’, ‘lipides de protection’, ‘inflammation’, ‘pression 
artérielle’, ‘enzymes hépatiques’. Les associations entre les ‘enzymes hépatiques’ et ‘lipides de protection’ et les 
changements de l’IMC sont significatifs seulement chez les hommes, alors que le cluster ‘inflammation’ est 
associé avec les changements de l’IMC exclusivement chez les femmes, suggérant qu’une prise de poids 
équivalente, déclenche des mécanismes métaboliques qui différent entre les deux sexes. S 

En ce qui concerne l’association du cluster ‘inflammation’ avec l’aggravation de l’IMC chez les femmes, elle 
pourrait être 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 l’adiposité chez les 
femmes. Dans le même contexte, nous avons étudié cette adipokine en relation avec un ensemble de facteurs du 
SM, en tenant compte de l’adiposité. Nous avons pu constater une association de la leptine avec la CRP seulement 
chez les femmes et avec les enzymes hépatiques, l’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 l’implication des adipokines dans l’inflammation, nous nous sommes focalisés sur un tissu plus 
spécifique de l’inflammation que le plasma, les PBMCs. Nous avons élargi notre champ d’intérêt 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, système immunitaire et inflammation). La 
plupart des gènes (166 sur 182) étudiés étaient exprimés ; parmi eux les adipokines, avec des taux d’expression 
suffisants pour les quantifier, ce qui souligne l’intérêt des PBMCs en tant que modèle, pour explorer les 
mécanismes liant les adipokines à l’inflammation. 
La quantification de l’ARNm (RT-PCR) des adipokines, a démontré des associations, de la visfatine avec l’IMC 
et l’expression du TNF-�, et de la leptine avec la pression artérielle systolique et diastolique. Ces résultats 
confortent l’hypothèse d’une contribution de ces molécules aux facteurs de risque des MCV, tels que l’obésité et 
l’hypertension, dans le contexte de l’inflammation.  
L’ensemble de nos résultats souligne le rôle-médiateur de la leptine et l’impact du sexe sur les actions de cette 
hormone et ouvre de nouvelles perspectives pour étudier les adipokines dans le contexte de l’inflammation, en 
proposant un modèle d’étude : les PBMCs.  


