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Résumé

Au cours des dernicres années, il est devenu évident que les sociétés des pays
industrialisés sont a haut risque de maladies métaboliques. Une alimentation riche en
énergie (lipide/glucide), combinée a une sédentarit¢ accrue, est un facteur
environnemental contribuant a l'augmentation de la prévalence de maladies reliées
spécifiquement a des troubles endocriniens comme l'obésité et le diabete. Le traitement
de ces désordres métaboliques doit donc passer par la connaissance et la compréhension
des mécanismes moléculaires qui controlent ces désordres et le développement de

traitements ciblés vers les facteurs responsables.

Le tissu adipeux est une glande endocrine qui sécréte des substances, regroupées
sous le terme d'adipokines, qui contrdlent I'homéostasie énergétique. L'augmentation de
la masse adipeuse est responsable du développement de dérégulation hormonale qui
méne a des dysfonctions physiologiques et métaboliques. Pour contrecarrer le
deéveloppement démesuré du tissu adipeux, la signalisation insulinique ainsi que 1’apport
énergétique, responsables de la différenciation adipocytaire, doivent étre inhibés. In vivo,
la leptine, adipokine dont la concentration est corrélée a la masse adipeuse, présente des
actions pro ou anti-insuliniques dans 1’organisme pour réguler ce phénomene. Elle
favorise 1’effet inhibiteur de 1’insuline sur la synthése hépatique de glucose alors qu’elle
s’oppose a son action sur I’expression des enzymes glucokinase et phosphoénol-pyruvate
carboxykinase. La leptine influence aussi le taux circulant de triglycérides en diminuant
sa concentration plasmatique. D'autre part, l'adiponectine, adipokine insulino-
sensibilisante, voit sa sécrétion diminuée avec la prise de poids. La sensibilité a I'insuline
est ainsi diminuée au fur et a mesure que le débalancement de ces deux adipokines

s'accentue.

La résistance a l'insuline s'installe alors pour s'opposer au stockage énergétique et
a la prise illimitée de poids et la glycémie augmente. L'augmentation du glucose sanguin
stimule la sécrétion d'insuline au niveau des cellules pancréatiques. C'est le diabéte

caractérisé par une hyperglycémie et une résistance a l'insuline. Le diabéte, une des



premieres causes de mortalit¢ dans le monde, est plus répandu sous sa forme non

insulinodépendante (diabéte de type 2, DT2) liée a 1'obésité.

Récemment, différents facteurs de transcription ont été identifiés comme
régulateurs de l'expression d'une panoplie de genes impliqués dans le métabolisme
glucidique et lipidique. Parmi eux, les récepteurs des inducteurs de la prolifération des
peroxysomes (PPAR, Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), appartenant a la
famille des récepteurs nucléaires. Les PPAR ont ét¢ démontrés comme ayant un role
central dans le contréle de la transcription des geénes codants pour des protéines
impliquées dans le métabolisme : les adipokines. PPARY, en plus de son implication dans
le controle de I'homéostasie glucidique et lipidique, est reconnu comme étant un facteur
de transcription pivot régulant I'adipogenése du fait de son expression majeure dans le

tissu adipeux.

D'autre part, il est bien établi maintenant que 1'obésité et le diabete sont des
facteurs contribuant au développement du processus inflammatoire vasculaire
caractéristique de I’athérosclérose. En effet, les cellules endothéliales et musculaires
lisses, principales composantes de la média de 1’artere, sont trés sensibles aux altérations
métaboliques. Une diminution de la sensibilité a I’insuline entraine une réduction de la
disponibilité du glucose et I'utilisation des acides gras comme alternatif par ces cellules.
Ceci induit I’accumulation des acides gras oxydés dans I’intima et leur filtration dans la
média pour former un core lipidique. Bien que I’induction de la dysfonction endothéliale
soit impliquée trés précocement, certaines études pointent 1’accumulation lipidique dans
les cellules musculaires lisses vasculaires (CML) et leur dysfonction comme

déclencheurs de 1’athérosclérose.

Ce travail visait donc, dans un premier temps, a développer un modele
d'altérations métaboliques liées a la modulation de l'activité du tissu adipeux via une
alimentation riche en lipides. Dans un second temps, cette étude tentait d'évaluer I’impact
des adipocytes de souris sur les CML vasculaires et sur la modulation de leurs fonctions

dans ce modele d'altérations métaboliques et DT2 liés a I'alimentation et a 1'obésité.

Ainsi, par le biais de deux dictes pauvres en cholestérol a profil lipidique

différent, nous avons développé un modéle murin présentant divers stades d'altérations du
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métabolisme allant jusqu'au DT2 en lien avec l'obésité chez les males et chez les
femelles. D’autre part, des signes de cardiomyopathie ainsi qu’une modulation du taux
des adipokines sont reliés a ces mémes dietes. Parallelement, 1’activit¢ de PPARY2 est
modulée chez les souris sous dictes enrichies en gras. Ensuite, nous avons démontré que
les adipocytes, provenant de souris alimentées avec une di¢te enrichie en gras,
modulaient la migration et la prolifération des CML comparativement au groupe controle.
Ces modulations dépendaient en grande partie de la nature de la die¢te consommée, mais
également du sexe de la souris. Par ailleurs, les altérations fonctionnelles des CML,
couplées a des modulations géniques, sont associées aux changements du profil de

sécrétion des adipokines mesurées chez les adipocytes.

L’ensemble de ces travaux suggere une action directe de la nature de la
stimulation du tissu adipeux blanc dans la modulation du profil de sécrétion des
adipokines et I'induction du DT2 in vivo. Ces altérations de la physiologie adipocytaire se
reflétent in vitro ou le tissu adipeux contribue aux altérations physiopathologiques des
CML liées au DT2. Ainsi, cette étude est I'une des premicres a établir un lien direct entre
les modulations adipocytaires et les effets de leurs sécrétions sur la physiologie des CML.
Ces observations peuvent €tre exploitées cliniquement dans un développement futur
d’outils thérapeutiques visant a prévenir et a traiter les troubles métaboliques et le DT2,

en ciblant le tissu adipeux comme entit¢ métabolique et endocrine.

Mots-clés : adipocyte, adipokines, athérosclérose, diabéte, obésité.
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Abstract

Obesity is recognized as a risk factor to a variety of chronic diseases linked to the
metabolic syndrome like atherosclerosis and type 2 diabetes (T2D), and is a major cause
of increased risk of morbidity and mortality worldwide. High fat diets (HFD) coupled
with sedentarity in the industrialized societies contribute to the raise of metabolic
alterations prevalence specifically linked to endocrine troubles. Treatment of these latter
should include the comprehension of the molecular mechanisms underlying these

disorders in order to appropriately target factors responsible for the disease establishment.

Adipose tissue is no longer considered as a passive organ which only stores lipids,
but also works as an active gland that secretes several bioactive substances called
adipokines. Among them, there are key factors known to play a pivotal role in the
regulation of glucose and lipid homeostasis, lipid storage, adipogenesis. They are also
recognized for their control of a wide range of cell type like adipocytes, hepatocytes and
skeletal myocytes. Accumulation of adipose tissue in obesity, linked with the type as
much as the amount of dietary lipids, is due to hyperplasia and hypertrophy of
adipocytes. These changes are associated with modification in their secretion and
inflammatory profile. To counteract excessive fat tissue development, insulin signalling
known for its role in adipogenesis is inhibited. Thus, leptin is secreted by adipocytes to
inhibit insulin action and the insulin sensitizer adipokine, adiponectin, is down regulated.
The two factors are correlated to weight gain and their respective secretion profile is

upregulated for leptin and down regulated for adiponectin.

Insulin resistance is developed to prevent energetic storage and unlimited weight
gain but glycemic control fails and glycaemia raises. Hyperglycaemia stimulates more
insulin secretion, a characteristic of T2D linked to obesity. An estimated 80% of those

who develop T2D are obese.

Obesity induces important and complex changes, not only in glycemic
homeostasis but also in the adipocytes. Following fatty acids (FA) stimulation, the main
ligand-activated transcriptional factor that controls adipose tissue metabolism and

adipokine secretion, peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARYy), is
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activated. This nuclear receptor subtype regroups two isoforms: PPARYyI1, expressed in
many tissues (adipose tissue, muscle, heart and liver) where it controls glucose and lipid
homeostasis, and PPARY2, the adipocyte’s specific form, which further governs
preadipocyte differentiation, up-regulation of genes involved in lipogenesis and the

expression of adipokines.

Recent advances showed that increased FA and glycaemia trigger vascular
alterations that lead to atherosclerosis. In fact, endothelial cells (EC) and smooth muscle
cells (SMC), the main arterial components, are sensitive to metabolic alterations. A lack
in insulin sensitivity, leading to lower glucose availability, forces arterial cells to use FA
as alternative energy source. Thus, in atheroprone regions susceptible to plaque
formation, EC and SMC are subjected to metabolic modifications that lead to oxidized
low-density lipoprotein (oxLDL) accumulation in the intima and the progression of
vascular disease. Many studies confirmed that the presence of SMC in the atherosclerotic
plaque originates from the vascular wall but are showing a distinct phenotype. Even if the
role of these cells in atherogenesis is not clear, trans-differentiation of SMC into foam

cells has been reported in vitro.

Thus, the present study aims at studying a HFD-induced obesity mouse model,
developed to evaluate the impact of FA nature on the adipokine secretion profile of
adipocytes. We also intended to determine gender-specific impact on modulation of
metabolic disorders in response to those diets. On the other hand, we aim to determine
the role of adipocytes in the development of obesity-linked atherosclerosis. For that, the
second part of this study targeted the effect of adipocytes isolated from mice fed with
HFD on SMC physiology. We focused our investigation on the effects of adipocytes

regardless of the impact of other cell types in the adipose tissue.

To reach our goal, we developed a HFD-fed mouse preparation demonstrating
different stages of metabolic disorders leading to T2D. This model allowed us to generate
adipocytes with different alteration status, reflected by the modulation of their adipokine
secretion profile. Modifications in adipokine secretions were associated with PPARy2
modulation. These results, reported in both genders, were delayed in female who

expressed higher levels of estrogen receptor alpha (ERa). Then, the adipocytes were used



to produce conditioned cultured media. To decipher the mechanistic contributions of
HFD in adipokines modulation, the potential of adipocytes to induce SMC
pathophysiologic disorders was evaluated in SMC stimulated by conditioned cultured

media.

This protocol enables the transposition of diet-induced fat cell modifications into
extended alterations in the physiology of vascular SMC. These results strongly support
pro-atherogenic effects of abdominal adipocytes on an important vascular component
function through paracrine actions. Thus, adipocytes can be recognized as a link between

the pathogenic potential of obesity and the impairments of SMC functions.

A better understanding of the pathogenic effects of the adipose tissue on other
tissues and organ systems might assist to develop better strategies in treating obesity-

induced cardiovascular disease and metabolic syndrome.

Keywords : adipocyte, adipokines, atherosclerosis, diabetes, obesity.
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Les bons moments ont une fin...il faut étre intelligent pour les vivre;

Les mauvais moments ont aussi une fin...il faut étre patient pour les survivre.
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Avant-propos

e sang est le tissu vital de tout organisme vivant. Comme un volcan incandescent

qui fait ressortir les matériaux indispensables du fond de la terre jusqu’a sa

surface vivante, le sang distribue aux cellules de 1'organisme tout ce dont elles ont
besoin pour leurs activités métaboliques et vitales, et les débarrasse de leurs différents
déchets. Nos ancétres voyaient en cette source vitale un €lixir a propriétés magiques et
mystérieuses qui emportait la vie avec elle en sortant d’un organisme vivant. Un organe
en absence partielle ou totale de sang présente des dysfonctions pouvant mener a la mort
du tissu, voire de l'organisme. L'une des altérations pouvant conduire a une absence
d’apport sanguin dans un tissu est l'athérosclérose. Les complications résultant de la
formation d'une plaque lipidique obstruant les vaisseaux vont a l'encontre des fonctions
sanguines et entrainent de séveres événements pathologiques tels le syndrome coronarien,
la cardiomyopathie ischémique et 1'accident cérébro-vasculaire. Ces complications sont
responsables de la majorit¢ des cas de morbi-mortalité reliées aux maladies
cardiovasculaires.

Par ailleurs, 1'adoption d’un style de vie « aisée » est a 1'origine de I’augmentation
de la prévalence de I’athérosclérose dans toutes les régions du monde. En effet, les
sociétés ou l'industrialisation, l'alimentation énergétique, le mode de vie facile et la
sédentarit¢ prédominent voient leurs populations devenir obeses et diabétiques, deux
facteurs de risques de l'athérogénese. Heureusement, les complications de l'athérosclérose
ont diminué ces 30 derni¢res années grace aux progres de la prévention des facteurs de
risque et aux perfectionnements des thérapies médicamenteuses et interventionnelles.

Cependant, entre un changement radical du mode de vie et des habitudes des
sociétés industrialisées et la recherche de traitement pour les maladies cardiovasculaires
tout en étudiant I’impact des facteurs de risque, tel que le diabéte et 1'obésité, le débat
n'est pas encore clos. En attendant I'évolution des sociétés vers des modes de vie plus
« salubres », la découverte de nouvelles données scientifiques dans le processus
d'athérosclérose permettra de mieux concevoir de nouveaux outils de prévention, de
diagnostic et de traitement, mieux adaptés a nos sociétés contemporaines.



Chapitre I. INTRODUCTION




1. Structure et fonctions de I’artére

Les vaisseaux sanguins sont des structures anatomiques dynamiques qui
véhiculent et régulent la distribution du sang, tissu indispensable pour la survie de
I’organisme, en se contractant et en se relachant suivant 1’état physiologique du corps. Ils
peuvent aussi proliférer pour irriguer de nouvelles parties de 1’organisme en
développement. Les vaisseaux sanguins forment un réseau qui prend fin 1a ou il a pris
naissance : dans le cceur. Ils se divisent en trois grandes catégories : les arteres, les veines
et les capillaires. Les contractions cardiaques génerent la dynamique du sang dans ce
réseau de conduits. Le sang passe ainsi du ventricule gauche du cceur dans les artéres
jusqu’aux artérioles pour atteindre le lit capillaire des organes et des tissus. A la sortie des
capillaires, le sang emprunte les veinules puis les veines pour aboutir dans I’oreillette
droite du cceur. Ce voyage, long de prés de 10 000 km dans le corps humain adulte (1),
redémarre vers les poumons pour permettre au sang de se débarrasser du CO; et de se
recharger en O,, indispensable a la survie de I’organisme.

A. Structure de la paroi artérielle

La paroi artérielle est anatomiquement et physiologiquement formée de trois
tuniques entourant la lumiere des vaisseaux ou circule le sang (Figure 1-1) :

* La tunique externe, appelée adventice ou externa, est formée principalement de fibres
¢lastiques et de fibres de collagéne lachement entrelacées, qui forment la protection
du vaisseau (1). Cette couche est parcourue de neurofibres et de vaisseaux
lymphatiques. Les arteéres regoivent leurs substances nutritives par diffusion a partir
de la lumicre vasculaire, mais aussi grace a de petits vaisseaux nommeés vasa
vasorum (1).

* La tunique moyenne, ou média, se compose principalement de cellules musculaires
lisses (CML) disposées en anneaux, de fibres élastiques et de feuillets d’¢€lastine
continus (1). Le systéme nerveux sympathique module I’activit¢ du muscle lisse
vasculaire entre contractions et relachements, pour permettre la vasoconstriction et la
vasodilatation, selon les besoins de I’organisme (2). La média est la couche la plus
épaisse de la structure des artéres qui participe au contrdle de la pression sanguine au
niveau des organes (1).

* La tunique interne, ou intima, est composée d’un endothélium et d’une membrane
basale. L endothélium est un épithélium simple squameux qui tapisse la paroi interne
des vaisseaux et qui est en contact avec le sang (1). En continuité avec 1’endocarde,



les cellules endothéliales (CE) s’imbriquent les unes aux autres pour constituer une
surface lisse et limiter les frictions avec le sang (1). Elles sont fixées sur la
membrane basale par des molécules d’adhésion appelées intégrines. Dans les parties
épaisses des vaisseaux sanguins ou la diffusion passive des matieéres nutritives a
partir de la lumicre artérielle vers I’adventice est quasi impossible, des structures
appelées vasa vasorum adventitiels s'étendent a la média et a l'intima pour leur
fournir les nutriments (3).

A chaque compartiment correspondent des interactions spécifiques. Le
compartiment endothélial interagit avec le sang circulant, le compartiment adventitiel
avec le tissu environnant et la média, contenant les CML, per¢oit des communications
provenant de l'endothélium, des terminaisons nerveuses adventitielles et des peptides
interstitiels vers les CML (4).

Copynight © The McGraw-Hill Companies. Inc. Parmission required for reproduction or display.
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Figure 1- 1 Structure d’un vaisseau sanguin



1. L’endothélium

Considéré auparavant comme une simple couche inerte et non thrombogene
tapissant la lumiere des vaisseaux sanguins, 1'endothélium est défini depuis 1970 comme
un systéme en soit ayant des fonctions protectrices et sécrétrices (1). En effet,
I’endothélium contrdle le tonus vaso-moteur en synthétisant et sécrétant une panoplie de
molécules énumérées a titre indicatif dans le tableau 1-1 ci-dessous (2-5).

Tableau 1- 1 Agents actifs sécrétés par les cellules endothéliales.

Oxyde Nitrique (NO) Angiotensine II (Ang-1I)
Prostacycline Radicaux libres
Bradykinine Thromboxane

Peptide natriurétique Prostaglandine

L’endothélium est donc un organe a fonction endocrine qui régule le tonus
vasomoteur et le transport moléculaire et cellulaire a cause de sa position anatomique a
I’interface entre les compartiments sanguins et tissulaires. Il joue un réle primordial dans le
maintien de ’homéostasie. En condition physiologique normale, il agit telle une barriére
sélective et perméable entre les deux compartiments, détecte et intégre des stimuli
hémodynamiques et hormonaux et contribue, en fonction de ces signaux, aux échanges
complexes entre le milieu intra-vasculaire, interstitiel et intra-cellulaire.

L'état de contraction et de relaxation des CML vasculaires est responsable du
tonus vasomoteur général définissant le niveau de pression artérielle locale, répartissant
le flux en fonction des besoins métaboliques. La balance des effets des agents
vasoconstricteurs et vasodilatateurs libérés par les CE dicte le tonus vasculaire en
agissant sur les CML.



La fonction sécrétrice de 1’endothélium fut décrite pour la premicre fois par
Furchgott et Zawadzki (5) aprés la découverte du mode d’action vasorelaxant de
I’acétylcholine. En effet, cet effet passe par la libération du monoxyde d'azote (NO, Nitric
Oxide) par I’endothélium (Figure 1-2). Le NO est formé a partir de la L-arginine par une
réaction catalysée par une enzyme, la NO synthase (NOS, Nitric-Oxide Synthase). Cette
enzyme est exprimée de facon constitutive dans les CE (eNOS, Endothelial NOS).
L'activation de cette enzyme dépend de la concentration intracellulaire du calcium libre
(Ca®™) dans le cytoplasme des cellules et des phosphorylations intracellulaires assurées
par les protéines kinases A et B (aussi appelée Akt) (6). Les vasodilatateurs classiques
comme [D’acétylcholine, la bradykinine et autres, stimulent ’augmentation du Ca®*’
intracellulaire dans les CE. Le Ca’" forme un complexe avec la calmoduline qui active
ainsi la eNOS (3; 4). C’est ainsi que les CE, via le systtme nerveux sympathique,
régulent la pression artérielle par I’action relaxante du NO sur les CML.

D’autres voies d’activation de la eNOS existent. L’insuline, par exemple, active la
eNOS via la phosphorylation de 1’Akt, qui a son tour phosphoryle la eNOS (cf. chapitre
2.1.2 sur I’insuline). Les formes neuronales (nNOS, neuronal NOS) et inductibles (iNOS,
inducible NOS) de la NOS ne peuvent pas €tre activées par 1’Akt (4). L activation de la
eNOS par les forces de cisaillement au niveau de 1’endothélium passe aussi par I’action
de I’Akt (7). Le NO ainsi formé¢ diffuse dans les CML pour stimuler la guanylate cyclase
soluble, ce qui entraine la production de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) a
partir de la guanosine triphosphate (GTP) (Figure 1-2). Cette hausse du taux de GMPc
entraine au niveau des CML, une activation des protéines kinases G-1 qui phosphorylent
d’une part la phospholambane et d’autre part, les phosphatases des chaines légeres de
myosine. Alors que la phospholambane va favoriser la capture du Ca*" par le réticulum
sarcoplasmique, les phosphatases des chaines légeres de myosine vont déphosphoryler les
chaines légeéres de myosine. Ces deux processus jumelés entrainent la relaxation des
CML (8).

Les CE ne liberent pas le NO uniquement vers les CML vasculaires sous-jacentes,
mais également dans la lumicre des vaisseaux sanguins. C'est ainsi que le NO inhibe
I’adhésion des plaquettes et des leucocytes sur I’endothélium ainsi que l'agrégation
plaquettaire (9-11). Le NO exerce aussi a la fois une action mitogénique sur les CE dans
le processus de réparation vasculaire et inhibitrice de la prolifération sur les CML pour
empécher 1’épaississement de la paroi vasculaire et la diminution de son élasticité. Le NO
peut également interagir avec les especes réactives d’oxygene (ROS, Reactive Oxygen
Species) qui endommagent I’endothélium pour diminuer leur impact (12; 13).

D’autre part, la relaxation des CML est aussi obtenue lors de 1’augmentation de
I’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) qui est produite de la méme fagon et agit
comme vasodilatateur de la méme maniere que le GMPc. La production de I’AMPc est



médiée entre autres par la prostacycline, vasodilatateur de la famille des eicosanoides
produit en réponse aux contraintes de cisaillement par les CE par l'action de l'enzyme
prostacycline synthétase sur la prostaglandine (11; 14). D’autres facteurs, comme
I’adrénaline, la noradrénaline ou I’ANF agissent comme vasodilatateur en augmentant la
production de I’AMPc (15).

Cellule endothéliale Cellule musculaire lisse
I A I
Relaxation

Acétylcholine 5@ { . O
Bradykinine O o%

Sérotonine -~ _ ‘ @

Histamine (@) @ O ‘

ATP v O
Arginine A
NO

Figure 1- 2 Cycle de production du NO et de son action sur les cellules musculaires lisses

En outre, les CE sécretent ’endothéline-1 (ET-1) dont la production est stimulée
par la thrombine (16), le facteur de croissance transformant B1 (TGFB1, Transforming
Growth Factor beta 1), I'interleukine 1 (IL-1), I’épinéphrine et I’angiotensine II (Ang II),
et est inhibée entre autre par le NO (17; 18). L’ET-1 induit la dilatation des artéres a
faible concentration par son action sur les récepteurs ET-B des CE dans lesquelles elle
induit la sécrétion du NO et de la prostacycline. Toutefois, a fortes concentrations, c’est
I’effet inverse qu’exerce I’ET-1 en agissant sur les récepteurs ET-A (19; 20). A I’état
physiologique, les concentrations plasmatiques circulantes d’ET-1 sont faibles di
probablement a un rétro-contrdle négatif induit par le NO ou par une action paracrine

21).

L’endothélium  peut  aussi  exprimer, dans  certaines  conditions
physiopathologiques, des molécules d’adhésion qui conditionnent 1’adhésion puis le
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passage des leucocytes dans I’intima. D’une maniére générale, I’endothélium joue un role
déterminant au cours des processus inflammatoires.

L’endothélium est donc maintenant pergu comme un véritable organe endocrinien
qui intervient directement dans la régulation de plusieurs processus biologiques, lesquels
ont un impact certain sur la structure et I’activité¢ vasculaire et, par conséquent, sur la
santé vasculaire.

2. Les cellules musculaires lisses vasculaires

Les médiateurs de la capacité contractile de la paroi vasculaire sont les cellules
musculaires lisses vasculaires localisées dans la média. Ce sont des cellules issues du
mésoderme de forme allongée et fusiforme, qui possédent un seul noyau cellulaire a
I’inverse des autres types de cellules musculaires (22). La principale fonction des CML
est de réguler le tonus vasculaire. Les CML de la média sont organisées en feuillets
paralléles. Cependant, elles ne forment pas un tapis cellulaire homogene mais plutot une
suite anatomique de cellules présentant des états de différenciation plus ou moins avancés
selon leur disposition dans ’artére (23; 24). La différenciation des CML est influencée
par les CE et les cellules périvasculaires via des facteurs qu’elles sécrétent comme le
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF-B, Platelet Derived Growth Factor
beta), le facteur de croissance fibroblastique (bFGF, basic Fibroblast Growth Factor), le
facteur de croissance transformant (TGFp) et ’angiopoiétine-2 (25; 26).

Associées entre elles par une charpente de tissu conjonctif composée de collagene
et d’¢lastine, la structure des CML ne présente pas de stries Z, a la différence des cellules
du muscle strié¢ d'ou leur dénomination de lisses (23). Elles expriment des protéines
spécifiques indispensables a la structure de leur cytosquelette et a leur fonction
contractile comme 1’a-actine, I’a-tropomyosine spécifiques du muscle lisse, la h-
caldesmone, la calponine et la protéine SM-22a (27). Au fur et a mesure de leur
maturation, le cytosquelette des CML se rigidifie et diminue ainsi leur capacité migratoire
et proliférative (22) d’ou I’hétérogénéité cellulaire retrouvée dans la média qui présente
au moins deux phénotypes de CML caractérisées par leur forme, leur physiologie et leur
capacité contractile migratoire et proliférative (28). C’est ainsi que nous pouvons
distinguer dans les CML un phénotype contractile caractérisé par des cellules fusiformes
a capacité proliférative et migratoire et un phénotype synthétique caractéris€¢ par une
morphologie polygonale presque inerte (29; 30).

La contraction des CML est calcium-dépendante ce qui induit la phosphorylation
des chaines de myosine. Pour cela, ces cellules expriment des récepteurs pour des ligands
(acétylcholine, adrénaline, etc.) qui entrainent I'augmentation du Ca®" intracellulaire. La
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réduction du taux cytoplasmique du Ca®’ entrainant une relaxation des CML peut étre
induite par différents facteurs comme le facteur natriurétique auriculaire (ANF, Atrial
Natiuretic Factor) et le NO, qui stimule la capture par le réticulum sarcoplasmique du
Ca”" par la voie du GMPc (23).

Les CML ont un role essentiel a jouer dans le systéeme vasculaire de 1’organisme
en régulant par leur contraction et leur relaxation le flux sanguin, la pression artérielle
systémique et la distribution générale des nutriments et de 1’0, jouant ainsi un rdle
primordial dans ’homéostasie, la thermorégulation et la limitation de fuites sanguines en
cas de blessures.

3. La matrice extracellulaire des arteres

La matrice extracellulaire (MEC) est une structure de soutien de la paroi
vasculaire ce qui lui confére des propriétés mécaniques et biologiques essentielles au bon
fonctionnement des artéres. La MEC est composée de fibres de collagenes, de fibres
¢lastiques, de glycoprotéines de structure et de protéoglycanes qui rendent les artéres
¢lastiques, résistantes a 1’étirement et régulent ainsi leur contractilité. La quantité et la
structure de chacun des composants de la MEC varient selon la grosseur et la fonction du
vaisseau et sont modulées avec la maturation de I’organisme ou I’évolution d’une
pathologie vasculaire (31).

Deux structures lamellaires, 1’une interne et [’autre externe, séparent les 3
tuniques des vaisseaux : I’intima, la média et ’adventice. Entre elles s’intercalent des
CML qui se lient a la MEC via la fibronectine et aux fibres de collagenes via la laminine.
Ces interactions des CML maintiennent leur phénotype contractile (31). Dans ’adventice,
du fait de leur fonction de structure, ce sont des fibres de collagéne fibrillaire au diameétre
plus grand et des fibroblastes qui prédominent en comparaison avec leur homologue de la
média (31).

B. Pathogéneése de I'athérosclérose

L'athérosclérose n’est pas une maladie des temps modernes; elle a été identifiée
dans les corps momifiés des pharaons par Sir Marc Amand Ruffer en 1911 (32). La
premiere description compléte de cette pathologie fut donnée pour la premiere fois en
1804. Elle était alors percue comme une atteinte de la couche interne des arteres qui se
gorge de matiere sébacée (33). De nos jours, c’est plutdt une dégénérescence de la
tunique interne des artéres caractérisée par 1'épaississement et le raffermissement de ses
parois que I’on nomme athérosclérose (du Grec athéro = mucus, colle et skléros = dur).

9



Selon la définition de IOMS, ce remodelage de l'intima est accompagné d’une
transformation de la média (34). La naissance de la 1ésion athérosclérotique commence
par une strie lipidique riche en macrophages engorgés de lipides (35). Par la suite, des
dépots de cholestérol, de débris cellulaires, de calcium et d'autres substances
s'accumulent dans la doublure intérieure de D’artére pour former ainsi la plaque. La
formation des stries lipidiques peut commencer deés le développement feetal et est
fréquent durant I’enfance (36; 37). Mais tout d’abord, voyons de plus pres la structure des
vaisseaux sanguins et leur fonction pour mieux comprendre le processus d’athérogénése.

1. La dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale était initialement définie comme une perte de la
capacité d'un vaisseau a se dilater suite a un stimulus vasorelaxant, comme
I’acétylcholine ou la bradykinine. Une compréhension plus approfondie de ce processus
inclut maintenant un état pro-inflammatoire et pro-thrombotique.

En effet, les facteurs de risque cardio-vasculaires (age, tabac, diabete, etc.)
inhibent le réle protecteur de 1’endothélium et augmentent la production de médiateurs
vasoconstricteurs, pro-agrégants et pro-mitogenes (38). Une premiere étape dans
I’athérogénese et I’inflammation vasculaire est DI’activation des CE qui augmente
I’expression de molécules d’adhésion a leur surface (Figure 1-3) (39). Ceci a pour effet
d’augmenter la probabilité¢ de recrutement des leucocytes a la surface endothéliale. Les
sélectines, les intégrines, la superfamille des immunoglobulines et les cadhérines
constituent les quatre familles de molécules d’adhésion de la surface des CE. Parmi elles,
la molécule d’adhésion de cellule vasculaire (VCAM-1, Vascular Cell Adhesion
Molecule), la molécule d’adhésion intercellulaire (ICAM-1, Inter-Cellular Adhesion
Molecule) et la sélectine E permettent les différentes étapes de la diapédese leucocytaire,
a savoir, le roulement, 1’adhérence ferme et la migration trans-endothéliale (40).
L’adhésion des monocytes a la paroi du vaisseau et leur différenciation en macrophages
qui s'accumulent dans la paroi vasculaire participent aux processus de développement des
cellules spumeuses dérivées des macrophages dans ces parois (Figure 1-3).

Les facteurs environnementaux (stress, alimentation, tabagisme, etc.) et
physiopathologiques (diabete, hypercholestérolémie, hypertension, etc.) qui stimulent ou
favorisent la liaison des monocytes a la surface des cellules endothéliales jouent un role
essentiel dans I’initiation du processus d’athérogénese et de I’inflammation vasculaire qui
mene a 1’athérosclérose.

Une réduction de la biodisponibilit¢ du NO dans la paroi vasculaire, par une
inhibition de sa syntheése ou une augmentation de sa dégradation, a été un des premiers
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facteurs rapportés dans la dysfonction endothéliale. En effet, un vaisseau dont
I’endothélium sécreéte moins de NO présente une fonction vasomotrice altérée et un
processus d’athérogénese débuté. De plus, une baisse de Dlactivit¢ du NO issu de
I’endothélium contribue a l'augmentation de 1'agrégation plaquettaire, de la prolifération
des CML et a la stimulation des interactions endothélium-leucocytes (41; 42).

La dysfonction endothéliale est, de ce fait, un élément clé de I’initiation des
premicres étapes du développement de 1’athérosclérose. La diminution de la
biodisponibilit¢é du NO peut étre due a une inhibition de ’activité de la eNOS pas des
agents exogeénes et/ou endogenes, ou par un manque de son substrat principal, la L-
arginine. Par ailleurs, des produits oxydants comme 1’anion superoxyde (Oy), le
peroxyde d’hydrogéne (H,O,), le radical hydroxyl (HO"), I’acide hypochlorique (HOCI)
et les radicaux lipidiques produits par le métabolisme anaérobie (43), sont connus pour
leur capacité¢ a inhiber le NO. Ces produits hautement réactifs appelés les especes
réactives de 1’oxygeéne, ROS, lient le NO pour former le peroxynitrite, un oxydant tres
puissant (38; 44). Le peroxynitrite est un catalyseur de I’oxydation des lipoprotéines de
basse densit¢ (LDL, Low Density Lipoprotein) augmentant ainsi leur potentiel
pro-athérogénique (45). De plus, le peroxynitrite entraine la dégradation du BH4
(tétrahydrobiopterine) un important cofacteur de la eNOS (46), ce qui a pour effet de
découpler cette protéine et d’augmenter la production de ROS (47). Le découplage de la
eNOS a pour résultat de libérer deux dimeres bioactifs a activité réductase. Ceci entraine
la formation de plus de ROS ce qui aggrave la dysfonction endothéliale (48). L’exces de
signaux oxydatifs méne a un état pro-inflammatoire des vaisseaux. Les ROS induisent
'expression des molécules d’adhésion VCAM-1, ICAM-1 et chémioattractantes (MCP-1,
Monocyte Chemoattractant Protein-1) a la surface endothéliale (45).

D’autres facteurs peuvent diminuer la biodisponibilité du NO au niveau vasculaire
en altérant l'activité de la eNOS. La protéine C réactive (CRP, C-Reactive Protein), par
exemple, est connue pour son activité inhibitrice de la eNOS (49; 50). La NADPH
oxydase (51; 52), la xanthine oxydase (53) et les mitochondries (54), quant a elles,
influencent indirectement ’activit¢ eNOS en augmentant la production de ROS. Plus
récemment, un nouveau facteur de réduction de la production de NO a été¢ découvert : la
diméthylarginine. En effet, la eNOS utilise la L-arginine pour produire le NO. La
présence de cette arginine asymétrique inhibe la fonction de eNOS. La concentration de
la diméthylarginine dans le plasma est directement associée a la dysfonction endothéliale,
a 1'épaississement de 1’intima artérielle, 1’athérosclérose et 1’hypertrophie ventriculaire
gauche, et est inversement proportionnelle a la relaxation vasculaire (54-57).
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L’Ang II exerce aussi une action dans ce processus. En effet, il a été bien
démontré qu’une perfusion d’Ang II induit une dysfonction endothéliale chez des rats
sains (59-61), augmente la production de ROS via la stimulation du NADPH oxydase
(52) et promeut I’inflammation vasculaire (62). Chez les patients hypertendus, le blocage
de la voie rénine-angiotensine, par 1’utilisation de bloqueurs de I’enzyme de conversion,
améliore la fonction endothéliale (63).

La sécrétion des agents favorisant la dysfonction endothéliale et inhibant la
protection vasculaire est reliée a diverses pathologies telles 1’hypertension (63; 64), le
diabete (65-68), les coronaropathies (69), les cardiomyopathies (53) et I’insuffisance
rénale chronique (70). De plus, cette manifestation de la dysfonction endothéliale n’est
pas seulement associée aux atteintes cardiovasculaires, mais peut se développer bien
avant leur apparition (71) et ce, méme chez des jeunes asymptomatiques présentant un
haut risque de développer de D’athérosclérose (72). La dysfonction endothéliale est
corrélée a la résistance a I’insuline (73), au syndrome métabolique et a la dyslipidémie
(74), a obesité (75), a la sédentarité (76) et au tabagisme (77) en absence de maladies
cardiovasculaires. Dans le cas du diabete de type 2 (DT2), alors que la voie des protéines-
kinases activées en cascade (MAPK, Mitogen Activated Protein Kinase) n’est pas
affectée, la voie de signalisation insulinique menant a la phosphorylation et 1’activation
de I’Akt est lourdement altérée (78-81). L’Akt est une protéine responsable de
I’activation par phosphorylation de la eNOS. L’absence de son activité dans le DT2 est a
I’origine de la dysfonction endothéliale. De plus, I’hyperglycémie chez les diabétiques
augmente la glycation des protéines plasmatiques pour former ce qu'on appelle les
produits glyqués a leur extrémité (AGE, Advanced Glycation End products). Les AGE se
lient au NO et annulent son effet au niveau endothélial (82). De plus, les protéines
glyquées induisent la formation de ROS et promeuvent I’inflammation vasculaire en
augmentant 1’expression de [I'IL-6, VCAM-1 et MCP-1 (83). Finalement,
I’hyperglycémie soutenue réduit la production du NO (84) et atténue la vasodilatation
chez ’humain (85).

2. Les effets physiopathologiques de la dysfonction endothéliale

La dysfonction endothéliale est souvent présentée comme point de départ du
processus physiopathologique menant a I’athérosclérose (72). C’est le point commun
reliant différentes pathologies comme 1’hypertension, I’insuffisance rénale, le diabete et
les atteintes cardiovasculaires. La diminution de la biodisponibilit¢ du NO au niveau
vasculaire stimule I’expression de VCAM-1 a la surface des CE via I’induction de
I’expression de NF-xkB (86). Les ROS, la CRP, le CD40 ligand et LOX-1 (Lectin-like
OXidized LDL receptor-1) augmentent aussi 1’expression des molécules d’adhésion
endothéliales (87). L expression de VCAM-1, ICAM-1 et de la E-sélectine a la surface
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des CE joue un role initiateur du processus inflammatoire. VCAM-1 lie les monocytes et
les lymphocytes T a la surface des CE (88). La réduction du NO conduit également a
I’augmentation de 1’expression de MCP-1 ce qui permet le recrutement des cellules
phagocytaires mononucléées (89). Les macrophages, en se gorgeant de LDL oxydés
(oxLDL, oxidized LDL) via le récepteur LOX-1, hautement exprimé dans les vaisseaux
sanguins des hypertendus, des diabétiques et des dyslipidémiques, se transforment en
cellules spumeuses (90). L’expression de LOX-1 peut aussi étre stimulée par 1’Ang 11 et
I’ET-1 (91; 92).

3. La genése de la plaque et sa rupture

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire de I’intima des grosses arteres
(35; 93). Comme cela est présenté dans la figure 1-3, la formation de la plaque
d’athérosclérose mettant en jeu les macrophages, les CE, les CML et les lymphocytes,
peut se résumer en trois temps évolutifs successifs : 1) la formation de la strie lipidique,
2) la Iésion fibro-lipidique et 3) la plaque complexe.

La formation de la plaque athérosclérotique commence par I’accumulation des
LDL, qui sont des lipoprotéines athérogenes, dans I’intima. C’est un phénomene passif
résultant d’un déséquilibre entre leurs flux d’entrée et de sortie, étroitement liés a leur
concentration plasmatique, qui constitue un risque cardiovasculaire menant a une
athérosclérose précoce (94-97). Des facteurs hémodynamiques (pression, forces de
cisaillement etc.) influencent aussi le transfert des LDL a travers I’intima ou ils seront
oxydés (38; 94; 97; 98). Ces particules lipidiques, constituées majoritairement du
cholestérol et d’apolipoprotéine B100 (Apo-B100), favorisent le processus
d'athérosclérose durant toutes ses €tapes : I’initiation, la progression et la rupture (88; 94-
96; 99-101). Comme cela a été présenté¢ précédemment, I’accumulation des LDL dans
I’espace sous endothélial, conduit a la dysfonction endothéliale. Ce phénomene provoque
I’expression a la surface endothéliale des molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1 ce
qui déclenche le recrutement et 1’infiltration des monocytes circulants dans 1’intima. Les
monocytes traversent l’intima, se transforment en macrophages puis en cellules
spumeuses suite a 1’accumulation d’oxLDL, conduisant ainsi a la formation de stries
lipidiques a la surface luminale (35; 96; 97; 99-101). Des facteurs comme le MCP-1,
nécessaire au passage des monocytes a travers la paroi endothéliale (102; 103), et le
facteur de stimulation des monocytes (M-CSF, Monocyte-Colony Stimulating Factor)
stimulant la différenciation et la prolifération des monocytes en macrophages, jouent un
role essentiel dans ce processus (104; 105).

Les macrophages infiltrés dans la paroi sous endothéliale captent et internalisent
de grandes quantités d'oxLDL via des récepteurs « scavengers » ou ¢éboueurs (CD36,
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CD68, SR-AI, SR-AII) (106). L'accumulation excessive d'oxLDL altere la fonction et le
phénotype des macrophages qui se gorgent de lipides et se transforment ainsi en cellules
spumeuses. Par la suite, une réaction inflammatoire chronique s’instaure via les
macrophages et les lymphocytes infiltrés dans la paroi intimale. Des médiateurs solubles,
des cytokines leucocytaires et vasculaires ainsi que des molécules immunorégulatrices
membranaires telles CD40/CD40L sont directement impliqués dans ce processus (107).
Un grand nombre de cytokines sont présentes dans la plaque d'athérosclérose : le facteur
nécrosant des tumeurs (TNFa, Tumor Necrosis Factor-alpha), 1L-1, 1L-6, IL-8, 1L-12,
IL-15, IL-18 et l'interféron gamma (IFN-y). Ces cytokines jouent un role dans le
recrutement des monocytes via la sécrétion de chimiokines (MCP-1 et IL-8) par les
cellules de la plaque, et favorisent leur adhésion a I’endothélium par 1’induction de
I’expression des molécules d’adhésion par les CE (108). Au fur et a mesure de la
progression de l'athérosclérose, les facteurs de croissance sécrétés par les macrophages
dans la plaque stimulent la croissance des CML vasculaires et la synthése de collagene
interstitiel. La réduction de la production de NO et ’augmentation de celle de ROS et des
cytokines activent les protéines de matrice a activit¢ métallo protéinases (MMP, Matrix
Metallo-Proteinase) (109), plus spécifiquement les MMP-2 et MMP-9. Ces derniéres
affaiblissent le cap fibreux de la plaque athérosclérotique en dégradant les fibres de
collagéne et d’¢lastine et provoquent ainsi son amincissement (110). La rupture de la
plaque met des substances thrombogenes en contact avec le sang et provoque ainsi une
obstruction thrombotique du vaisseau pouvant mener a 1’accident vasculaire cérébral
(AVC), l'infarctus du myocarde et autres atteintes liées a I’obstruction des vaisseaux
sanguins.

Les MMP, produites par une variété¢ de cellules telles les CE, les CML et les
monocytes, forment une famille de protéases classées en sous groupes, incluant les
collagenases (MMP-1, -8, -13 et -18), les gélatinases (MMP-2 et -9), les stromélysines
(MMP-3, -10, -11) et les MMP membranaires (MT-MMT, Membrane Type MMP).
L’activité protéolytique des MMP est régulée par des facteurs intracellulaires et
extracellulaires. Les facteurs de croissances, les cytokines, les hormones ainsi que les
promoteurs tumoraux régulent l'expression des MMP au niveau transcriptionnel.
L’expression des MMP peut aussi étre induite par les oxLDL du noyau lipidique de la
plaque, les ROS, la plasmine et la thrombine. Les oxLDL contribuent a la fragilisation
des plaques en inhibant 1’expression de I’inhibiteur des MMP (TIMP-1, Tissue Inhibitor
of Metallo-Proteinases) exprimés par les macrophages et en induisant 1’apoptose des
CML.

Dans une plaque affaiblie, le nombre de macrophages produisant des MMP est
augmenté et le nombre de CML réparant la MEC est diminué. Les lymphocytes T activés
détruisent les CML (110; 111) ce qui a pour conséquence de diminuer la syntheése du
collagene I et III. Les lymphocytes T influencent aussi la dégradation de la MEC en
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stimulant la production de MMP par les macrophages (112). Les neutrophiles, présents
dans la circulation et la plaque, sécrétent du MMP-8 et contribuent activement au
processus inflammatoire (113). Finalement, la production des collageénes de type I et 111
par les CML, essentielle au maintien de I’intégrité de la matrice vasculaire, est fortement
inhibée par ’IFN-y. De plus, I’'IL-1 et le TNF-a stimulent l'activité de la MMP-1, la
MMP-2, MMP-9 et MMP-13 par les CML (110) qui dégradent les protéoglycanes et
I’¢lastine de la matrice vasculaire (109). Le débalancement entre la dégradation et la
réparation de la MEC est la base du processus menant a la rupture de la plaque.

Un autre phénomene qui contribue a la déstabilisation de la plaque est I'apoptose
de divers types cellulaires incluant les macrophages, les lymphocytes T, les CE et les
CML (114). Les macrophages apoptotiques sont plus abondants dans les plaques
vulnérables comparativement aux plaques stables (115). La réaction inflammatoire
détermine le taux de cellules apoptotiques. Les cytokines induisent par exemple, une
surproduction de NO qui se transforme en peroxynitrite, un agent apoptotique (116-118).
L’apoptose joue un role déterminant dans la formation de la plaque d’athérosclérose
(119). L’une des avancées majeures des années 1990 fut la démonstration que les
manifestations cliniques graves de l'athérosclérose ne sont pas tant reliées a la taille des
plaques que causées par l'inflammation, l'instabilité des plaques et le taux de cellules
apoptotiques.

4., Role des cellules musculaires lisses vasculaires

L’accumulation de lipides dans les CML est une caractéristique de la plaque
athérosclérotique. En effet, une plaque riche en lipides avec un noyau lipidique confiné
dans le cap fibreux indique une phase avancée de 1’athérogénese. La stabilité de cette
1ésion dépend de 1’abondance des CML et de leur capacité réparatrice dans le cap fibreux
(120). Les cellules spumeuses dérivent en majorit¢ de CML engorgées de lipides ; elles
se retrouvent non seulement au début du processus athérogénique mais aussi dans la
plaque athérosclérotique finale. L’engorgement en lipoprotéines des CML est bien établi
(121; 122). Cependant, a la différence des macrophages, ces cellules n’ont pas besoin de
récepteurs scavenger (122). De plus, elles ne surexpriment pas ces récepteurs dans la
plaque athérosclérotique, et sont méme résistantes a un apport lipidique in vitro en
présence de fortes concentrations de LDL et d'oxLLDL (123). Ceci indique que d’autres
mécanismes entrent en action pour la transformation des CML en cellules spumeuses tels
que, par exemple, ’accumulation des lipoprotéines de trés basse densit¢ (VLDL, Very
Low Density Lipoprotéin) et du LDL, lente certes, mais s'opérant via leur récepteurs
respectifs. Une autre possibilité est le passage passif des lipides en cas d’hyperlipidémie,
tel qu’observé chez les diabétiques et les obeses. En outre, il a ét¢ démontré que des CML
incubées avec de 1’acétate radioactif ont la capacité de synthétiser des phospholipides et
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des triglycérides (124). Une lipogenese excessive pourrait conduire a la formation de
cellules spumeuses. La lipogenése est une caractéristique des adipocytes certes, mais les
CML sont bien connues pour avoir des caractéristiques mésenchymateuses et démontrent
une plasticité phénotypique dans des conditions physiopathologiques (125; 126). Donc,
comme cela est observé dans les hépatocytes et les cellules P pancréatiques, qui
accumulent du gras dans certaines conditions pathologiques, les CML aussi peuvent
développer un phénotype adipocytaire lorsqu’exposées a des conditions adipogéniques
(127). Ceci indique clairement que les cellules spumeuses des 1ésions athérosclérotiques
ne sont pas toutes d’origine macrophagique méme en présence de marqueur de
macrophages dans leur structure. Egalement, les changements inflammatoires menant a la
formation de cellules spumeuses ne sont pas simplement dus a une accumulation de
cholestérol (127).

La prolifération des CML est aussi mise en cause dans la physiopathologie de
I’athérosclérose en réponse a une lésion vasculaire (35). Quelques travaux (128-130)
soutiennent 1I’hypothése que, dans les premieres semaines apres que la 1ésion de 1’artere
soit survenue, les CML proliférent dans la média et migrent vers 1’intima causant un
épaississement de celle-ci. De plus, c’est a ce niveau qu’elles entrent en contact avec les
d’acides gras (AG) sériques qui induisent leur apoptose et 1’aggravation de la formation
de la plaque (131). Les oxLDL produisent un effet chimiotactique, direct ou indirect sur
les CML via les cytokines (35). En culture, ils démontrent un effet biphasique sur les
CML; mitogenes a faibles doses et cytotoxiques a fortes doses (132). Le premier effet
passe par I’activation des voies de signalisation mitogéne des médiateurs sphingolipides
qui activent la voie des MAPK (133; 134), et par I’activation des voies de survie médiées
par le récepteur du facteur de croissance endothélial (EGFR, Endothelial Growth Factor
Receptor) et la phosphatidilinositol-3 kinase (PI3K) (135). L’effet mitogene des oxLDL
peut aussi €tre indirect par 1’augmentation de I’expression de facteurs de croissance tels le
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), le PDGF, le b FGF ou encore le M-CSF
(39).
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II. Le diabéte

A.  Concepts généraux du métabolisme

L’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) est la source universelle d’énergie. Cette
énergie est générée par la dégradation de molécules organiques telles les lipides et les
glucides qui demeurent les combustibles métaboliques les plus utilisés par les cellules de
'organisme.

1. Le glucose

Toutes les cellules animales en général, et humaines plus spécifiquement, utilisent
le glucose comme source primaire d'énergie. L’utilisation du glucose pour produire de
I'énergie s’effectue en deux temps : la glycolyse suivie de la respiration au sein des
mitochondries (Figure 2-1). La premicre étape consiste en la dégradation du glucose en
pyruvate pour produire 2 molécules d’ATP et 2 molécules de NADH (forme oxydé du
coenzyme NAD (Nicotinamide Adénine Dinucléotide). Cette réaction fait intervenir
divers enzymes comme le glycéraldéhyde 3 phosphate déshydrogénase (G3PDH) souvent
utilisés comme marqueur de l'activité énergétique des cellules adipeuses (136). Le
pyruvate, oxydé en acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA) au sein des mitochondries, sera
ensuite dégradé lors du cycle de Krebs pour produire davantage d’ATP utilisable par la
cellule. Le cycle de Krebs, qui est la voie de dégradation du pyruvate chez les organismes
aérobies, produit une molécule d’ATP et 4 ¢lectrons de haute énergie qui seront
transportés par 3 molécules de NADH et une molécule de FADH2 (forme oxydé du
coenzyme FAD (Flavine Adénine Dinucléotide) par molécule de pyruvate (Figure 2-1).

Le NADH et FADH2, issues du cycle de Krebs, atteindront la chaine respiratoire
des mitochondries pour produire de nouvelles molécules d'ATP. La chaine respiratoire
mitochondriale est composée de quatre complexes protéiques enchassés dans la bicouche
lipidique de la membrane interne des mitochondries. Ces complexes protéiques
recueillent I'énergie stockée dans le NADH et le FADH?2 sous forme d’électrons qui vont
permettre d’instaurer un gradient de proton dans 1’espace intermembranaire de la
mitochondrie. Ce gradient protonique activera I’ATP synthase qui phosphorylera I’ADP
pour produire I’ATP (Figure 2-1).
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Le bilan de production d’ATP par molécule de glucose est alors 32 ATP :

v' Glycolyse
Glucose +2 ADP +2 P + 2 NAD — 2 pyruvate +2 ATP +2 (NADH, H ) +2 H,0

v" Cycle de Krebs

Acétyl-CoA + 3 NAD+ + FAD + GDP + Pi + 2 H20 — 2 CO2 + 3 (NADH,H") +
FADH2 + ATP + CoA

Glucose
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Figure 2- 1 Vue d’ensemble de la glycolyse

De méme que la dégradation du glucose, la dégradation des lipides sous forme
AG permet aux cellules d'obtenir I'énergie nécessaire a leur survie. Cette dégradation
s'effectue dans la mitochondrie selon un ensemble de réactions de béta-oxydation des
AG. A chaque cycle B-oxidatif, 'AG forme une molécule d'acétyl-CoA qui sera utilisé
par le cycle de Krebs pour produire de I'énergie.
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Durant un exercice, les lipides sont incapables seuls de subvenir aux besoins
énergétiques de 1’organisme ; la plus grande partie de la synthése d’ATP provient alors de
la transformation du glucose en CO; et H,O en présence de quantité adéquate d’O, : c’est
la glycolyse aérobie. Par contre, si ’apport d’O; est insuffisant comme dans le cas d’un
effort intense durant lequel la quantité d’O, n’est pas proportionnelle a I’effort fourni, le
pyruvate formé n’entre pas dans le cycle de Krebs mais est plutot réduit en lactate. Ce
processus de glycolyse anaérobie s’accompagne d’une production moindre d’ATP mais
ne requiert pas la présence d’O,.

La pP-oxydation des lipides en condition anaérobie déclenche une accumulation
d’acétyl-CoA. Celui-ci, lorsqu’il est produit en exces, est converti en acéto-acétate, en
béta-hydroxybutyrate et en acétone. La P-oxydation trop rapide d’une trop grande
quantit¢ d’AG produit une grande quantité d’acétyl-CoA. Ce dernier est prioritairement
utilisé par le cycle de Krebs, mais, lorsqu’il sature, I’excédent subit la cétogenese au
niveau du foie c’est-a-dire la transformation en corps cétoniques. L'accumulation des
corps cétoniques mene a l'acidocétose qui peut étre fatale.

Les cellules de I’organisme ont un besoin permanent de glucides qui constituent
pour elles la source principale d'énergie. Toutefois, la disponibilité du glucose dans le
sang est intermittente pendant la journée durant les périodes postprandiales ou un jetine
prolongé. L’organisme doit donc impérativement constituer des réserves qui permettent
de combler le manque de glucides en tout temps. Pour cette raison, lors d’un apport
alimentaire, 1’organisme conserve les glucides fournis par les nutriments sous forme de
molécule polymérique : le glycogene. Cette molécule est synthétisée dans les cellules
hépatiques et musculaires et renferme plus de 50,000 molécules de glucose (1). Seul le
glycogéne hépatique est ensuite redistribué dans 1’organisme, au besoin, apreés sa
dégradation dans les vésicules de stockage hépatocytaires.

La dégradation du glycogene est initiée par la glycogéne-phosphorylase qui coupe
la liaison a-1,4 de la macromolécule pour libérer une molécule de glucose. Cette étape,
qui s’opére jusqu’au quatrieme résidu glucose de la ramification a-1,6, libére du glucose-
1-phosphate apreés la greffe d’un groupement phosphate sur le carbone 1 du glucose
(Figure 2-2). La charpente restante résiste a 1’action de la phosphorylase dont 1’action est
limitée par la présence de la longue ramification de glucose.

C’est ainsi que la glycosyl-4,4-transférase entre en action. Elle agit sur le produit
de la premicre étape en coupant sur chaque la ramification a-1,6 de la charpente
résiduelle une chaine de 3 résidus glucose pour la greffer sur la ramification suivante.
Par la suite, une a-glucosidase coupe la liaison a-1,6 pour libérer le glucose résiduel de
la ramification. Ainsi, la phosphorylase peut reprendre son activité sur la charpente
résiduelle et libérer d’autres molécules de glucose.
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Le produit de ces diverses étapes est la libération en premier lieu du glucose-1-
phosphate qui ne peut diffuser librement a I’extérieur des cellules contrairement au
glucose qui lui est libéré en trés faible quantité. Pour cela, ce premier produit est
1somérisé en glucose-6-phosphate par I’action d’une phosphoglucomutase qui peut entrer
dans le foie et le muscle ou il sera glycolysé.

Le but de la dégradation du glycogéne dans le foie est de maintenir une glycémie
systémique constante, surtout en période de privation postprandiale. Le foie dispose de la
glucose-6-phosphatase (G6Pase) qui va permettre au glucose de quitter cet organe et de
maintenir une concentration constante de glucose dans le sang. L.’enzyme est absente du
cerveau et du muscle.

5-0-0-6-6-6-6-6 Liaison o-1,6

®

*9 @ Glucose-1-phosphate

Liaisona-1.4 Phosphorylase

Transférases

H,O
A-1,6-Glucosidase |

Figure 2- 2 Hydrolyse du glycogéne

L’homéostasie du glucose est donc orchestrée par le foie qui est capable de
changer rapidement son activité de captation du glucose suite a un repas par celle de
production de glucose en état de jeline. Les niveaux de glucose sanguin sont toutefois
régulés par trois processus étroitement liés qui sont 1) la production hépatique de glucose
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(gluconéogénese), 2) son utilisation par les tissus périphériques et 3) la sécrétion
d’insuline par le pancréas. La production d’énergie par les cellules de I’organisme est
limitée par I’entrée du glucose dans leur cytoplasme. L’entrée du glucose dans la majorité
des tissus s’effectue par diffusion facilitée et est proportionnelle a la glycémie
systémique. L'action de l'insuline augmente par ailleurs le transport de glucose, contre le
gradient de concentration, dans les tissus musculaires, adipeux et hépatiques; tissus de

stockage énergétique du surplus de glucose.

2. L’'insuline

En 1868, un biologiste allemand, dénommé Paul Langerhans, décrit pour la
premicre fois des ilots de cellules qui semblent sécréter une hormone au niveau du
pancréas. Ce n’est qu’en 1921 qu’un groupe de chercheurs de 'université de Toronto a pu
isoler la protéine sécrétée par ces ilots pancréatiques qui a pour caractéristique de réduire
la glycémie chez des diabétiques : I'insuline (137; 138). La séquence primaire de cette
hormone fut découverte en 1955 par 1’équipe britannique du Dr Frederick Sanger pour
devenir par la suite la premicre protéine synthétisée chimiquement (139). L’insuline est
aussi la premiere protéine a avoir été bio-synthétisée dans un microorganisme par la
technologie de I’ADN recombinant. Cela a permis de créer des analogues optimaux du
point de vue de la pharmacodynamie et de la biodisponibilit¢ de I’insuline dans le
traitement du diabete. Depuis les années ‘80, ’insuline est produite par génie génétique
(140). Sans insuline, l'organisme ne peut utiliser sa source d’énergie : le glucose
(Figure 2-3).

a) La structure et les roles de I'insuline

L’insuline est une hormone anabolique qui agit principalement au niveau
hépatique, adipocytaire et musculaire. Il s’agit d’un polypeptide de 51 acides aminés
d’environ 6 kDa, composé de deux chaines reliées entre elles par deux ponts disulfures,
produit et sécrété par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas (Figure 2-3). Elle
est synthétisée sous forme de pro-insuline et transportée a 1’intérieur de microvésicules
jusqu’a I’appareil de Golgi des cellules B ou les granules de sécrétion sont formés. Le
clivage de la pro-insuline en insuline se fait juste avant sa sécrétion par des enzymes
spécifiques contenues dans les granules de sécrétion qui se forment a la sortie de
I’appareil de Golgi. La sécrétion d’insuline est stimulée par une augmentation de la
glycémie, des acides aminés et des AG dans la circulation sanguine. Certaines hormones
a action hyperglycémiante, comme le glucagon, 1’adrénaline, I’hormone de croissance et
les glucocorticoides, réduisent la libération d’insuline.
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Figure 2- 3 Principales étapes de la sécrétion et de I’action de I’insuline.

En plus de son controle sur le métabolisme glucidique, 1’insuline gouverne les
processus de transport, d’utilisation et d’entreposage du glucose, des AG et des acides
aminés (Figure 2-3). Par ailleurs, I’insuline posséde des effets inhibiteurs sur la
gluconéogenese, la glycogénolyse, la lipolyse et le catabolisme des protéines. Ses actions
sont principalement exercées au niveau des muscles squelettiques, du tissu adipeux et du
foie. L’insuline exerce aussi des fonctions pléiotropes (pouvant agir sur plusieurs cibles et
produisant des effets indépendants les uns des autres) sur la croissance, le développement
et la mort cellulaire ainsi que sur le métabolisme des protéines en augmentant leur
synthése et en inhibant la protéolyse. De plus, chez I’humain, I’insuline augmente
I’activité du systeme nerveux sympathique causant une augmentation de la relache de
catécholamines comme la norépinephrine. L’augmentation de I’action vasoconstrictrice
du systéme sympathique combinée a la réduction de la résistance vasculaire dans les
muscles squelettiques expliquerait le fait qu’il n’y a pas de changement dans la pression
artérielle moyenne en période postprandiale (141). L'une des actions cardiovasculaires les
plus importantes de 1’insuline est son effet stimulateur de la production de NO par les CE
vasculaires (142). En effet, du fait de son action hypoglycémiante, il a ét¢ démontré que
I’insuline augmente le débit sanguin dans les tissus périphériques essentiellement par un
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effet de vasodilatation des vaisseaux sanguins, surtout périphériques (143). L’action
vasorelaxante de I’insuline est due essentiellement a I’activation de la eNOS des CE.
Cette activation passe par une voie de signalisation indépendante du Ca’’, 4 I’inverse de
I’acétylcholine qui utilise des récepteurs couplés aux protéines G pour agir sur le niveau
calcique stimulateur des eNOS (144-147). L’énigme de la voie de signalisation liant
I’activation du récepteur a I’insuline (IR, /nsulin Receptor) jusqu'a I’activation des eNOS
fut résolue récemment. Apres la liaison de 1’insuline, la tyrosine kinase de I’IR est activée
pour phosphoryler son substrat (IRS-1, Insulin Receptor Substrate-1). Cette étape permet
la liaison de I'IRS-1 a la PI3K qui est activée et active subséquemment la kinase
déshydrogénase du pyruvate (PDK-1, PI3K Dependent Kinase-1) (Figure 2-4). C’est
ainsi que ce dernier active 1’Akt qui phosphoryle et active I’eNOS menant a la production
de NO en quelques minutes (79; 142; 145; 148).

b) Le récepteur a I'insuline

Le récepteur a I’insuline est une protéine tétramérique constitué¢ de deux sous-
unités o a la surface de la membrane cellulaire et de deux sous-unités f3
transmembranaires a activité tyrosine kinase (149). Il appartient a la famille des
récepteurs a activité tyrosine kinase dans leur domaine intracellulaire (RTKs, Receptor
Tyrosine Kinases). Cette famille inclut aussi I'IGF-1R (Insulin Growth Factor-1
Receptor), un récepteur orphelin activé par I’insuline et 'lGF-1 (Insulin Growth Factor-
1) (150). Les sous-unités 3 conferent a I’IR la fonction de facteur de croissance en plus de
sa fonction métabolique (151).

Le coté¢ C-terminal des sous-unités a de I'[R possede un site de liaison de
I’insuline qui correspond au site de fixation de ’IGF-1 (151). Chaque sous-unité o,
présente de part et d’autre de la membrane cytoplasmique une séquence protéique riche
en cystéines qui permet la formation de ponts disulfures entre les deux sous-unités a et
également entre les sous-unités a et 3. Le récepteur a I’insuline fonctionne comme une
enzyme allostérique avec une fonction inhibitrice en absence de ligand exercée par la
sous-unité o sur ’activit¢ phosphorylante de la sous unité 3 en maintenant son site
tyrosine kinase dans une boucle protéique inaccessible. La fixation de I’insuline sur la
chaine a de I’IR induit un changement conformationnel de celles-ci, ce qui permet la
levée de I’inhibition de I’activité kinase des sous-unités . Le récepteur a I’insuline est

surtout exprimé dans les cellules du tissu adipeux, les cellules musculaires et dans le foie
(152).

Certaines mutations du domaine de liaison de la sous-unité o peuvent étre
responsables d’une affinité réduite du ligand a son récepteur. D’autres mutations peuvent
aboutir a un fonctionnement aberrant du récepteur ou a un déficit de son recyclage dans la
cellule, le tout aboutissant a une résistance a 1’insuline.
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c) La cascade d’activation de l'insuline

La liaison de I’insuline a son récepteur initie le changement de conformation de la
sous-unité a et le redéploiement de la boucle protéique qu’elle maintient autour du site
tyrosine kinase de la sous unité 3. Ceci permet le rapprochement des deux sous-unités 3
et leur trans-phosphorylation sur les résidus 1146, 1150 et 1151 tyrosine. Le domaine
tyrosine kinase est alors activé et peut ainsi phosphoryler d’autres tyrosines présentes sur
les chaines B ou sur des protéines substrats voisines (151; 153).

L’activation de I’IR déclenche des cascades signalétiques qui passent par la
phosphorylation des protéines IRS. Les deux principales voies connues sont celle de la
PI3K-Akt/Protéine Kinase B (PKB), responsable de la plus grande partie des effets
métabolique de I’insuline (154-157), et celle de la Ras-MAPK, qui régule 1’expression de
certains génes et coopere avec la voie des PI3K pour contrdler la prolifération et la
différenciation cellulaires [Revue dans (158)] (Figure 2-4). A la différence des autres
RTKSs qui lient par leur extrémité cytoplasmique les protéines effectrices de signalisation
(159), le récepteur a I’insuline et 'IGF1R transmettent leurs signaux activateurs via une
protéine satellite : I’'IRS. L’activation des IRS se fait par phosphorylation de leurs résidus
tyrosines par I'IR. Les IRS se lient ainsi a des molécules intracellulaires contenant le
domaine SH2 (Src-Homology-2) comme la PI3K, la protéine Shc (Src-homology-2-
containing protein) et la protéine GRB-2 (Growth factor Receptor-Bound protein-2).
Celles-ci s’associent alors a la protéine SOS pour activer la voie Ras-MAPK (149; 152;
160; 161) (Figure 2-4).

La PI3K catalyse alors la phosphorylation de lipides membranaires formant ainsi
des PI(3,4,5)P3, qui permettent 1’attachement de la protéine Akt a la membrane
plasmique. Ainsi positionnée, la protéine Akt peut étre activée par les PDK1/2, lesquelles
entrainent la phosphorylation d’autres protéines relais intracellulaires impliquées dans les
effets métaboliques de I’insuline. Par exemple, la phophorylation de la GSK3-beta
favorise la synthése de glycogene et la phosphorylation de la PKC atypique impliquée
dans la translocation a la membrane des transporteurs de glucose a partir d’un pool
intracellulaire vers la surface membranaire (152). Des études ont démontré I’implication
directe d’Akt/PKB dans le transport du glucose et la translocation des GLUT1 et GLUT4
a la membrane plasmique (155). De son c6té, la voie de la MAPK peut étre activée par
deux voies, soit par la protéine IRS ou par la She. Premierement, les IRS lient Grb2
permettant d’activer le facteur d’échange nucléotidique SOS qui, pour sa part, active la
MAPK, qui activera la kinase p90rsk impliquée dans la synthese protéique (152).
Deuxiemement, Shc peut étre activé par I'IR et reconnaitre la protéine Grb2 qui activera
la voie de Ras (152).
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Figure 2- 4 Voies de signalisations de I’insuline (152; 162).

Les voies de signalisation de I’insuline peuvent ainsi induire différentes actions
dans les cellules vasculaires comme la prolifération cellulaire, I’expression des génes, la
synthese des protéines et I’incorporation du glycogéne. Certaines cellules, comme les CE,
internalisent I’insuline et la transportent dans leur cytoplasme sans la dégrader pour la
transporter au travers une barriere, alors que d’autres types cellulaires, comme les
hépatocytes et les adipocytes, sont chargés de la dégradation (163; 164).

d) Le controle négatif du signal insulinique
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La signalisation insulinique s’achéve par la dégradation de 1’hormone en des
endosomes intracellulaires aprés son internalisation avec son récepteur (152). L’IR est
ensuite recyclé vers la membrane. A 1’état physiologique, la synthése de nouveaux
récepteurs permet de conserver une quantit¢ constante d’IR dans la cellule pour
remplacer les protéines dégradées dans l’internalisation et maintenir une sensibilité¢ a
I’insuline stable. Toutefois, une hyperinsulinémie soutenue augmente I’internalisation des
récepteurs et stimule leur dégradation pour enfin diminuer leur nombre a la surface de la
cellule en guise de rétrocontrole négatif qui peut mener, a plus long terme, vers une
résistance a I’insuline.

D’autre part, il existe des protéines inhibitrices de I’IR. Les plus connues sont les
tyrosines phosphatases (PTP, Protein Tyrosine Phosphatases) dont la plus étudiée est la
PTP1B qui réduit Pactivité des IR en déphosphorylant leurs sous-unités (3. D’autres
protéines comme les SOCS1 et 3 (Suppressor of Cytokine Signaling), GRB-10 et
glycoprotéine-1 de la membrane plasmatique cellulaire (PC1, Plasma-Cell-membrane
glycoprotein-1) inhibent la fonction de I’IR en bloquant son interaction avec IRS ou en
inhibant son activité kinase (156).

Le TNFa, cytokine inflammatoire de phase aigu€, inhibe aussi la voie de
signalisation de l'insuline (Figure 2-4). Plusieurs études ont révélé que lorsque le TNFa
circulant est augmenté, l'activité tyrosine kinase de I'IR était diminuée. Ainsi, cette
cytokine réduit les effets biologiques de l'insuline en agissant sur la premicre étape
intracellulaire de la voie de signalisation de cette hormone (165; 166). Cette diminution
d'activité semble €tre en grande partie responsable de I'état de résistance a l'insuline via le
TNFa observé lors de I'obésité (167; 168). En effet, la neutralisation de TNFa chez des
rats Zucker fa/fa génétiquement obeses conduit a une meilleure autophosphorylation de
I'IR (169). D'ailleurs, le traitement de lignées cellulaires en culture par du TNFa induit
une inhibition de l'activité tyrosine kinase du récepteur de l'insuline (167). Cet effet
inhibiteur passe via la pP38MAPK et la PTP, tous deux inhibiteurs de I’'IR (170; 171).

B. Le diabete

Le diabete est I’une des premiéres causes de mortalité dans le monde. Si en 2000,
I'OMS (Organisation Mondiale de la Sant¢) estimait le nombre de diabétiques (types 1 et
2 confondus) a plus de 176 millions dans le monde, le nombre s’¢l¢verait a 246 millions
d’individus environ de nos jours. L'OMS prévoit 370 millions de diabétiques a travers le
monde d'ici 2030 (172). La majeure partie d’entre eux seront des diabétiques de type 2.

Le diabete est un syndrome clinique hétérogéne caractérisé¢ par des désordres du
métabolisme glucidique, lipidique et protéique menant a des altérations biochimiques et
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structurales. Le diabete se manifeste cliniquement par une hyperglycémie résultant d'une
altération de la sécrétion de l'insuline, d'une résistance a l'insuline ou de la combinaison
de ces deux altérations (173; 174). Les symptomes reliés a une hyperglycémie marquée
incluent la polyurie, la polydipsie, la perte de poids ainsi qu'une vision trouble (173). Une
hyperglycémie non controlée peut conduire a une morbidité significative sous forme
d'atteintes cardiovasculaires, oculaires et rénales ainsi qu'une susceptibilité accrue a
certains types d'infections. Plusieurs de ces complications augmentent la mortalité et
diminuent I’espérance de vie du patient diabétique.

La nouvelle classification du diabéte par la ADA (American Diabetes Association)
décrit quatre grandes catégories de diabete (174):
1. Diabete de type 1 (DT1) insulino-dépendant.

2. Diabete de type 2 (DT2) insulino-indépendant.
3. Différents types de diabete spécifique [MODY (Maturity Onset Diabetes of the
Young) ou LADA (Late Autoimmune Diabetes of the Adult)...].

4. Diabete gestationnel.

En 1997 et 2003, le Comité expert du diagnostic et de la classification du diabete
(Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus) reconnait
un groupe intermeédiaire présentant une glycémie élevée, situé entre celui des diabétiques
et celui des sujets normaux. Ceux la ont été définis comme des personnes ayant une
perturbation de la glycémie a jeun (IFG ; Impaired Fasting Glucose) [Glycémie a jeun
entre 5.6 mmol/L et 6.9 mmol/L] ou une perturbation de la tolérance au glucose (IGT ;
Impaired Glucose Tolerance) [Glycémie apres 2hr d’une injestion de 75g de glucose [test
de tolérance au glucose oral (OGTT, Oral Glucose Tolerance Test)] entre 7.8 mmol/L et
11 mmol/L]. Ils sont désormais définis des pré-diabétiques indiquant un risque
relativement €levé de développement du diabete (Figure 2-5).

La Commission experte pour le diagnostique et la classification du diabéte de ’ADA
¢établit 4 nouveau critéres de diagnostiques en 2009 (174). Le diabéte chez un patient est
désormais défini quand, au moins, I’un des 4 facteurs suivants est décelé :

1) Taux d’hémoglobine glyquée (HbA, ) = 6.5%

2) Glycémie a jeun > 7,0 mmol/L

3) Glycémie aprés un OGTT > 11,1 mmol/L

4) Glycémie aléatoire > 11,1 mmol/L + symptomes de diabéte

Aléatoire = a tout moment de la journée, sans égard au moment du dernier repas
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Symptdémes de diabéte classiques = polyurie, polydipsie et perte de poids inexpliquée

Le dosage de I'HbA, . est utilis¢ comme marqueur d’une hyperglycémie chronique

reflétant la moyenne de la glycémie systémique sur une période de 2 a 3 mois (174). Il est
donc un critere important de 1'équilibre glycémique et sa valeur est corrélée a I'incidence
des complications tardives selon I’ADA. Cependant, selon les critéres de 1’ Association
canadienne du diabéte, le dosage de I'HbA,. n’est pas un critére de diagnostique du

diabete. Seuls les trois derniers le sont (175).
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Figure II-1 Paramétres de caractérisation du diabéte (173; 174).
1. Le diabéte de type 1

En général, il est admis que le DT1 survient chez des personnes a prédisposition
génétique. Ceci n’exclut pas le role potentiel de certains facteurs environnementaux
(virus, toxines chimiques et/ou cytotoxines) dans ’apparition de ce type de diabete. C’est
une maladie auto-immune qui peut se manifester a tout age mais se développe
essentiellement chez les jeunes (d’ou sa dénomination diabéte « juvénile »). Chez ces
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individus, une infiltration lymphocytaire dans le pancréas résulte en une destruction
chronique des cellules f des ilots de Langerhans. Par conséquent, la sécrétion d'insuline
est diminuée voire abolie, entrainant ainsi une hyperglycémie physiologiquement non
controlée (d’ou sa dénomination de diabete sucré, diagnostiqué autrefois par la présence
le gotit du sucre dans I’urine).

Les anomalies métaboliques associées au DT1 sont nombreuses. La diminution
voire l'absence d'insuline conduit par exemple a une augmentation de la sécrétion du
glucagon et de ses effets systémiques (stimulation de la glycogénolyse et de la
néoglucogenése et inhibition de la glycogénese et de la glycolyse). Tout ceci a pour
conséquence une hyperglycémie accrue du fait de la diminution de la capture glucidique
corrélé a 1’absence de stimulation insulinique. La conséquence d’une hyperglycémie
maintenue pendant une longue durée est une augmentation de la cétogenése hépatique
menant a une acidocétose pouvant étre mortelle.

2. Le diabéte de type 2

La sensibilit¢ d’une cellule a I’insuline dépend également du nombre des IR
exprimé par celle-ci mais aussi de ’affinité de cette hormone a son récepteur sur la
cellule. L’hyperglycémie associée au DT2 est due, pour une grande partie, a une
altération des fonctions du récepteur de I’insuline. Il en résulte un manque de stimuli
insulinique au sein des cellules cibles, notamment musculaires, adipeuses et hépatiques,
et une détérioration de I’homéostasie glucidique du fait de la diminution de la capture et
de I'utilisation du glucose par ces cellules. Le maintien de 1’hyperglycémie systémique
provoque la surproduction d’insuline par les cellules B pour contrecarrer ce phénomene.
La résultante est une hyper-insulinémie systémique (173; 176).

Cette pathologie se déclenche généralement a 1'age adulte, voire avancé, chez des
individus généralement obéses et constitue la forme de diabéte la plus répandue dans le
monde ( > 90%). Etant donné que I'hyperglycémie se développe progressivement et reste
longtemps asymptomatique, le DT2 demeure longtemps non remarqué et des
complications micro-vasculaires (rétinopathie, néphropathie, neuropathie, etc.) et macro-
vasculaires (maladie coronarienne et maladie vasculaire périphérique, etc.) peuvent déja
étre présentes lors du diagnostic (176; 177). C’est pour cela que souvent des
complications cardiovasculaires sont présentes dés la découverte du DT2 (23).

Au début de la maladie, la production d'insuline par le pancréas est normale
(Figure 2-6). Elle démarre par une phase d’intolérance au glucose caractérisée par une
résistance a D’insuline. Pour compenser I’inefficacit¢ de I’insuline et maintenir la
glycémie dans les limites de la normale, les cellules p de Langerhans vont produire
d’avantage d'insuline pour tenter d’augmenter la capture du glucose par les cellules. A un
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stade avancé de la maladie, la production insulinique des cellules 3 va diminuer et tendre
progressivement a sa disparition. En parall¢le de cette étape tardive du développement de
la maladie, I'hyperglycémie s'installe progressivement et conduit a une glucotoxicité qui
accentue la destruction des cellules 3 (178). Un cercle vicieux est alors enclenché et
I’insulino-résistance travaille en synérgie avec la diminution de la sécrétion d'insuline
pour aggraver le diabéte.

IPré-diabéte\ Diabéte

&
-

\ 4

Glycémie postprandiale

Glycémis

Glycémie a jeun

Reésistance a Pinsuline

Sécrétion d’insuline

Fonction relative
des cellules B

0 10 20 30

Années de diabétes

Figure I1-2 Evolution du diabéte (1785 179).

a) La résistance a I'insuline

Dans certaines conditions physiologiques (I’age, la croissance, la grossesse) et
pathologiques (intolérance au glucose, DT2, obésité, stress, maladies chroniques),
I’action cellulaire de I’insuline est altérée et une résistance a [’insuline peut se
développer. L’absence de réponse a I’insuline au niveau périphérique se manifeste
essentiellement par une réduction de la glycogenese pour réduire la glycémie sanguine.
Elle induit aussi une diminution du métabolisme glucidique au niveau des cellules. C’est
principalement un défaut de I’induction ainsi que de la fonction des transporteurs de
glucose GLUT-4 qui sont affectées (180).
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L’accumulation ectopique de lipides joue un rdle important dans 1’induction de
I’insulino-résistance (181). Les molécules inflammatoires et les métabolites lipidiques
inhibent aussi la signalisation insulinique en stimulant les différentes kinases
responsables de la phosphorylation des sérines et thréonines des IRS et des sous-unités 3
du récepteur de I’insuline. La phosphorylation des résidus sérine ou thréonine semble
antagoniser la phosphorylation des résidus tyrosine, phénomene fort probablement
responsable de la perte de sensibilit¢ a I’insuline (153). Les AG non-estérifiés, le
diacylglycérol, les acyl-CoA, I’insuline, le glucose et de nombreuses cytokines (TNF-a.,
I’IL-1B) peuvent aussi catalyser la phosphorylation des résidus tyrosine et participer ainsi
a I’établissement de la résistance a 1’insuline. Certains enzymes comme la protéine kinase
C (PKC-0), la kinase IKK B (Inhibitor of NFxB Kinase), la MAPK et la kinase Jun (JNK,
Jun Kinase) sont aussi capables de phosphoryler les sérines et thréonines des IRS (Figure
2-4). Par exemple, JNK inhibe I’interaction du site de liaison tyrosine phosphorylé (PTB,
Phospho-Tyrosine Binding) de I’'IRS avec I’IR en phosphorylant la sérine 312 du substrat
pour induire une résistance a I’insuline. JNK peut étre activée par 1’insuline en guise de
rétrocontrole négatif mais aussi par le TNFa et les AG (181-184). Cependant, une
hyperinsulinémie persistante meéne au développement d’une résistance a I’insuline (185).
Cette résistance entraine une augmentation du taux des AG circulants et conduit a une
accumulation de diacylglycérol et d’acyl-CoA dans les muscles et le foie ce qui a pour
conséquence d’aggraver I’insulinorésistance étant donné que ces €¢léments activent la
PKC-0 et la phosphorylation de I'IRS1 (186). Un débalancement des taux
d’adipocytokines, tel qu’observé chez les personnes obeses, stimule 1’accumulation de
ces substrats du fait de leur role dans 1’oxydation mitochondriale des AG dans ces tissus
(187; 188).

D’autres protéines peuvent aussi influencer la signalisation insulinique comme les
phosphatases PTEN (Phosphatase and TENsin homolog deleted on chromosome ten) et
SHIP (Src Homology 2 domain-containing Inositol 5-Phosphatase), qui préviennent
I’activation de la PI3K et empéchent I’activation de la cascade afférente (Figure 2-4). La
famille des protéines GRB7, 10 et 14, SOCS et PKC ( peut aussi inhiber le signal
insulinique (189).

3. Le diabéte de type MODY

Le terme MODY est apparu en 1964, quand le diabéte était considéré comme
ayant 2 formes principales: a ¢établissement juvénile et a établissement mature
correspondant grossierement aux types 1 et 2 du diabete tels qu’utilisés aujourd’hui.
MODY était généralement associé aux jeunes et aux adolescents qui avaient une
hyperglycémie asymptomatique persistante sans aucune acidocétose apparente.
Rétrospectivement, nous pouvons reconnaitre dans cette catégorie une collection
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hétérogene de désordres métaboliques incluant le diabete autosomal dominant, connu de
nos jours sous le terme MODY, mais aussi ce qu’on définit a présent par le DT2 qui se
produit chez les enfants ainsi que quelques cas d’hyperglycémie (par exemple : diabéte
mitochondrial ou lié¢ a la mutation de I'R). Plusieurs de ces patients €taient traités avec
les sulfonylurés avec différents degrés de succes.

Dans les années 1990, avec la compréhension de la physiopathologie du diabete,
le concept et I'usage de « MODY » se sont raffinés et redéfinis. Le terme MODY
regroupe maintenant toutes les formes de diabetes héréditaires causés par une mutation
d’un gene autosomal dominant qui peut se produire a tout age. Ces mutations affectent la
production d’insuline par les cellules p pancréatiques. A la différence des DT1 et DT2
qui sont polygéniques récessifs causés par des mutations de genes non hérités des parents,
MODY est monogénique et mieux controlable. Jusqu’en 2004, six types de cette forme

de diabete ont été reportés, mais les formes MODY2 et MODY 3 sont les plus communes
(190).

Récemment, deux nouveaux types ont ét¢ rajoutés a cette liste : MODY 7 (191)
due a la mutation du géne Kruppel-like factor 11 et MODY 8 (192) due a la mutation du
gene de la lipase dépendante des sels biliaires (BSDL, Bile Salt Dependent Lipase). La
séveérité des différents types varie considérablement, mais les plus communs agissent
comme un début du DT1, avec une production faible d’insuline et une insulino-sensibilité
normale.

4. Les autres types de diabéte

Il existe des formes inhabituelles du diabéte causées par des anomalies génétiques
altérant I’action de I’insuline. Notamment li¢ a une mutation du géne codant du récepteur
a ’insuline, ce syndrome fut initialement nomme¢ le diabete de type A. Il regroupe de nos
jours le syndrome de Leprechaunism et le syndrome de Rabson-Mendenhall, deux formes
juvéniles du diabéte de type A dues a des mutations génétiques du récepteur a I’insuline
causant une résistance sévere a I’insuline. Alors que le premier peut étre 1étal dans la
majorité des cas, le second est associ¢ a une absence de dentition et d’ongles ainsi qu’a
une hyperplasie de la glande pinéale (173).

Le diabéte gestationnel, quant a lui, est un diabeéte qui ne survient que pendant la
grossesse et chez certaines femmes. En effet, durant la grossesse, les besoins en insuline
augmentent. Si la fabrication d’insuline demeure insuffisante alors le diabéte apparait.
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C. Les facteurs de risque du diabete

En ce qui concerne le diabéte de type MODY, essentiellement causé par des
facteurs génétiques, il n'existe aucun facteur de risque modifiable caractéristique, ce qui
limite les possibilités de prévention.

Le DTI résulte surtout de la destruction des cellules § du pancréas. Cette forme de
diabéte comprend les cas attribuables a un processus auto-immun et d’autres cas dont la
cause de la destruction des cellules B est inconnue avec une prédisposition a la base
génétique.

Par ailleurs, les facteurs de risque du DT2 sont multiples. Le surplus de poids et le
manque d'exercice sont les principaux facteurs de risque sur lesquels un traitement peut
agir tres favorablement étant donné leur influence considérable sur le risque d’apparition
de cette pathologie. Dans les populations sédentaires nourries avec un régime riche en
gras, la prévalence du DT2 augmente chez les adultes proportionnellement au gain
pondéral (193-195). D’autres facteurs de risques, tels l'dge, le groupe ethnique, le
tabagisme et 1’alcool influencent le développement du DT2 (195).

D. Les atteintes liées au diabeéte

Les complications cardiovasculaires sont les principales causes de morbidité et de
mortalité chez les patients diabétiques. Elles affectent différents tissus et organes tels la
rétine, le myocarde, les nerfs, la peau et les reins (196). De plus, I’incidence d’une
atteinte cardiovasculaire est deux fois plus élevée chez les patients diabétiques par
rapport aux individus non diabétiques du méme age (197; 198). Par ailleurs, la mortalité
chez ces patients entre 30 et 55 ans peut atteindre 33 % alors qu’elle n’est que de 6 %
chez des individus non diabétiques du méme age (198). L’influence du diabéte sur les
altérations cardiovasculaires est synergique a celle d’autres facteurs comme [’age,
I’hypercholestérolémie, I’hypertension et le tabagisme (199; 200). Le taux de mortalité
differe selon le type de diabéte.

1. Le diabéte et I'athérosclérose

De nos jours, il est bien établi que 1’athérosclérose est un processus inflammatoire
chronique et non un simple processus dégénératif s’opérant avec I’age. Le diabéte est un
des facteurs contribuant a 1’établissement et au développement du processus
inflammatoire caractéristique de I’athérosclérose. Ce concept est supporté par des études

34



montrant que des échantillons de plaque provenant d’un diabétique comprennent
beaucoup plus de macrophages que le spécimen d’un patient non diabétique (201).

Comme cela a été présenté précédemment, la 1ésion athérosclérotique commence
par une strie lipidique due a l'infiltration de LDL dans la partie sous endothéliale ou il
sera oxydé. Avec I’oxydation des LDL, les CE sont stimulées pour libérer des chémio-
attractants permettant ainsi le recrutement des monocytes a la paroi vasculaire, leur
infiltration a travers I'intima et leur métamorphose en macrophages, puis en cellules
spumeuses (35). Le diabete accélere cette séquence d'événements de plusieurs fagons.

Tout d’abord, le diabete agit au niveau de la dysfonction endothéliale. En effet,
une altération de la vasodilatation liée au NO a été établie chez les diabétiques (202;
203). Des souris déficientes pour la iNOS ont démontré des symptomes comparables a
ceux des souris diabétiques: une absence de réponse a 1’acétylcholine et une diminution
de la relaxation vasculaire (204). Cette étude a aussi montré que la déficience de la
vasorelaxation chez les diabétiques était INOS dépendante. Les oxLDL, qui sont présents
en grandes quantités chez les diabétiques, pourraient €tre la cause de la diminution de
I’activité de la iNOS et de la eNOS chez cette population (205-207).

2. La rétinopathie diabétique

Cette pathologie est une atteinte micro-vasculaire de la rétine observée chez la
majorité des diabétiques (208). La lésion initiale de la rétinopathie diabétique est
I’épaississement de la membrane basale des capillaires rétiniens a laquelle s’associe une
diminution du nombre des cellules de soutien des capillaires rétiniens et une diminution
du nombre des CE. Ceci conduit a des altérations de I’irrigation sanguine de la rétine, a la
formation d’anévrismes et a une occlusion des vaisseaux rétiniens le tout pouvant
conduire a la cécité (208). La rétinopathie diabétique est la premicre cause de cécité avant
I'age de 50 ans. D’une fagon globale, 2% des diabétiques perdent la vue aprés 15 ans du
diagnostique de la maladie (209).

3. La néphropathie diabétique

La néphropathie diabétique est une des principales causes d’insuffisance rénale
des diabétiques nécessitant la dialyse (210). Elle est essentiellement caractérisée par une
atteinte des glomérules rénaux. Entre 35 et 57 % des diabétiques de type 1 et entre 25 et
46 % des diabétiques de type 2 développent une néphropathie diabétique cliniquement
détectable par 1’apparition de substances inhabituelles dans les urines (albumine par
exemple) (211-214).
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4. La neuropathie diabétique

Les risques d'atteinte nerveuse augmentent avec la durée du diabete et surviennent
relativement tardivement dans les pathologies par rapport aux autres altérations liées au
diabete (215). Les atteintes nerveuses surviennent a cause d’une ischémie conduisant a un
manque d’irrigation des cellules nerveuses trés sensible au manque d’O;. La neuropathie
touche surtout les membres inférieurs des diabétiques mais peut aussi affecter le systéme
nerveux autonome ; les deux causant des altérations et des troubles multiples selon la
région concernée (209; 216).

E. Les traitements du diabete

Le premier traitement du diabete est basé€ sur un plan alimentaire organisé associé
a un programme sportif. Ce traitement est associé, chez les diabétiques de type 1, a des
injections quotidiennes d’insuline des 1’apparition de la maladie. Dans le cas du DT2, si
les premiéres mesures de traitement échouent aprés un mois, un traitement antidiabétique
est alors nécessaire (217). Les substances actuellement disponibles sont les
thiazolidinediones (TZD) et les biguanides substances augmentant l'insulino-sensibilité,
les sulfonylurées qui augmentent la sécrétion de I’insuline et les inhibiteurs de l'alpha-
glucosidase qui ralentissent la captation intestinale du glucose.

1. Les thiazolidinediones

Les TZD améliorent la sensibilité a 1’insuline, aussi bien au niveau musculaire qu’au
niveau hépatique et adipocytaire. Ainsi, en stimulant les récepteurs nucléaires PPARY, les
TZD augmentent la consommation musculaire du glucose et d’AG, inhibent la glycolyse
hépatique et diminuent la libération d’AG dans le sang (218-221). La stimulation de
PPARY au niveau des adipocytes, conduit, par ailleurs, a la production de I’adiponectine,
adipokine insulino-sensibilisante, et a la stimulation de 1’adipogenese (220; 221), deux
processus améliorant ’homéostasie sanguine.

Les effets des TZD sur la glycémie sont lents et progressifs pour atteindre un effet
maximal aprés 12 semaines (222).

Plusieurs membres de cette famille sont utilisés pour le contréle du DT2 parmi eux, la
Rosiglitazone (Avandia®) et la Pioglitazone (Actos®).
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2. Les biguanides (metformine)

La famille des biguanides, puissants insulino-sensibilisants et inhibiteurs de la
glucogénese, est un traitement de choix pour les patients présentant un DT2 associé a un
syndrome métabolique. En effet, ces patients présentent une insulinorésistance accrue
associée a I’obésité et la dyslipidémie. Cette famille agit également sur la dyslipidémie,
I’hyperinsulinémie et I’obésité de ces patients pour améliorer son effet contre le diabete
(223).

Ces deux types de substances (biguanides et TZD) peuvent étre considérées comme des
sensibilisateurs a l'action de l'insuline nécessitant la présence d'insuline pour pouvoir
développer leurs effets.

3. Les autres types de traitement

Les sulfonylurées stimulent la sécrétion de 1’insuline en activant le canal potassique ATP-
dépendant des cellules B du pancréas. Le repaglinide et les analogues de la phénylalanine
stimulent aussi la sécrétion d'insuline par les cellules  pancréatiques mais par une action
distincte des sulfonylurées.

Les inhibiteurs de l'a-glucosidase sont une autre classe de médicaments qui agit au
niveau de ’absorption intestinale des sucres. En effet, ces médicaments inhibent ’activité
de l'a-glucosidase des villosités de I’intestin responsable de la transformation des
polysaccharides en monosaccharides. Ceci limite le passage intestinal des
polysaccharides dans le sang et diminue ainsi la glycémie postprandiale.
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III. Le tissu adipeux et PPARYy

A. Le tissu adipeux

Toutes les especes animales ont besoins de stocker de 1’énergie dans leur
organisme pour des utilisations futures en cas de manque d’apport nutritif. La plupart des
espéces entrepose cette énergie sous forme de gras dans un tissu d’origine
mésodermique : le tissu adipeux. Ce tissu, principale source de réserve €nergétique de
I’organisme, joue un role central dans le maintien de 1’homéostasie de 1’organisme. Il
contribue au stockage des réserves énergétiques sous forme de triglycérides et a la
sécrétion de protéines interférant avec les métabolismes glycémique et lipidique. C'est un
tissu conjonctif aréolaire (arrangement lache de ses fibres) composé majoritairement de
cellules adipeuses dérivées embryologiquement des cellules mésenchymateuses qui se
différencient en pré-adipocytes. Il contient aussi des fibroblastes, des macrophages et des
mastocytes. Les adipocytes y sont organisés en groupes appelés lobules, séparés par des
septa de fibrilles de pré-collagéne infiltrés d’une micro-vascularisation et d’une
innervation bien ¢élaborée témoignant de leur grande activit¢ métabolique.

Le stockage de réserves énergétiques sous forme de graisses est une fonction
naturelle du tissu adipeux mais le tissu adipeux est aussi une glande endocrine qui sécrete
une panoplie de produits solubles qui manifestent des actions endocrines, paracrines et
autocrines. Ces substances sécrétées sont des hormones et cytokines regroupées sous le
terme d'adipocytokines. Elles ont des réles métaboliques importants pour la fonction de
divers organes (cceur, muscle squelettique, foie, etc.) et systemes (le systéme
immunitaire, le systéme nerveux, le systéme digestif et le systeme sanguin). Ces
cytokines, sécrétées suite a des stimuli neuronaux, hormonaux et/ou alimentaires, agissent
au niveau de la satiété, de la thermogénese, de I’immunité et des fonctions
neuroendocrines (224).

1. La physiologie du tissu adipeux

La localisation du tissu adipeux varie entre les especes. Chez les invertébrés, les
amphibiens et la plupart des reptiles, la grande majorité de la masse grasse est intra-
abdominale. Chez les mammiféres marins, le tissu adipeux est en grande partie sous-
cutané alors que chez les autres mammiferes et les oiseaux, les deux formes soit sous-
cutanée et abdominale viscérale sont retrouvées (225).
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Chez ’homme, le tissu adipeux est réparti dans tout 1’organisme (Figure 3-1). Sa
localisation dépend de 1’age, du sexe et de 1’état physiopathologique de 1’organisme
(225). Cette distribution dépend également du genre de ce tissu. En effet, on distingue le
tissu adipeux blanc du tissu adipeux brun dont la physiologie, la fonction et le role dans
I’organisme sont différents.
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Figure 3- 1 Distribution du tissu adipeux dans I’organisme (225).

a) Le tissu adipeux blanc

Le tissu adipeux blanc est réparti sous deux formes : support et stockage d'énergie
(225; 226). Ces dépdts tissulaire présentent des variations d’expressions génétiques et des
fonctions différentes (227). Les adipocytes blancs de support se trouvent au sein d’un
tissu conjonctif lache caractérisé par la présence entre ses cellules d’une trés abondante
MEC. Ce dernier a pour fonction de soutenir et de protéger les organes qui les entourent
des contraintes mécaniques auxquelles ils font face. Il se renouvelle de fagon continue et
ne disparait jamais, méme en cas d’anorexie aigué.
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Les adipocytes blancs de stockage énergétique et de sécrétions sont regroupés
pour constituer le tissu adipeux blanc. Ces adipocytes sont des cellules sphériques
contenant une vacuole lipidique unique qui occupe tout le cytoplasme écrasant les
organelles (appareil de Golgi, réticulum endoplasmique, mitochondries, etc.) et le noyau
dans un faible espace contre la membrane cellulaire. Ces cellules sont réparties dans tout
I’organisme, mais sont particulierement présentes dans la cavit¢ abdominale et sous la
peau. Il s’agit d’un tissu métaboliquement trés actif et sensible aux conditions
métaboliques de 1’organisme; une activité anabolique accrue stimule son hypertrophie
alors qu’une carence de I’apport énergétique méne a son hypotrophie. A la température
du corps, la graisse est sous forme liquide composée de triglycérides, qui constituent la
réserve énergétique et dont le meétabolisme est controlé par diverses hormones et
également par le systéme nerveux (228).

En plus d'étre une réserve d’énergie, le tissu adipeux blanc joue un role dans
I’homéostasie hydrique de 1’organisme et dans la protection de I’organisme contre
I’agression par le froid.

b) Le tissu adipeux brun

Chez les mammiferes, le tissu adipeux est composé également du tissu adipeux
brun. Il est essentiellement présent chez les animaux hibernants du fait de sa nature a
produire de la chaleur par lipolyse, ce qui les aide a maintenir une température stable
pendant leur sommeil. La thermogénése se produit par 1’action de protéines découplantes
(UCP-1, UnCoupling Protein-1) dans les membranes des mitochondries des cellules de
ce tissu. Ces protéines permettent la dissipation du gradient protonique des mitochondries
provenant des déshydrogénations du cycle de Krebs, nécessaire pour la production
d’ATP, sous forme de chaleur (229). L’expression de UCP-1, pour sa part, est stimulée
sous 1’action hormonale (adrénergiques, hormone thyroidienne). La couleur brune de ce
tissu est due a sa riche vascularisation et a la grande présence de mitochondries, qui
contiennent la cytochrome oxydase, dans leurs cellules.

Chez I’homme, le tissu brun est bien développé chez le feetus et le nouveau-né
mais tend a disparaitre rapidement apres la naissance (229). Sa répartition majoritaire est
au niveau du cou, du dos, des creux axillaires, mais aussi dans la zone sous-claviére et
supra-rénale, le médiastin et le mésentére (Figure 3-1) (230-232). Cependant, de plus en
plus d’études se focalisent sur la compréhension de la dynamique et du role de ce tissu
dans la physiologie humaine (232). En effet, ’ARNm de ’'UCP-1 peut étre détecté dans
le tissu adipeux blanc chez I’humain et son expression est méme augmentée par un
traitement antidiabétique aux TZD (233).
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c) L’obésité

L’obésité se développe quand I’énergie ingérée excede I’énergie dépensée dans un
organisme. L'augmentation de la masse adipeuse est ainsi indispensable pour rétablir
I’homéostasie énergétique et stocker le surplus d’énergie sous forme d’AG. L’expansion
du tissu adipeux proteége ainsi l’organisme contre la lipotoxicit¢ des AG et le
développement de la résistance a I’insuline. Ce phénomeéne s’opére par une augmentation
du nombre de cellules adipeuses ou hyperplasie et par 1’augmentation de leur taille ou
hypertrophie (234). Toutefois, la balance entre hypertrophie/hyperplasie cellulaire est
déterminée en fonction de la localisation du tissu adipeux, de la disponibilité¢ des
précurseurs des adipocytes et de la nature des AG stockés (235). Ainsi, un taux faible
d’adipogenese dans le tissu adipeux meéne a une hypertrophie adipocytaire, a une
diminution de la sensibilité a ’insuline et a ’augmentation de I’insulinémie systémique
(236). Cependant, le degré d’altérations métaboliques dépend de la distribution du tissu
adipeux. L’augmentation viscérale intra-abdominale de la masse adipeuse promeut un
risque ¢levé d’altérations métaboliques alors que le développement excessif du tissu
adipeux dans la partie sous-cutanée de [’organisme induit peu ou aucun risque
métabolique (237).

Un régime alimentaire hypocalorique couplé a une activité physique peut réduire
la taille des adipocytes mais non pas leur nombre. Pour cela, un rétablissement du poids
chez les obeses présentant une hyperplasie adipocytaire est difficile sans une intervention
chirurgicale. L’organisme humain posséde pres de 30 milliards d’adipocytes. En cas d’un
apport lipidique accrue, ce nombre peut augmenter jusqu’a dix fois surtout que la limite
de stockage lipidique d’un adipocyte est de 1 pg. Dans ce cas, le tissu adipeux recrute de
nouveaux préadipocytes pour augmenter sa capacité de stockage (228; 238).

L'obésité peut exister sous I’une des deux formes morphologiques définies (239).
La forme androide, définie surtout chez les hommes, est associée a une augmentation de
la testostérone. La forme gynoide est présente chez les femmes avant la ménopause, chez
les hommes présentant une dystrophie de leurs organes génitaux et chez les enfants en
retard de puberté (238).

Les différents facteurs d'obésité sont une alimentation riche en gras, la sédentarité
et le comportement hormonal, notamment pendant la grossesse chez les femmes. Un
obe¢se ne mange pas forcément plus qu’un non obese, mais adopte davantage une
alimentation riche en calories et en gras (240; 241). Ajoutons a ceci le fait que ces
individus souffrent en général d’un manque d’activité physique et d’une dépendance a la
vie aisée.
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2. L'adipocyte et le stockage lipidique

L'adipocyte possede des récepteurs adrénergiques a sa membrane cytoplasmique
qui jouent un role essentiel dans la régulation du métabolisme lipidique. Les récepteurs
a2 adrénergiques, sensibles a l'insuline, sont lipogéniques et stimulent le stockage des
AG dans la cellule. A I’inverse, les récepteurs B sont lipolytiques et stimulent la sécrétion
des AG dans la circulation systémique, notamment en cas de jetine prolongé.

a) Les triglycérides, les AG et le cholestérol

La digestion des lipides alimentaires débute dans I’estomac, ou ils subissent une digestion
partielle par des lipases gastriques, et se poursuit dans la lumicre intestinal ou les
émulsions lipidiques sont mélangées aves les sels biliaires et les sécrétions pancréatiques
contenant des enzymes digestives. Des monoacylglycérols (MAG), des diacylglycérols
(DAG) et des AG non-estérifiés sont ainsi libérés pour former un mélange de micelles
capable d’étre absorbé et de franchir les membranes des entérocytes. Les AG et les MAG
entrent dans les cellules intestinales par diffusion passive ou grace a des transporteurs
intestinaux comme I’'I[FABP (Intestinal Fatty Acids Binding Protein), le CD36 et la
FATP4 (Fatty Acids -Transport Protein-4). Ils sont ensuite re-estérifiés dans le réticulum
endoplasmique par le MAG acyltransférase (MGAT) et le DAG acyltransférase (DGAT)
pour former le triacylglycérol (TAG). Les phospholipides de 1’alimentation sont acylés
par la 1-acyl-glycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT) pour former [’acide
phosphatidique qui est a son tour converti en TAG. Le cholestérol alimentaire, quant a
lui, est acylé par I’acyl-CoA:cholestérol acyltranstérase (ACAT) pour former du
cholestérol ester. Le TAG joint le cholestérol ester et 1’apolipoprotéine B (ApoB) pour
former des chylomicrons, ce qui leur permet de franchir la muqueuse intestinale et
d’entrer dans la circulation via la lymphe.

Les triglycérides ou TAG sont composés d’une molécule de glycérol sur laquelle
sont greffées des AG issues de l’alimentation. Les AG, unités de base des lipides
composés de carbone, d'hydrogene et d'oxygene, existent sous 3 formes : saturés, mono et
poly-insaturés. Les AG ne circulent pas librement dans le sang mais sont transportés par
I’albumine sérique sur laquelle ils se fixent avant d’étre livrés aux cellules. Les AG
peuvent aussi €tre synthétisés par les adipocytes a partir du glucose et du pyruvate ou sont
sécrétés apres la lipolyse des TAG.

Le cholestérol est aussi un élément indispensable a 1’organisme du fait de son
importance dans la structure et la fluidité des membranes cellulaires et de son implication
dans la synthése des hormones stéroidiennes, en plus d’étre un constituant essentiel de la
bile. Il est produit dans le foie et véhiculé dans le sang par les lipoprotéines de basse et de
haute densit¢ (LDL ; HDL, High Density Lipoprotein) vers les cellules de I’organisme.
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Les HDL récuperent le cholestérol en surplus dans les organes pour le retourner au foie
ou il sera éliminé permettant ainsi de réduire son risque athérogénique. A I’inverse, le
LDL, pour sa part, permet au cholestérol d’atteindre la paroi artérielle favorisant la
formation de plaque d’athéromes. Ainsi, l'exces de LDL et le manque de HDL circulant
sont des facteurs de risques des maladies cardio-vasculaires.

3. Métabolisme lipidique

Les processus qui gouvernent le stockage et la libération des lipides sont la
lipogenese et la lipolyse (Figure 3-2). Les TAG du tissu adipeux sont continuellement
renouvelés. Les graisses déja stockées sont dégradées et libérées dans la circulation
sanguine alors que de nouvelles molécules sont entreposées.
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Figure 3- 2 Stockage et mobilisation des lipides dans les adipocytes (242) .
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a) Lalipogenése

La lipoprotéine-lipase (LPL), enzyme spécifique de la surface des CE, hydrolyse
les triglycérides circulants dans les lipoprotéines plasmatiques pour libérer les AG qui
diffusent dans les adipocytes. Ils y seront transformés en acyl-CoA, par 1’acyl-CoA
synthase (ACS), pour former le substrat de synthése des TAG dans le réticulum
endoplasmique. L’activation de la glycolyse par I’entrée du glucose offre le pyruvate
indispensable pour la synthese des AG et le glycérol 3-phosphate pour la formation des
TAG dans les cellules adipeuses (Chapitre 2.1.1) (Figure 2-1). Le glycérol-3-phosphate
généré par le métabolisme du glucose est acylé par la glycérol-3-phosphate
acyltransférase (GPAT) puis I’AGPAT. Le produit est ensuite transformé en DAG par la
phosphohydrolase acide phosphatidique (PAP). La deuxiéme voie alternative implique
I’acylation du MAG par la MGAT. Les deux voies menent a la formation du DAG qui
sera acylé en TAG par la DGAT.

La lipogenese désigne donc I'ensemble de ces processus biochimiques permettant
la synthese des triglycérides controlée par ’acétyl-CoA carboxylase. C'est une phase de
syntheése dans le processus de réserve énergétique des adipocytes. Le corps humain ne
permet la synthése des triglycérides dans 1'adipocyte que par le glycérol activé, c'est a
dire dérivé directement du métabolisme des glucides et en quantité régulée par l'insuline.
L’insuline est donc un €lément essentiel dans la lipogenése ; elle stimule 'activité de la
LPL et celle de I’acétyl-CoA carboxylase favorisant ainsi la transformation du glucose en
AG et inhibe la triglycéride lipase hépatique impliquée dans la lipolyse. De plus, elle
inhibe l'effet lipolytique du cortisol et des catécholamines. Par ailleurs, I’insuline stimule
la synthese du cholestérol en activant les phosphatases aussi bien dans le foie que dans les
adipocytes.

Chez les diabétiques, une insuffisance de la sécrétion ou de 1’action de I’insuline
provoque une mauvaise utilisation du glucose et une dérégulation de la synthése des AG.
La lipolyse est ainsi activée et I’oxydation des AG et des acides aminés est accrue ainsi
que la formation des corps cétoniques au niveau hépatique. La prostaglandine et les
cestrogenes a faibles doses ainsi que la leptine sont des molécules qui stimulent la
lipogenese (136).

b) La lipolyse

La lipolyse est totalement l'inverse de la lipogenése qui consiste a mobiliser les
graisses de réserve vers les cellules de 1’organisme. Le principal enzyme de ce processus
est la triglycéride-lipase qui décompose les triglycérides en AG non estérifiés et en
glycérol de sorte que les organes disposent continuellement de lipides pour leurs besoins
énergétiques. Les AG sont libérés dans la circulation sanguine sous forme non estérifice
et transportés par I’albumine sanguine pour les fournir aux cellules. Les cellules
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musculaires 1’utilisent comme substrat pour la production d’énergie dans le cycle de
Krebs. Les produits qui résultent de I'utilisation des AG inutilisables sont éliminés au
niveau hépatique. Les triglycérides endogenes formés dans le foie a partir du glucose
passent dans la circulation sanguine générale via les VLDL et les chylomicrons. Le
glycérol libéré de I’utilisation des TAG, ne pouvant plus étre utilisé, est capté par le foie
qui le métabolise en glucose (néoglucogenese).

Le systeme nerveux sympathique a un effet stimulant de la lipolyse via
I'adrénaline et la noradrénaline.

4. L’adipogenese

Le développement du tissu adipeux a lieu essentiellement en période post-natale.
Cependant au cours de la vie, une augmentation de la population adipocytaire a lieu a
partir du recrutement de précurseurs cellulaires présents dans la fraction vasculaire du
stroma de ce tissu : les préadipocytes. La différenciation des préadipocytes participe a
I’expansion hyperplasique du tissu adipeux a 1’adolescence et au recyclage adipocytaire
(10%) a I’age adulte chez I’humain (236).

Par ailleurs, le développement de la masse adipeuse observé chez les obeses fait
intervenir non seulement une hypertrophie des adipocytes existants mais aussi une
hyperplasie de ce tissu, ce qui nécessite le recrutement et la différentiation des
préadipocytes (228).

a) Etapes de la différenciation adipocytaire

Les adipocytes se développent a partir de cellules souches multipotentes d’origine
mésenchymateuses retrouvées dans le stroma vasculaire du tissu adipeux (Figure 3-3).
L’engagement des cellules souches multipotentes donne naissance a divers types
cellulaires qui auront différentes destinées (243). En présence du stimulus approprié, les
cellules souches se différencient en myoblastes, ostéoblastes, chondroblastes ou
adipoblastes. BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4), polypeptide appartenant a la
superfamille des TGF-B, a ¢t¢ démontré comme responsable de I’initiation de la
différenciation des cellules souches en adipocyte (244).

Apres une phase de croissance exponentielle, les adipoblastes qui présentent un
morphotype fibroblastique atteignent un stade de confluence marqué par un arrét de la
multiplication cellulaire. Cette interruption de croissance est requise pour 1’engagement
vers la différenciation adipocytaire des cellules qui deviennent alors des préadipocytes
(245). Ces cellules, en période de latence, regoivent par la suite une combinaison de
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signaux mitogéniques et adipogéniques qui leur permet de procéder a un certain nombre
de cycles mitotiques et de se synchroniser : c’est la phase précoce du processus de
différenciation. Au cours du développement adipocytaire, le morphotype cellulaire évolue
de fagon spectaculaire, depuis 1’aspect fibroblastique allongé jusqu’a la forme sphérique
typique de I’adipocyte mature. De profonds remaniements du cytosquelette cellulaire et
de la MEC rendent compte de ces changements majeurs de 1’architecture et des
interactions cellulaires (246). Egalement, il a été démontré que le blocage de la phase
mitotique inhibe la différenciation des préadipocytes en adipocytes matures (247). Cette
réplication cellulaire limitée correspond a 1’amplification clonale des préadipocytes et est
controlée par ’IGF-I (248).
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Figure 3- 3 Modéle de développement du tissu adipeux (225; 249).

Au cours de la différenciation terminale, les adipocytes présenteront une capacité
lipogénique considérable en rapport avec 1’induction d’enzymes spécifiques (G3PDH,
acétyle CoA et la lipoprotéine lipase). L’augmentation de 1’expression des transporteurs
du glucose GLUT4 et des récepteurs de I’insuline contribuera indirectement a cette
lipogenese accrue. Ceci se traduit par 1’accumulation progressive dans le cytoplasme de
vacuoles lipidiques qui augmentent de volume et fusionnent. Les adipocytes acquierent
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parallélement une plus grande capacit¢ de mobilisation des triglycérides (voie
lipolytique) qui fait essentiellement intervenir une induction de D’expression des
récepteurs PB-adrénergiques et de I’enzyme-clé de la lipolyse, la lipase hormonosensible.
Pour neutraliser un éventuel effet toxique des AG libérés par la lipolyse et assurer le
transport intracellulaire des lipides, la cellule produit de facon massive une protéine de
transport des acides gras (aP2 ou ALBP, Adipocyte Lipid Binding Protein). Enfin, la
cellule adipeuse devient capable de synthétiser et de sécréter de nombreux facteurs
agissant de facon autocrine, paracrine ou endocrine. La nature endocrine de 1’adipocyte
est bien illustrée par la production et la sécrétion de la leptine qui, par voie systémique,
régle au niveau central la dépense énergétique et les sensations de faim et de satiété.

b) Facteurs modulant 'adipogenése

Un apport énergétique riche en gras, particulierement en gras saturés, induit
I’hypertrophie et I’hyperplasie du tissu adipeux. Les AG polyinsaturés sont plus efficaces
pour stimuler la différenciation des préadipocytes (250); effet probablement reli¢ a la
capacité des AG polyinsaturés d’agir comme ligands ou précurseurs de ligands pour
PPAR-y. Par ailleurs, certaines prostaglandines peuvent induire positivement
I’adipogenese. La prostacycline par exemple, un métabolite majeur de 1’acide
arachidonique, stimule 1’adipogenése en se liant au récepteur prostanoique couplé aux
protéines G sur les préadipocytes (250; 251).

En plus des AG, des hormones (insuline, testostérone, cestrogene, etc.) et des
facteurs de croissance (EGF, FGF, PDGF, TGF-f, etc.) en liaison avec ’adipogenese
agissent au niveau de récepteurs membranaires des préadipocytes pour transmettre les
signaux au milieu intracellulaire et initier leur différenciation. Les facteurs qui contrdlent
I’adipogenese agissent en activant les cascades de transcription qui induisent la mitose, la
lipogenese et la capture de lipide. En parallele, la lipolyse est inhibée pour coordonner les
différents processus régulant la différenciation.

La présence d’insuline est essentielle pour I’adipogenese (252). Les préadipocytes
expriment peu de récepteurs insuline certes, mais son action passe par |’activation du
récepteur de I’lGF-1 (253). En effet, I’insuline stimule 1’activité de la p38 MAPK (254),
protéine qui déclenche la différenciation spontanée des préadipocytes (255). Par ailleurs,
I’insuline a aussi un impact sur d’autres facteurs de transcription tel le BMP2 qui a un
effet adipogénique minime sans son interaction avec I’insuline (256).

Les glucocorticoides sont aussi de puissants inducteurs de 1’adipogenese (257).
Les récepteurs des corticoides sont présents dans les préadipocytes humains (258) et leur
activation induit I’expression des protéines C/EBP-6 (CCAAT-Enhancer Binding Proteins
delta) (259) et PPAR-y (260), deux récepteurs nucléaires impliqués dans 1’adipogenese.
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L’enzyme 11-B-hydroxystéroid-déhydrogénase 1 (11BHSD1) qui assure la conversion de
la cortisone inactive en cortisol active, est exprimée dans les préadipocytes et les
adipocytes ce qui a pour effet de sensibiliser le tissu adipeux aux glucocorticoides (261;
262). Aussi, les souris déficientes en 11BHSDI1 ont une adiposité réduite (262) alors que
I’obésité est associée a une surexpression de 11BHSD1 dans le tissu adipeux (263; 264).
Cette production locale de cortisol joue donc un réle paracrine pour induire
I’adipogenese.

Du reste, 1’adiponectine, dont la sécrétion par les adipocytes est inhibée par
I’obésité (265), a été rapportée comme €tant un facteur stimulant la différenciation des
préadipocytes 3T3-L1 en adipocytes (266). Elle permet I’expression prolongée et intense
des génes clés de 1’adipogenése et augmente 1’insulino-sensibilité durant la conversion
des préadipocytes.

c) Facteurs transcriptionnels de I'adipogenése

Au cours des derniéres années, plusieurs facteurs transcriptionnels jouant un role
séquentiel et coopératif dans le déroulement de la différenciation adipocytaire ont été
identifiés. Il s’agit essentiellement de facteurs de la famille des C/EBP (CCAAT-
Enhancer-Binding Proteins) et des PPAR, ainsi que de la famille des protéines a motif
Hélice-Boucle-Hélice (HLH, Helix Loop Helix).

> La famille des C/EBP

Cette famille de récepteurs nucléaires comprend 3 membres, C/EBPa, C/EBPf et
C/EBP9, tous impliqués dans la différenciation adipocytaire. Ces facteurs de transcription
possedent un domaine de liaison a des séquences CCAAT présentes dans les régions
régulatrices des geénes cibles. Suite a leur activation, ces récepteurs s’homo-dimérisent ou
s’hétéro-dimérisent avec d’autres membres de la famille des C/EBP avant d’exécuter leur
fonction de transcription.

Au cours du processus de différenciation, les C/EBPB et C/EBPd émergent,
précocement activés par les inducteurs de la voie de ’AMPc et les glucocorticoides
(267). L’expression de C/EBPP dans des fibroblastes est suffisante pour induire la
différentiation en adipocyte de ces cellules, effet potentialisé par la co-expression du
sous-type 0 (260; 267). Dans un second temps, la C/EBPa entre en jeu pour induire la
transcription de nombreux genes spécifiques de 1’adipocyte (268). Elle agit notamment
sur les geénes des protéines impliquées dans I’accumulation lipidique et inhibe en parall¢le
la mitose des préadipocytes (269). Elle pourrait étre un médiateur de Darrét de
I’expansion clonale des préadipocytes, surtout que son induction entraine 1’expression de
deux protéines inhibitrices de la prolifération : la protéine p21“**“"™ (Cyclin dependent
kinase Inhibitor Protein) qui inhibe le cycle cellulaire, et la protéine GADDA45 (Growth
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Arrest and DNA Damage inducible protein) qui contribue a reformer les portions
endommagées de I’ADN (270). Ainsi les dommages a I’ADN vont induire I’arrét de la
division et engendrer une réparation rapide des dommages.

» La famille des facteurs a motif hélice-boucle-hélice (HLH)

Les facteurs transcriptionnels a motif HLH participent au controle de la
détermination, de la différenciation et de la multiplication cellulaire (271).
ADDI1/SREBPI1 (Adipocyte Determination and Differentiation-dependent factorl/Sterol
Regulatory Element-Binding Protein 1) est un facteur a motif HLH-leucine zipper dont
I’expression est induite trés tot au cours de la différenciation induisant I’expression de
certaines protéines impliquées dans 1’adipogenése (272). En effet, son expression dans les
fibroblastes entraine une induction de D’expression des genes qui contrdlent le
métabolisme et la synthese des AG et l'activation de la LPL sans induire la différenciation
adipocytaire. L’induction de [ID’adipogeneése peut survenir indirectement par
I’augmentation de la production de ligand de PPARY2 induite par ADD1/SREBP1 (273).
A Tlinverse, une invalidation du géne codant pour ADDI/SREBP1 dans des
préadipocytes 3T3-L1 prévient la différenciation terminale (272).

A Tencontre de ces facteurs dits dominants positifs ou activateurs de la
différenciation, il existe d’autres membres de la classe HLH agissant comme dominants
négatifs en séquestrant les facteurs positifs par hétéro-dimérisation et en empéchant leur
activité transactivatrice. Les Id (/nhibitors of DNA binding) font partie de cette catégorie
de facteurs (274).

> La famille des PPAR

Les PPAR, récepteurs activés par les inducteurs de la prolifération des peroxysomes
PPAR, font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires que je présenterai d’abord
avant de parler plus spécifiquement de PPAR.

B. Les PPAR

1. Historique

Depuis toujours, le tissu adipeux est vu comme un tissu de stockage €nergétique,
mais de nos jours, il est considéré comme une glande endocrine en soi. Tout avait
commencé avec la découverte des fibrates en 1962 par Thorp et Waring (275). Le
clofibrate (chef de file) était le premier agent testé dans des €tudes cliniques dans les
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années 1970 pour traiter 1’hyper-cholestérolémie et améliorer les dysfonctions
cardiaques. Malheureusement lors d'un essai clinique, le World Health Organization
Cooperative Primary Prevention Trial a montré un risque ¢levé de développement de
cancer menant au déces sous ce traitement. Le clofibrate a été¢ depuis retiré du marché.
Cependant en 1987, les fibrates refont surface avec le Gemfibrozil®. La publication par
I’Helsinki Heart Study de nouvelles études montrent une réduction de 34% des
événements cardiaques majeurs chez les hommes d’age moyen présentant une hyper-
cholestérolémie sans atteinte cardiaque (276).

La découverte dans les années 1990 que les fibrates sont des ligands des PPARa
(277), récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme glucidique et lipidique,
I’inflammation et la fonction endothéliale (278), les ramenent sur le devant de la scéne.
La découverte de PPARa stimula ainsi la recherche mondiale pour élucider son role dans
la prolifération des peroxysomes dans 1’hépato-carcinome (279-281). Plusieurs travaux
ont ainsi décrit la structure de PPARa, son profil d’activation et sa fonction en tant que
facteur de transcription ligand dépendant (279; 282-290). Les éléments de réponse
spécifique a la prolifération des peroxysomes (PPRE, Peroxysome Proliferation Response
Elements) ont été ensuite décrits dans le promoteur des génes microsomal et peroxysomal
connus pour étre surexprimés durant la prolifération des peroxysomes comme CYP4Al
(291), CYP4A6 (292) et I’acyl CoA oxidase (290). L’intérét international pour 1’étude
des PPAR prit encore plus d’ampleur apres I’identification et le clonage des 3 sous-types
de PPAR (293-295).

PPARa est un récepteur impliqué, non seulement dans la prolifération des
peroxysomes dans les hépatocytes, mais aussi dans la médiation de [I’effet
hypolipidémique des fibrates. Cette €évidence est basée sur le fait que PPARa régule
I’expression de différents genes impliqués dans le transport et le stockage lipidiques (221;
289; 296-299). PPARYy fut le premier récepteur nucléaire identifi¢ comme médiateur de
I’activité des antidiabétiques oraux les TZD et identifié comme un régulateur majeur de
I’adipogenése (221). Finalement, PPARS (aussi appelé PPARP), forme ubiquitaire des
PPAR, est principalement impliqué dans le métabolisme lipidique. Mais tout d’abord,
voyons de plus pres les récepteurs nucléaires en général dont les PPAR font partie.

2. Les récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription activés par liaison d’un
agoniste, souvent de nature lipidique, pour se lier a la région promotrice de certains genes
cibles et augmenter ou réprimer leur transcription en ARNm. Ces récepteurs sont soit
présents dans le cytoplasme des cellules, migrant dans le noyau apres leur activation, soit
présents dans le noyau ou ils seront activés.
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Cette superfamille de protéines comprend environ 75 membres subdivisés en 6
groupes (300; 301). Parmi eux, nous pouvons citer les récepteurs des hormones
stéroidiennes regroupant les récepteurs aux androg€nes, aux progestagenes, aux
cestrogenes, aux glucocorticoides et aux minéralocorticoides et les récepteurs des dérivés
prostanoiques (prostacycline, leucotriene B4) et des AG polyinsaturés comme les PPAR.
Cette famille regroupe également les récepteurs des rétinoides comme la vitamine A et
I’acide 9-cis-rétinoique (RXR, Retinoid X Receptor).

a) Structure et fonctions des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires se composent de 450 a 1000 acides aminés et leur structure
est représentée par un enchainement de 6 domaines communément annotés de A a F :

* Le domaine A/B de I’extrémité N-terminal du récepteur est de longueur et de
structure primaire trés variable d’un récepteur a 1’autre. Il comprend le motif de
transactivation (AF-1, Activation Function-1) qui lie les co-activateurs.

* Le domaine C de liaison a ’ADN (DBD, DNA Binding Domain) est caractérisé
par un double repliement de sa chaine protéique, maintenue par deux atomes de
zinc interagissant avec 4 résidus cystéines. La liaison a I’ADN s’opére sur des
séquences consensus (HRE, Hormone Response Element) précédant le gene cible
a proximité du promoteur (302).

* Le domaine D est une zone charniere impliquée dans la liaison des protéines
chaperonnes au récepteur et dans la liaison a I’ADN.

* Le domaine E, quant a lui, assure la liaison des médiateurs sur la partie C-
terminale du récepteur. Le domaine de liaison du ligand (LBD, Ligand Biding
Domain), assure également la dimérisation des récepteurs et comprend un second
motif de transactivation AF-2.

* Le domaine F est une séquence protéique variable qui constitue la partie C-
terminale de chaque récepteur.

3. Mode d’action des récepteurs nucléaires

Les récepteurs des stéroides, en absence de ligand, forme un complexe avec des
protéines chaperonnes qui se dissocie en présence de ligand pour permettre a 1’agoniste
de se fixer au récepteur. Ce dernier forme un dimere avec son homologue pour exercer
son effet transcriptionnel au niveau de I’ADN. Les autres types de récepteurs nucléaires,
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en I’absence de ligand, sont liés a leur site HRE de ’ADN avec une haute affinité. En
présence de I’agoniste, 1’activité transcriptionnelle du gene cible démarre.

Les co-activateurs des récepteurs nucléaires sont des protéines qui interagissent
avec les sites AF-1 et AF-2 des extrémités N ou C-terminales du récepteur apres la liaison
de son ligand (302). A I’inverse, les co-répresseurs inhibent I’activité des récepteurs en
I’absence de ligand en s’associant a I’ADN.

4, La famille des PPAR

Depuis leur identification en 1990, les PPAR suscitent un intérét considérable et
nos connaissances sur leurs rdles physiologiques ne cessent d’évoluer. Impliqués dans la
régulation du métabolisme des lipides et des lipoprotéines, I’homéostasie du glucose, la
prolifération cellulaire et la différenciation, les PPAR sont une cible pharmacologique
pour le traitement de désordres métaboliques tels que les dyslipidémies ou le diabéte.

Les PPAR, membre de la superfamille des récepteurs nucléaires (303; 304), sont
des facteurs de transcription activés par la liaison de certains AG ou de leurs métabolites
lipidiques (303; 304). Consécutivement a la fixation de leurs ligands, les PPAR forment
des hétérodimeres avec les récepteurs RXR (280). Le complexe ainsi activé va se fixer
sur les séquences PPRE typiques situées dans les régions promotrices des genes cibles
dont I’expression est alors stimulée. Ce processus de liaison des récepteurs aux PPRE
correspond a la «trans-activation». Les PPRE ont été identifiés au niveau des régions
promotrices de nombreux geénes impliqués dans la différenciation adipocytaire, le
transport membranaire des AG et la B-oxydation (305).

La famille des PPAR comprend trois membres, nommés a, /8 et y, chacun étant
codé par un geéne distinct. Si les séquences des domaines de liaison a I’ADN DBD sont
conservées entre les 3 sous-types, celles des sites de liaison des ligands LDB le sont
moins, signifiant que chaque sous-type est pharmacologiquement distinct des autres.
Alors que PPARa module la transcription de geénes impliqués dans le métabolisme des
lipides et des lipoprotéines, PPARY est plutdt impliqué dans la différenciation cellulaire,
I’adipogenese et I’insulino-résistance et PPARS dans le métabolisme lipidique et le
cancer.

Le gene codant pour PPARY code pour 2 protéines, y1 et y2, issues de I’épissage
différentiel de I’exon B (305; 306). Ainsi, le récepteur PPARY2 possede 28 a 30 acides
aminés de plus que son homologue y1 a son extrémité N-terminale chez la souris et chez
I'homme. Cette séquence peptidique supplémentaire confére une activité
transcriptionnelle 10 fois plus élevée pour PPARY2 par rapport au sous-type 1 (307; 308).
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Chez 1'humain, deux nouveaux sous-types de PPARY ont été¢ identifiés : PPARY3
et PPARy4 issues de deux promoteurs différents. Comme PPARY2, l'expression de
PPARY4 semble étre restreinte au tissu adipeux (309). Par ailleurs, 'ARNm de PPARYy3 a

été détecté dans le tissu adipeux blanc, le gros intestin et les macrophages (310; 311).
a) Distribution tissulaire des PPAR

La distribution tissulaire et le niveau d’expression différent selon I’isoforme
considérée (312). PPARa est exprimé essentiellement dans le foie, les reins, le coeur et les
muscles, tissus ou le catabolisme des AG est important. PPARYy se retrouve
principalement dans le tissu adipeux et le tractus gastro-intestinal (313). Alors que
PPARYI est exprimé dans d'autres tissus, PPARY2 constitue pour sa part, la forme des
PPARYy spécifique des adipocytes (313). Des études récentes ont néanmoins montré que
le pancréas pourrait lui aussi exprimer ce sous-type (314; 315).

Les deux isoformes a et y sont également exprimés dans les cellules de la paroi
vasculaire : CE, CML et monocytes/macrophages (316). Alors que PPARa est exprimé
aussi bien dans les monocytes que les macrophages, I’expression de PPARY est surtout
mise en évidence dans les macrophages (316). De plus, PPARa et PPARY sont tous deux
présents dans la plaque d’athérosclérose au niveau de la région sous-endothéliale et dans
le noyau lipidique des 1ésions athérosclérotiques ou ils co-localisent avec des marqueurs
spécifiques des macrophages, des cellules musculaires lisses et des cellules spumeuses
(311; 317; 318). Enfin, I’expression tissulaire de PPARS est ubiquitaire.

b) Les ligands des PPAR

Un large spectre de composés sont identifiés comme ligands des PPAR (319).
Parmi les ligands naturels, tous les AG peuvent activer les PPAR, mais il existe toutefois
certaines différences selon le récepteur. Ainsi, PPARa présente une spécificité assez
faible pour leur degré de saturation, alors que PPARY a une meilleure affinité pour les
AG polyinsaturés. D’autres agonistes naturels de PPARa et PPARy sont dérivés de
I’acide arachidonique par les voies de la cyclo-oxygénase et de la lipo-oxygénase comme
le leucotriéne B4 (LTB4) et la 15-déoxy-"12,14-prostaglandine J2 (PGJ2). Enfin, les AG
oxydés dérivés des phospholipides des LDL oxydées (9- et 13-HODE) sont aussi des
ligands naturels des PPAR. Quant aux principaux ligands synthétiques des PPAR, leurs
noms sont bien connus dans le domaine médical. Il s’agit pour PPARa, des fibrates,
médicaments utilisés dans le traitement de 1’hypertriglycéridémie et de I’hyperlipidémie
mixte et, pour PPARY, des TZD qui sont utilisés dans le traitement du DT2 (cf. chapitre
2.5 sur les traitements du diabete). D’autres principes actifs comme des anti-
inflammatoires non stéroidiens pourraient aussi étre des agonistes des PPAR (317).
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5. PPAR et le tissu adipeux

PPARa et PPARGS/B semblent avoir des influences adipogéniques limitées. Le
PPARa est exprimé de facon importante dans le tissu adipeux brun par rapport a son
faible niveau d’expression dans le tissu adipeux blanc et dans les lignées préadipocytaires
(320). L’invalidation du gene du PPARa chez la souris a en revanche démontré que ce
sous-type contribue a la régulation de la B-oxydation peroxysomale (321). Le PPARS/B,
non spécifique du tissu adipeux et exprimé dans les préadipocytes, serait impliqué dans le
controle de I’expression de certains génes de la différenciation adipocytaire tel que celui
de I’aP2 (322). Il est fortement induit au cours de la différenciation et est activé par les
TZD et les AG saturés ou insaturés.

Dans le tissu adipeux, c’est le PPARY notamment le sous-type PPARY2 qui joue
un role central (323). En effet, cet isoforme participe a la fois aux processus
d'adipogenése, au maintien du métabolisme lipidique et aux fonctions endocrines de
I'adipocyte mature (324).

a) Le réle de PPARy dans l'adipogenése

L'adipogenese réfere au processus de différenciation des cellules précurseurs, pré-
adipocytes, en adipocytes matures, durant lequel l'expression génique, la morphologie
cellulaire et la sensibilité aux hormones et aux facteurs exogenes changent. Durant cette
différenciation, l'expression de différents génes codant pour des protéines impliquées
dans le métabolisme lipidique est induite (cf. chapitre 3.1.4.3 sur les facteurs
transcriptionnels de l'adipogenese). Il est bien établi que PPARY est le plus important
facteur de formation de I'adipocyte mature (323; 324) étant donné qu'il stimule
I'expression de plusieurs marqueurs spécifiques des adipocytes tels 1'aP2 (325), la
carboxykinase phosphoenolpyruvate (PEPCK, PhosphoEnolPyruvate CarboxyKinase)
(326) et la lipoprotéine lipase (LPL, LipoProtein Lipase) (327). De plus, l'expression
ectopique de PPARy est suffisante pour induire la métamorphose des fibroblastes en
adipocytes (323). D'autre part, les adipocytes de souris adultes déficientes pour PPARy
meurent en quelques jours (328) et les souris invalidées du gene PPARY sont incapables
de développer du tissu adipeux (329; 330). Ces résultats expliquent la lipodystrophie
observée chez certains humains présentant des mutations de leur gene PPARy (331-335).

D’autre part, il est connu que I'hyperlipidémie augmente 1'activité adipogénique de
PPARYy2 (336) avec pour conséquence de perturber les sécrétions adipocytaires incluant
une augmentation de la production de TNF-a (337). Ce dernier peut jouer un role
autocrine sur le tissu adipeux pour diminuer le stockage des lipides en inhibant
I'adipogenese comme il a ét¢ démontré in vitro (338). De plus, TNF-a est impliqué dans
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les processus d'insulino-résistance en déphosphorylant les récepteurs de 1'insuline (339),
ce qui mene aussi a un rétrocontréle négatif sur le processus adipogénique.

Finalement, en parallele de son activité adipogénique, PPARy induit I'apoptose
des adipocytes matures dans un processus de régénérescence du tissu gras. En effet, il a
été démontré qu'un traitement des adipocytes matures avec les TZD augmente 'apoptose
de ces cellules de 2,5 fois (340). C'est ainsi que PPARYy régule I'équilibre dans le tissu
adipeux entre les nouvelles cellules adipeuses, plus sensibles a I'insuline et au stockage de
lipides, et les adipocytes matures avec des vacuoles saturées de lipides et trés peu
sensibles a I'insuline.

6. Les adipokines

Le terme « adipokine » ou adipocytokine regroupe toute protéine sécrétée et
synthétisée par le tissu adipeux. Bien qu’elles portent toutes le nom générique
d’adipokine, certaines d’entre elles sont synthétisées principalement par les cellules
adipeuses comme la leptine et I’adiponectine alors que les cytokines telles que le TNFa et
I’IL-6 sont essentiellement sécrétées par les cellules qui constituent la fraction stroma-
vasculaire. Cette derniere se compose de nombreux types cellulaires tels les
préadipocytes, les CE et les macrophages.

a) Laleptine

La découverte de la leptine en 1994 a contribué énormément dans la
compréhension de la régulation de la balance énergétique et de la biologie du tissu
adipeux (341). La leptine est une adipokine sécrétée exclusivement par les adipocytes
matures du tissu adipeux et son taux plasmatique est positivement corrélé a la masse
adipeuse corporelle. Les sécrétions de leptine sont ainsi augmentées chez les obeses et
diminuées chez les individus maigres (342; 343). Elle agit sur la satiété au niveau du
systeme nerveux sympathique (342; 344) et est associée a la résistance a 1’insuline et a
I'inflammation observées chez les obeses (345-347). De plus, cette hormone est liée a la
croissance de plusieurs types cellulaires: hématopoiétique (348), leucocytaire (349),
pancréatique (350), hépatique (351) et neuronal (352).

Le récepteur de la leptine, Ob-R, appartient a la famille des récepteurs de
cytokines de classe I (353) qui inclut les récepteurs de certaines interleukines (IL-2 a IL-
7), les récepteurs de I'hormone de croissance (GH, Growth Hormone), les récepteurs de la
prolactine et ceux des érythropoiétines. Ceci suggere d’autres effets biologiques
périphériques possibles de la leptine, comme I’inflammation, associés a sa nature
apparentée aux cytokines. Des expériences in vitro ont démontré que la leptine
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augmenterait la production de TNFa et activerait les macrophages (354; 355). En outre,
la leptine stimule la syntheése d’ET-1 (356), de la NOS (357), la production de ROS et
I’expression de MCP-1 (358) ce qui a pour impact d'augmenter le stress oxydant des CE
(359).

La leptine posseéde une activité angiogénique et promeut la migration et la
prolifération des CML (360; 361). Cet effet est essentiel dans le processus physiologique
de I’expansion du tissu adipeux qui nécessite une bonne irrigation sanguine. Par ailleurs,
la leptine favorise I’oxydation des AG, la capture du glucose, 1’agrégation plaquettaire et
I’accumulation du cholestérol dans les macrophages, effet impliqué dans 1’athérogénese
(362).

Méme si ses voies de signalisation restent encore mal définies, il est cependant
bien établi que la leptine active la protéine kinase 5'-AMP (AMPK ; AMP-activated
protein kinase) dans ces tissus (188; 363). L’AMPK stimule ainsi 'oxydation des AG
dans le muscle en inhibant l'activité de 'acétyl-coenzyme A carboxylase (ACC) ; enzyme
gouvernant la production du malonyl-CoA responsable de la lipogenese. C’est ainsi que
la leptine empéche 'accumulation de lipides dans les tissus périphériques pour prévenir la
lipotoxicité (347). Une activation plus tardive de I’AMPK passe par l'effet de la leptine
via le systeme nerveux sympathique.

b) L’adiponectine

L’adiponectine est une protéine insulino-sensibilisante dont le géne fut découvert
un an aprés la découverte de la leptine (364). A l'inverse de la leptine, ses concentrations
plasmatiques diminuent avec la prise de poids et I'obésité chez les diabétiques insulino-
résistants, les hypertendus et en présence de maladies coronariennes (365-367). Ses
propriétés protectrices contre l'athérosclérose passent par ses effets inhibiteurs sur
I'expression des molécules d'adhésion des EC qui limitent le recrutement des monocytes a
la paroi vasculaire, et par ses propriétés anti-inflammatoires qui inhibe la production du
TNFa et l'activité des macrophages (368; 369). Finalement, cette adipokine inhibe la
prolifération des CML en inhibant les effets prolifératifs du PDGF (370-372).

Le mode d’action de 1’adiponectine sur I’amélioration de la sensibilité a 1’insuline
et la régulation de I’oxydation des AG passe par l'activation de la 5’~AMPK (187; 373).
De ce fait, une diminution des TGA musculaires et hépatiques peut contribuer a améliorer
la transduction du signal de I’insuline. L'adiponectine augmente aussi la translocation des
transporteurs GLUT4 du cytoplasme vers la membrane plasmique et facilite ainsi la
captation de glucose par les tissus. L’adiponectine améliore aussi la glycémie en inhibant
I’expression des ARNm codants pour la PEPCK et la G6Pase hépatique, ce qui a pour
effet de réduire la production du glucose (187).
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c) Autres adipokines en quelques lignes
» Apeline

L’apeline est une adipokine sécrétée par le tissu adipeux dont la sécrétion est
gouvernée par I’insuline et le TNFa (374; 375). Son récepteur est exprimé dans de
nombreux tissus (cceur, intestin, muscles, etc.) et au niveau du systéme nerveux central
(376; 377), ce qui lui permet de controler la prise alimentaire et hydrique, d’améliorer le
transport glucidique au niveau périphérique et d’inhiber la sécrétion pancréatique
d’insuline (378-381). L’ apeline controle aussi la pression artérielle et I’activité cardiaque
du fait de son action directe sur le systeme cardiovasculaire et de son action au niveau du
systeme nerveux autonome (382; 383).

» ASP (Acylation Stimulating Protein)

Sécrétée apres un repas, cette adipokine lipogénique stimule le stockage des lipides,
la capture du glucose et l'estérification des AG en synergie avec l’insuline via son
récepteur C5L2 (384). Le taux plasmatique de cette adipokine est augmentée chez les
diabétiques de type 2, ceci étant fort probablement li¢ a 1’augmentation de la charge
pondérale chez ces patients (385).

» Cathepsines

Les cathepsines sont des protéases de la famille de la papaine activement impliquées
dans le métabolisme des protéines (386; 387). Cette famille comprend différents
membres dont les cathepsines S, K et L. Elles sont sécrétées par le tissu adipeux lors de la
prise alimentaire parallélement a la leptine et agissent directement sur la différentiation
des adipocytes et le remodelage de la MEC (388). Cette action de remodelage matriciel
(dégradation du collagéne, de 1’¢lastine, de la fibronectine, etc.) est essentielle pour
I’adipogenese (389; 390). Leur expression est augmentée chez les personnes obéses
(391).

La cathepsine L, pour sa part, joue un role fondamental dans la tolérance glucidique
en stimulant la capture du glucose et le recyclage des IR.

> FIAF (Fasting Induced Adipose Factor)

La FIAF est une adipokine dont I’expression est augmentée durant le jetine (392). Son
gene codant contient une séquence PPRE et son expression est, de ce fait, contrdlée par
les PPAR (393-395). Cette hormone joue un rdle essentiel dans ’homéostasie glucidique,
en améliorant la sensibilité systémique a I’insuline, et dans le métabolisme lipidique, en
stimulant la capture hépatique des AG et en inhibant la LPL (396).
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> Omentine

L’omentine est une adipokine sécrétée notamment par le tissu adipeux viscéral (397).
Elle possede une action de potentialisation de 1’insulino-sensibilité via I’activation de
I’Akt (397). Sa concentration plasmatique est plus importante chez les femmes que chez
les hommes mais elle est diminuée chez les obeses (398).

» Rbp-4 (Retinol Binding Protein-4)

La Rbp-4 est une adipokine insulino-désensibilisante dont I’expression adipocytaire et
les taux plasmatiques sont augmentés chez les diabétiques insulino-résistants (399). Son
action passe par I’inhibition de la phosphorylation de I’IRS-1 et de la PI3K. Ceci mene a
une altération de la voie de signalisation de I’insuline dans le muscle (400). Du reste,
cette adipokine augmente la production hépatique de glucose en inhibant la synthése du
PEPCK (399).

> Résistine

Elle fut découverte dans le tissu adipeux blanc de la souris (401). Son taux circulant
est augmenté avec 1’obésité au sein de laquelle elle induit une résistance a 1’insuline ainsi
qu’une intolérance au glucose (402). Elle est, de ce fait, soupconnée d’€tre impliquée
dans la pathogenese du DT2 1i¢ a I’obésité chez la souris (403).

Toutefois, la résistine est tres faiblement exprimée par le tissu adipeux chez I'homme
et les faibles quantités retrouvées dans le tissu adipeux proviendraient des macrophages
qui la transportent de la moelle osseuse (404-406). Les taux plasmatiques de la résistine
sont indépendants de 1’obésité et des altérations métaboliques et de ce fait, celle-ci n’est
pas considérée comme une vraie adipokine chez I’humain (407).

» Vaspine

La vaspine est une adipokine exclusive du tissu adipeux appartenant a la superfamille
des inhibiteurs de sérine protéase (408). Son expression tissulaire et plasmatique est
augmentée chez les obeses afin d’améliorer l’intolérance au glucose et 1’insulino-
résistance mais diminue avec la progression du diabéte (408). Chez I’humain, ses taux
plasmatiques sont deux fois plus élevés chez les femmes que chez les hommes (409).

> Visfatine

La visfatine est une protéine pro-proliférative dont le géne fut découvert récemment
(410). La visfatine est caractérisée par des effets insulinomimétiques qui se lie aux IR
avec la méme affinité que 1’insuline pour stimuler le transport du glucose et la lipogenese
(410). De ce fait, ses concentrations plasmatiques sont augmentées chez les obéses pour
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contrecarrer le développement de leur résistance a 1’insuline (410). Cependant, les effets
de la visfatine sont de plus en plus controversés avec des modeles animaux de diabéte et
d’obésité qui ne modulent pas le taux de cette adipokine (411).

7. PPAR et controle de I'inflammation

Le role des PPAR ne se limite pas a leurs effets sur le métabolisme. Par des stimuli
endogenes et pharmacologiques, les PPAR modulent aussi la réponse inflammatoire. La
réaction inflammatoire, un programme thérapeutique de 1’organisme en réponse a un
stimulus exogeéne (traumatisme, infection, etc.), se produit en trois étapes :

1. L’hyperhémie correspondant a une augmentation du débit sanguin au site atteint.
2. L’augmentation de la perméabilité vasculaire.
3. La diapédése leucocytaire et I’accumulation de leucocytes au niveau de la 1ésion.

L'effet anti-inflammatoire des PPAR passe en premier lieu par ’activation de PPARa
qui diminue les concentrations circulantes de TGA et augmente celles du HDL (412). Ces
effets ont ét¢ découverts grace aux fibrates qui inhibent également la sécrétion d’IL-6
(413;414).

PPARYy exerce aussi une action anti-inflammatoire directe, rdle passant par l'effet
antagoniste de PPARYy sur la sécrétion de TNFa et de certaines interleukines (340; 415;
416). PPARy inhibe ainsi la relache du glycérol et des AG induite par ces
cytokines (417). D’autre part, les ligands des PPARY induisent I’expression de récepteurs
impliqués dans I’efflux du cholestérol, son transport hépatique et sa dégradation (318).
Par ailleurs, il est bien établi que PPARy est activé durant la différenciation des
monocytes en macrophages (316). Cependant, son role fait I’objet de beaucoup de
controverse méme si son expression est augmentée dans les macrophages activés et au
sein de la lésion athérosclérotique et des cellules spumeuses (318; 418). Les ligands de
PPARY sont aussi connus pour leurs effets inhibiteurs sur I'expression de la iNOS et de la
MMP-9 et sur ’expression de VCAM-1, MCP-1 et ET-1 par les CE (418-420).

Une combinaison de traitements avec des agonistes PPARo/y diminue 1’épaisseur de
I’intima et de la média des arteres et le processus inflammatoire athérogénique (421-423).
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8. PPARy et 'athérosclérose

L’hypercholestérolémie et les dyslipidémies en général sont reconnues comme
ayant un réle majeur dans le développement de I’athérosclérose. Les fibrates diminuent
les concentrations circulantes de TGA en stimulant D’entrée des AG dans les
mitochondries et, en activant la LPL, augmentent leur lipolyse intravasculaire (412). De
plus, ces molécules augmentent la syntheése des apolipoprotéines qui elles aussi
augmentent les concentrations plasmatiques des HDL.

Les agonistes de PPARY, notamment les TZD, diminuent aussi les concentrations
plasmatiques de TGA, du LDL et des AG circulant et augmentent celles du HDL (424).
Ainsi les TZD possedent des effets antiathéromateux et les diabétiques traités avec cette
classe thérapeutique pourraient présenter moins de risque de formation de plaques
d’athéromes (423; 425, 426).

D'autre part, PPARY inhibe la prolifération et la migration des CML des vaisseaux
sanguins et la production de cytokines inflammatoires par les macrophages, et prévient
ainsi la formation de la plaque athéromateuse (427-431).

Ces études insistent sur 1’effet direct des agonistes de PPARy sur les CML et les
macrophages dans 1’athérosclérose. Or ces agonistes se lient sur le domaine de fixation
des ligands des PPARY qui est identique dans les deux sous-types, donc ces effets seraient
non spécifiques. Etant donné que PPARY2 posséde une activité transcriptionnelle plus
importante que PPARyl et qu’il est exclusivement exprimé dans le tissu adipeux, il
pourrait €tre important de préciser le role de ce tissu et de PPARY2 dans 1’athérosclérose.

9. Controle des PPAR par les hormones sexuelles

Le profil de distribution de la masse grasse chez 1'humain, et d'une facon plus
générale chez les mammiferes, est sexuellement déterminée (432). En général, il est
accepté que les femmes possedent une plus grande quantité de tissu adipeux (total et en
pourcentage). Par contre, les hommes ont tendance a posséder une plus grande quantité
de tissu adipeux viscéral (433-435). De plus, la topographie du tissu gras est différente
entre les deux sexes (cf. 3.1.1.3 sur l'obésité).

En effet, des souris, males et femelles, invalidées de leur géne codant pour le
récepteur alpha aux ocestrogénes (ERa, Estrogen Receptor alpha) présentent une
augmentation de leur masse grasse (436). L'cestrogene pourrait aussi réduire 1'hyperplasie
et l'hypertrophie des adipocytes chez les males (437). Les évidences du role des
cestrogenes dans la formation du tissu adipeux s’accumulent et l'effet ne serait pas
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exclusif a la femelle. Néanmoins, le mécanisme de controle de 1’cestrogéne sur
I'adipogenese ne fut éclairci que récemment. Les estrogénes seraient responsables de
l'augmentation du ligand de PPARYy et induiraient ainsi un effet adipogénique (438).
Cependant, certaines études mettent en évidence les effets de ERa dans la modulation de
ce processus (439; 440). En effet, ERa pourrait jouer un rdle important dans la
différenciation adipocytaire en modulant l'expression de différents genes notamment
celui de PPAR. ERa pourrait ainsi réguler l'expression de différentes protéines
adipogéniques comme 1'aP2 via PPARY (439). De plus, certaines évidences suggerent que
les agonistes de PPARy pourraient interférer avec les effets de l'cestrogene (441).
Finalement, les ERP (Estrogen Receptor beta) seraient eux aussi négativement modulés
par PPARy (442).

Par ailleurs, les androgeénes ont aussi leurs effets sur PPARy. L'obésité abdominale
est associée avec un taux de testostérone abaissé dans le sang d’individus males obéses
(443-445). De plus, la présence de récepteurs aux androgenes dans le tissu adipeux est
connu depuis longtemps (446) et un traitement aux androgenes diminue la masse
adipeuse en inhibant l'adipogenese (447). Ces effets dose-dépendants demeurent surtout
significatifs a des doses physiologiques (448). En effet, un traitement a dose supra-
physiologique d'androgene induit plutdt une augmentation de la masse adipeuse (449).

Certains travaux étudiant l'effet inhibiteur des androgenes sur l'adipogenese ont
démontré que cet effet passe par l'inhibition de 1'expression du PPARYy2 adipocytaire
(450). Les androgenes, comme la testostérone, inhibent la différenciation adipocytaire en
agissant sur les récepteurs spécifiques de ce processus soit PPARy (451). De plus, ces
hormones sont plutot lipolytiques et diminuent la prolifération et la différenciation des
préadipocytes (452-454).

Toutefois, il y a beaucoup a approfondir sur les mécanismes complexes impliqués
dans la distribution sexe-dépendante du tissu adipeux et les hormones sexuelles y
participent probablement de facon significative par leurs actions directes sur
I'adipogenese (via PPARY) ou indirectes par la modulation d’autres processus
physiologiques influencant le tissu gras.
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Chapitre 1I. PROBLEMATIQUE ET BUT
DU PROJET DE RECHERCHE

ors de la caractérisation de l'effet de I'obésité et du diabete sur le développement

de l'athérosclérose, les chercheurs se sont généralement limités a évaluer la

contribution métabolique systémique du tissu adipeux et son role dans le
processus athérogénique. Cependant, le role des adipocytes matures dans le processus de
développement du diabéte est maintenant reconnu. En effet, le développement de
techniques d'extraction des cellules adipeuses et la mise en place d'une lignée cellulaire
capable de se transformer en adipocytes matures, les préadipocytes 3T3-L1, a permis de
mieux caractériser et de quantifier leurs effets plus particuliérement au niveau
métabolique et systémique (455). De plus, au cours des dernieéres années, la découverte
d'interactions entre les adipocytes, le métabolisme général et les altérations de la fonction
vasculaire a suscité¢ de multiples recherches sur les récepteurs nucléaires présents dans les
adipocytes et leurs contributions au métabolisme systémique et aux altérations cardio-
vasculaires (456; 457).

Plusieurs polymorphismes ont été¢ décrits dans la séquence codante du geéne de
PPARY, un des récepteurs nucléaires les plus étudiés dans ce domaine. Les mutants
négatifs de PPARY, tels le L466A, le P467L et le V290M, ont été associés au DT2 sévere,
a lI'hypertension et a une lipodystrophie (332; 458; 459). Par ailleurs, le mutant le plus
répandu Prol12Ala est spécifique de la forme PPARY2 puisqu'il touche un des 30 premiers
acides aminés de la protéine qui n'existe pas dans PPARyl (460). L'effet de cette
mutation sur la structure tridimensionnelle de PPARYy2 n'est pas encore déterminé, mais
résulte en une diminution de I'affinité du récepteur pour PPRE de 50% qui conduit a une
réduction de son activité transcriptionelle rendant ce variant hypo-actif (461; 462). La
raison de cette faible activité ne réside pas dans une différence d'affinité pour son ligand
mais provient d'une fixation moindre a I'ADN. Dans des études épidémiologiques
récentes, Prol2Ala était associé a une protection contre le développement du DT2 (463),
a une diminution d'événements cardiovasculaires (464; 465) et a une diminution de
I'accumulation lipidique (466).

L’hypothése générale de mes travaux est qu’un apport lipidique influence la
fonction endocrine du tissu adipeux via son récepteur nucléaire spécifique PPARy2
dépendement de la nature animale ou végtale de la diéte et indépendemment du
cholesterol. La modulation de la fonction adipocytaire affecte le profile de sécrétion des
adipokines at altére ainsi 1’homéostasie corporelle en induisant des altérations
métaboliques et cardiovasculaires liées a I’obésité. Ces effets pourraient étre différents
selon le sexe des souris de notre modele animal.
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L'objectif principal de ce projet de recherche était donc, dans un premier temps,
de développer et caractériser un modele d'altérations métaboliques li€ a un apport
lipidique menant a l'obésité et au DT2. L’utilisation de dietes de méme composition
lipidiques mais de natures différentes fut le point fort de ce travail pour 1’é¢tude de la
fonction adipocytaire différentielle. Dans un second temps, nous avons procédé a I’étude
de la contribution des adipocytes matures aux dommages vasculaires initi€s par les

altérations des CML.

Nous avons procédé par une approche méthodique allant d'un modele animal vers
la cellule. Nous avons combiné des ¢tudes in vivo chez la souris avec des techniques
cellulaires in vitro avec des adipocytes de souris diabétiques/obeses ou saines pour
étudier les interactions entre le systeéme vasculaire et le systéme adipeux dans des
conditions physiopathologiques spécifiques.
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Chapitre III. CONTRIBUTIONS
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A. Abstract

Background: Adverse effects of high-fat diets (HFD) on metabolic homeostasis
are linked to adipose tissue dysfunction. The goal of this study was to examine the effect
of the HFD nature on adipose tissue activity, metabolic disturbances and glucose
homeostasis alterations in male mice compared with female mice.

Methods: C57BL/6J mice were fed either a chow diet or HFD including vegetal
(VD) or animal (AD) fat. Body weight, plasmatic parameters and adipose tissue mRNA
expression levels of key genes were evaluated after 20 weeks of HFD feeding.

Results: HFD-fed mice were significantly heavier than control at the end of the
protocol. Greater abdominal visceral fat accumulation was observed in mice fed with AD
compared to those fed a chow diet or VD. Correlated with weight gain, leptin levels in
systemic circulation were increased in HFD-fed mice in both sexes with a significant
higher level in AD group compared to VD group. Circulating adiponectin levels as well
as adipose tissue mRNA expression levels were significantly decreased in HFD-fed male
mice. Although its plasma levels remained unchanged in females, adiponectin mRNA
levels were significantly reduced in adipose tissue of both HFD-fed groups with a more
marked decrease in AD group compared to VD group. Only HFD-fed male mice were
diabetic with increased fasting glycaemia. On the other hand, insulin levels were only
increased in AD-fed group in both sexes associated with increased resistin levels. VD did
not induce any apparent metabolic alteration in females despite the increased weight gain.
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors gamma-2 (PPARY2) and estrogen receptor
alpha (ERa) mRNA expression levels in adipose tissue were decreased up to 70% in
HFD-fed mice but were more markedly reduced in male mice as compared with female
mice.

Conclusions: The nature of dietary fat determines the extent of metabolic
alterations reflected in adipocytes through modifications in the pattern of adipokines
secretion and modulation of key genes mRNA expression. Compared with males, female
mice demonstrate higher capacity in controlling glucose homeostasis in response to 20
weeks HFD feeding. Our data suggest gender specific interactions between the diet’s
fatty acid source, the adipocyte-secreted proteins and metabolic disorders

Keywords: Adipocyte, Adipokines, Diabetes, High Fat Diet, Metabolic disorders,
Obesity, Type 2 Diabetes.
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B. Introduction

Obesity is defined as an increase of adipose tissue mass in the body and its
accumulation in peripheral organs that leads to metabolic abnormalities such as type 2
diabetes (T2D), insulin resistance and hyperlepidemia [1, 2]. Obesity is thus a worldwide
healthcare problem increasing morbid-mortality [2].

The visceral adipose tissue plays an important role in the regulation of
postprandial lipid and glucose systemic homeostasis by targeting essential organs
(adipose tissue, muscle, etc.) and systems (neuroendocrine axis, etc.) [3-6]. It is
considered as a secretory gland source of several bioactive peptides called adipokines [6].
Thus, adipose tissue becomes a major protagonist of metabolic alterations triggered by
lipid over-accumulation in their cytoplasmic droplet which leads to adipocytes function
disorders [7, 8]. An alteration in the adipokine secretion profile leads to insulin
resistance, glucose intolerance and lipid metabolic disturbances [8-10].

Consumption of High-fat diets (HFD) is a central risk factor for metabolic
disorders linked to obesity [9, 11]. Adverse effects of HFD on metabolic homeostasis are
linked to adipose tissue physiology and are highly influenced by gender [12, 13]. The
imbalance between caloric intake and energy expenditure leads to hyperplasia and
hypertrophy of adipocytes depending on the type as much as the amount of dietary lipids
[14, 15].

Numerous factors regulate the adipose tissue activity including adipocyte-specific
genes such as peroxisome proliferator-activated receptors gamma (PPARY) [16]. Dietary
fatty acids (FA) and their derivatives are described as PPARy ligands that trigger
physiological responses such as adipogenesis and adipokine secretion. Thus, HFD-
inducing metabolic disorders act via PPARy to induce different levels of systemic
homeostatic remodelling.

Appreciating the pathogenesis of HFD-induced metabolic disorders requires a
thorough knowledge of adipose tissue physiology and the regulation of adipokines
secretion and action including the role of gender in response to these parameters.

Thus, significant progress has been made in our understanding of the relation
between HFD feeding and adipose tissue dysfunction. However, experimental evidence
for HFD-mediating metabolic alterations remains to be elucidated. Therefore, we propose
a possible role for HFDs’ fat nature on the establishment of metabolic disorders. Herein,
we evaluated the impact of FA nature on the development of metabolic alterations
through modulation of adipose tissue activity and secretion profiles. We also determined
gender-specific impact on the kinetic of metabolic disorders progression in response to
these diets.
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C. Research Design and Methods

1. Experimental protocol

The animal protocol was approved by the Animal Care and Use Committee of the
Montreal Heart Institute conforming to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23,
revised 1996). Three groups of 10 male and 10 female CS57BL/6J mice (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, MN, USA) were included in this study at 5 weeks of age. Each
group was fed either standard diet (SD) used as control (6% fat, 57% sucrose) or one of
the two low cholesterol HFD (34.9% fat, 26.3% sucrose) (detailed composition presented
in Table 4-1). These latter were iso-caloric but differed in fat nature: VD was composed
of soy and cotton oil while AD was composed of lard. Weight gain was monitored during
the 20 weeks of protocol and daily food consumption was calculated by subtracting the
residual quantity from the supplemented food quantity each day. Energy intake was
calculated on the basis of 3.8 kcal/g for the SD and 5.2 kcal/g for both HFD.

2. Intra-Peritoneal glucose tolerance test

The Intra-Peritoneal Glucose Tolerance Test (IPGTT) was performed after 20
weeks of diet following overnight (18hr) fasting. After measuring the fasting glycemia
using an Accu-Check® (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) glucometer, mice
received an intra-peritoneal injection of glucose solution (2g/kg). Subsequent measures of
plasma glucose levels were performed 30, 60, 90, 120 and 180 minutes post-injection.
The area under the glucose tolerance curve (AUC) was measured to evaluate mice
glucose tolerance.

3. Physiological analyses

Non-invasive measurement of mice cardiac function was performed by Doppler
echocardiography under anesthesia (isoflurane 2.5%). The velocities of the early mitral
flow (E) over the late mitral flow (A) were measured with a Doppler Signal Processing
Workstation (GE-Ultrasound System). An increase in the E/A ratio, with restrictive
aspect of transmitral flow (E/A>2) indicated a diastolic dysfunction with increased LV
filling pressure. To calculate ventricular mass, left ventricular (LV) tele-diastolic
diameter, posterior wall and inter-ventricular septum thickness were measured.
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4. Biochemical analyses

At sacrifice, after an overnight fast (18hr), blood samples were gathered by
cardiac exsanguinations and plasma was collected and stored at —20°C until analysis.
Plasma adiponectin and leptin concentrations were measured using mouse ELISA kits
(ALPCO, Salem, NH, USA) according to the manufacturer’s instructions. Plasma insulin,
resistin and TNFa levels were analyzed using mouse ELISA kits (AssayPro, St. Charles,
MO, USA) according to the manufacturer’s instructions. All measurements were
analyzed in duplicate for at least 8§ animals per group. The circulating concentrations of
FA in mice serum were evaluated using ADIFAB free FA indicator (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada).

5. Homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)

Insulin resistance was assessed by calculation of HOMA-IR using glucose and insulin
concentrations obtained after overnight fasting (18hr), using the following formula:

HOMA-IR (mmol/L x pU/ml) = fasting glucose (mM) x fasting insulin (uU/ml)/22.5

HOMA-IR is known to be correlated with the insulin sensitivity evaluated by the
euglycemic hyperinsulinemic clamp [17, 18].

6. Quantitative real-time PCR (Q-PCR).

At sacrifice, mouse adipose tissue was removed from the abdominal visceral region
weighted to evaluate its accumulation level, and then frozen until mRNA extraction.
Total RNA was isolated from approximately 30 mg of frozen white adipose tissue of the
abdominal visceral region using Qiazol reagent according to the manufacturer’s
instructions (Qiagen, Toronto, ON, Canada). Single-strand cDNA was synthesized
according to the procedure in the iScript cDNA Synthesis Kit manual (Bio-Rad
Laboratories, Montreal, QC, Canada). Q-PCR reactions were carried out using the
Brilliant-II SYBR® Green Master-Mix (Stratagene, Mississauga, ON, Canada) and
specific primers:

* Adiponectin primers (#GenBank: NM_009605.4):

o Fwd 5-GAA-TCA-TTA-TGA-CGG-CAG-CA-3’

o Rev 5-TCA-TGT-ACA-CCG-TGA-TGT-GGT-A-3’
* Leptin primers (#GenBank: NM_008493.3):
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o Fwd 5-GAC-ATT-TCA-CAC-AGG-CAG-TCG-3'
o Rev 5-GCA-AGC-TGG-TGA-GGA-TCT-GT-3'
* TNFa primers (#GenBank: NM_013693.2):
o Fwd 5-CAT-CTT-CTC-AAA-ATT-CGA-GTG-ACA-A-3’
o Rev 5-TGG-GAG-TAG-ACA-AGG-TAC-AAC-CC-3’
*  PPARY2 primers (#GenBank: NM_011146.3):
o Fwd 5-AGC-ATG-GTG-CCT-TCG-CTG-AT-3’
o Rev 5-GGT-GGA-GAT-GCA-GGT-TCT-AC-3'
* ERa primers (#GenBank: NM_007956.4):
o Fwd 5-TCT-GAC-AAT-CGA-CGC-CAG-AA-3'
o Rev 5-TAA-CAC-TTG-CGC-AGC-CGA-CA-3'

The mRNA levels were normalized to Cyclophilin-A expression level (Fwd 5'-
CCG-ATG-ACG-AGC-CCT-TGG-3"; Rev 5'-GCC-GCC-AGT-GCC-ATT-ATG-3"). The
targeted and reference genes were amplified in duplicate in the same run using the
Mx3000P Q-PCR System (Stratagene).

The relative quantification of target genes was determined using the MxProTM Q-
PCR software version 3.00 (Strategene). Briefly, Ct average of each duplicate was
calculated for each gene and Cyclophilin A and the ACT (CT,gene — CT,Cyclo-A) was
determined. The control adipose tissue sample was chosen as reference sample and seted
as 100% of gene quantity. Finally, the mRNA abundance of other samples to the mRNA
abundance of the control adipose tissue was calculated with use of the formula 244",

7. Statistical Analyses
All statistical analyses were performed separately for males and females.

Data are presented as mean =+ standard deviation for continuous variables.
Repeated measures analysis of covariance (ANCOVA) model was used to study weight
gain across the study time and between groups (SD, VD and AD groups) adjusted for
baseline weight value. The group x time interaction was also included in the ANCOVA
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model and comparisons between groups at a given time point were undertaken only in the
presence of a significant group x time interaction. Otherwise, global conclusions were
drawn based on the main time and group effects of the model.

Repeated measures analysis of variance (ANOVA) models were used to study the
glycemic parameters across the IPGTT time (0, 30, 60, 90, 120 and 180 min) and
between groups. Models with time, group and group x time interaction as independent
variables were used. Comparisons between groups at a given time-point were undertaken
only in the presence of significant group x time interaction. Otherwise, global
conclusions were drawn based on the main time and group effects of the model.

The insulin, adiponectin, leptin, TNFa and FA levels were compared between
groups (SD, VD and AD groups) using an ANOVA model.

In addition, the relationships among weight gain, cardiac parameters and
metabolic parameters were investigated using Pearson or Spearman correlations
according to the nature of the data distribution.

All analyses were done using SAS version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) and conducted at the 0.05 significance level.

D. Results

1. Weight gain and adipose tissue development

After 20 weeks of diet, the mean weight in SD group had increased by 64% in
males compared to their weight at the beginning of the protocol (Figure 4-1.A). A more
pronounced increase was observed in VD (150%, P < 0.001) and AD groups (144%, P <
0.001). Comparable results were obtained in females fed with VD (116%) and AD
(137%) compared to the SD group (39%, P < 0.001) (Figure 4-1.B). Despite the
differences in weight gain, the daily food intake (kCal/day/mouse) was similar in both
sexes notwithstanding the different diets (Figure 4-1.C).

However, the weight gain observed in HFD groups did not reflect comparable
amounts of adipose tissue accumulation in the abdominal visceral region (Figure 4-1.D).
We showed that male and female mice under SD accumulated 3.9 g and 2.3 g
respectively after 20 weeks of diet. For the same feeding time, considerable increase was
seen in adipose tissue mass in male and female mice under VD (8.4 g and 4.9 g
respectively) and AD (15.2 g and 11.2 g respectively) compared to SD group (P < 0.01).
In the HFD group, for a similar weight gain, abdominal-visceral adipose tissue
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constituted 37.4% of total body weight in male mice under AD; a 2-fold increase as
compared to the VD group (17.8%, P < 0.001) and a 3-fold increase in comparison with
the SD group (12.9%, P <0.001). Similar results were obtained in females (10.6% for SD
group; 14.0% for VD group; 26.0% for AD group) (P <0.001).

2. Glycemic parameters

The IPGTT showed a glycaemia peak 30 min post-challenge in the SD male group
(Figure 4-2.A). Glucose elimination followed first order kinetic curve thereafter to reach
basal level after 180 minutes. Both HFD groups showed an equivalent glucose
elimination kinetic curve with higher blood glucose levels throughout the duration of the
test. This led to an increased AUC in these groups (45.5 for VD, 44.6 for AD) compared
to SD (28.6, P < 0.001) (Figure 4-2.C). In contrast to male groups, female groups
responded such that only AD showed an increased glycemia 30 min post-challenge
(Figure 4-2.B) with slight glucose intolerance reflected by an increased AUC (41.0)
compared to SD (36.3, P < 0.01) (Figure 4-2.C). AUC of the VD female group remained
unchanged (39.4).

Both HFD male groups had an increased fasting glycaemia (Figure 4-2.D) and are
therefore considered diabetic in addition to being glucose intolerant. In contrast no
change in fasting glycaemia was observed in the female groups.

3. Biochemical blood analysis

Insulin concentration was significantly increased in AD male (0.67ug/ml) and
female (0.72ug/ml) groups compared to SD group (0.33pug/ml for male, P < 0.01;
0.40pg/ml for female, P < 0.01), and VD group (0.40pg/ml for male, P < 0.05; 0.25ug/ml
for female, (P < 0.001) (Figure 4-3.A). These results emphasize the T2D state of AD
male mice shown to have developed glucose intolerance and increased fasting glycaemia.
Furthermore, the HOMA-IR factor, reflecting the insulin resistance, was also
significantly increased in the AD group (Figure 4-3.B).

Circulating FA levels were highly increased in HFD groups for both genders (P <
0.01) (Figure 4-3.C). HFD raised circulating FA by 130% in males (1.13uM for VD,
1.18uM for AD) and up to 200% in females (0.97uM for VD, 1.15uM for AD) compared
to their respective control (0.50uM for male, 0.38uM for female), without significant
differences between HFD groups.
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Adipokine secretion profiles in mice blood were evaluated. A marked increase in
resistin levels (P < 0.05) was measured in AD groups (161.9ng/ml for males and
135.6ng/ml for females) compared to SD and VD groups (P < 0.05) (Figure 4-3.D).
Interestingly, resistin levels were significantly higher in females under SD (111.2ng/ml)
and VD (114.4ng/ml) compared to the corresponding male groups (89.8ng/ml; 94.6ng/ml
respectively) (P < 0.05).

High levels of leptin were found in both VD (575.0ng/ml) and AD (801.1ng/ml)
male groups compared to SD group (57.8ng/ml), with a 40% higher level in AD vs. VD
groups (P <0.001) (Figure 4-3.E). A comparable hyperleptinemia profile was detected in
females under HFD compared to the control group (42.4ng/ml) with a more marked
difference (166%) between VD (341.1ng/ml) and AD (908.0ng/ml) groups (P < 0.001).

On the other hand, circulating adiponectin was decreased in male mice of VD
(1.4ug/ml) and AD (1.2ug/ml) groups compared to control (2.0ug/ml, P < 0.001), an
effect not observed among female groups (Figure 4-2.F). Moreover, females presented a
5 to 7-fold higher adiponectinemia than corresponding male groups (P <0.001).

Finally, TNFa circulating levels remained unchanged in males and females of the
different diet groups (data not shown).

4. Adipokine mRNA expression levels

Adipokine mRNA expression levels were evaluated in the adipose tissue obtained
from the abdominal visceral region.

A marked decrease in adiponectin mRNA levels (P < 0.001) was measured in
white adipose tissue of VD male (0.54) and female (4.53) groups and AD male (0.61) and
female (2.84) groups compared to control (1.24 for males and 15.67 for females) (Figure
4-4.A). This decrease was more pronounced in the AD female group compared to the VD
group (P < 0.05). Overall, adiponectin mRNA levels in HFD-fed females remained 5 to
12 times higher than levels in HFD-fed males.

As seen in blood protein levels, leptin mRNA levels were also significantly
increased in white adipose tissue of HFD male mice (3.93 for VD and 5.39 for AD group)
compared to control (0.78) (P < 0.001) with no difference between the two HFD groups
(Figure 4-4.B). In females, on the other hand, VD increased leptin mRNA levels slightly
in visceral adipose tissue (2.49) compared to control (0.88) (P < 0.05) though AD showed
a more marked increase of leptin mRNA (5.37) compared to SD (P < 0.001) and VD (P <
0.001).
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We then evaluated mRNA expression levels of PPARy2, nuclear receptors
implicated in adipokine transcription control. HFD significantly reduced PPARY2 mRNA
expression in males fed with VD (0.34) and AD (0.21), and in females fed with VD
(0.65) and AD (0.46) compared to control (P < 0.001) (Figure 4-4.C). However, PPARY2
expression levels remained up to 2-times superior in the abdominal visceral adipose
tissue of females compared to the corresponding male groups.

Since previous reports showed crosstalk between estrogens receptors (ER) and
PPARY regulatory pathways [16], we evaluated the mRNA expression levels of its alpha
subtype (ERa). ERo mRNA expression was down-regulated by 70% in male HFD groups
and 50% in female HFD groups compared to control (P < 0.001) (Figure 4-4.D). No diet-
specific difference was detected between HFD groups but ERa mRNA expression was 3
times higher in females compared to the corresponding male groups.

Finally, TNFo mRNA expression levels were unchanged in white adipose tissue
in female groups compared to control, but were significantly increased in males fed with
AD (24.90) compared to control (2.25) (P <0.01), but not in VD (9.20) (Figure 4-5).

5. Cardiac parameters

To investigate cardiac consequences of HFD, non-invasive measurements of
cardiac parameters were performed by Doppler echography. Cardiac-diastolic
dysfunction characterized by an elevation of the ratio of the early mitral flow (E) over the
late mitral flow (A) and LV hypertrophy was observed in some HFD groups. Thus, a
significant increase in E/A ratio by 63% and 59% compared to SD control confirmed
diastolic dysfunction in males fed with the VD and AD respectively. Among females,
only the AD group showed an increase of this ratio compared to control (Table 4-2), and
that by 90%. For its part, LV mass was significantly increased in the mice fed with VD
and AD (24% and 18% in males and 17% and 14% in females respectively). This
increase of LV mass was essentially caused by the thickness of the interventricular
septum and of the LV posterior wall (Table 4-2). Interestingly, the LV hypertrophy in the
VD female group was not associated with diastolic-dysfunction as observed in the other
HFD groups.

E. Discussion

HFD-induced obesity has become widely accepted as a key factor of alteration in
insulin sensitivity and metabolism [9, 11]. However, the physiological regulation and role
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of HFD in mediating the unhealthy effects of increased adiposity remain not fully
elucidated.

The novelty of this study is the use of two types of HFD identical in their lipid
proportion but different in their fat nature. These diets were low in cholesterol in order to
reduce its implication in metabolic alterations and mimic industrially-produced popular
fast food known as obesity and T2D inducers [9, 11, 19]. Both HFD promoted more
weight gain than the control SD with a faster increase in males compared to females.
However, the degrees of metabolic alterations differed considerably between the two
HFD and were highly influenced by gender. This was not a consequence of the daily
caloric uptake but was rather due to the dietary fat nature and mice gender.

For a comparable weight gain in HFD groups, males and females under AD
showed a more pronounced accumulation of adipose tissue in the abdominal visceral
region compared to corresponding VD groups. Abdominal visceral adipose tissue mass
was slightly increased in VD group compared to control but remained non significant
when reported as percentage of total body weight. Thus, despite its implication in
increasing weight gain, a VD promotes a fat mass distribution different than an AD in
both genders. In fact, it is well established that mono-unsaturated FA are more
accumulated in the subcutaneous region and prevent central fatty acid accumulation [20].
Furthermore, it was reported that postprandial fat oxidation as well as a meal thermic
effect was higher with mono-unsaturated FA rich diet compared to a saturated FA rich
diet [21]. The increased thermic effect could reflect a pronounced storage activity of the
subcutaneous adipose mass. Thus, we can speculate that our mono-unsaturated FA rich
diet trigger a different adipose tissue accumulation than the saturated FA rich AD.
However, more experiences are needed to confirm this hypothesis.

This differential fat accumulation plays a crucial role in metabolic alterations
development. A link was established between HOMA-IR increase and the visceral
adipose tissue accumulation in AD-fed groups. These results support previous findings
that demonstrate a correlation between visceral abdominal adipose tissue accumulation
and metabolic alterations; a correlation not reported for subcutaneous fat accumulation
[22, 23]. High concentrations of saturated FA such as in AD are associated with
lipotoxicity effects (pancreas, liver, muscle, adipose tissue...) and alter cell membrane
dynamics [24]. This prevents the dimerization of cell surface receptors such as insulin
and leptin receptors and inhibits the signalization of the corresponding hormone.
Therefore, the increased levels of insulin and leptin in our model could reflect a defect in
their respective signalling pathway. In addition, increased insulin level and HOMA-IR
are obtained simultaneously with enhanced resistin levels in AD groups. Resistin
secretion in adipose tissue is known to induce insulin resistance through the inhibition of
its signalling pathway and the stimulation of hepatic glucose production [25]. These data

75



could explain the fact that AD mice developed increased insulin circulating levels. The
VD, rich in unsaturated FA, did not affect insulin levels nor modulates resistin levels in
corresponding groups as reported in a previous study with unsaturated oleic acid [26]. So,
at similar circulating levels, different combinations of FA promote distinctive alterations
in the systemic glucose homeostasis.

Female mice remained normo-glycemic under HFD confirming less advancement
in metabolic alterations compared to males. This female-specific resistance to T2D
development was even more striking with VD compared to AD, which induced hyper-
insulinemia and slight glucose intolerance. However, VD as well as AD induced T2D
with an increased fasting glycamia and glucose intolerance in male mice and that starting
the 12th week of HFD feeding. These alterations could be correlated with adipocytes
death demonstrated in HFD-fed male mice [27]. This parameter was however never been
investigated in HFD-fed female mice. On the other hand, our preliminary study didn’t
show any increase in the glycaemia of the HFD-fed female mice even after 16 weeks of
diet. We have thus extended our protocol to 20 weeks. It is well established that females
show less extensive metabolic alterations due to the oestrogen action that protect
adipocytes in female from insulin resistance and inflammation [12, 13, 28]. In our model,
we have demonstrated that females had a higher level of ERao mRNA in their adipocytes.
Its mRNA expression level could reflect a higher activity of ERa in corresponding tissue.
Furthermore, recent evidence shows that FA accumulation is more oriented to the visceral
fat pad in male while it is more directed to the peripheral region [29]. Thus, since android
fat accumulation is more associated to metabolic alterations development [22], these
observations could explain the prevention of T2D development in female groups.

Both HFD increased leptin levels in male and female mice with a significant
difference between VD and AD groups. Correlated with body weight increase, high
circulating leptin levels, known to improve glucose homeostasis [30], suggests leptin
resistance in obese mice. Leptin resistance affects glucose homeostasis and contributes
directly to hyperglycaemia [30, 31]. Male mice showed increased leptin levels
concurrently with increased AUC values of the IPGTT. In female groups, the apparent
lack of negative leptin action on glycaemia could be due to a counterbalanced effect by
the high adiponectin levels compared to male groups. Adiponectin, an insulin-sensitizer
adipokine and an inhibitor of hepatic glucose production, contributes to improved glucose
homeostasis [32, 33].

To evaluate the direct impact of diets on adipose tissue, additional analyses were
performed at the mRNA level. TNFa is a key regulator of the adipogenesis that decreases
insulin sensitivity and promotes free FA production by stimulating lipolysis and
inhibiting the antilipolytic effects of insulin [34, 35]. In our model, TNFa mRNA levels
in visceral abdominal adipose tissue were increased in males under AD and, to a much
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lesser extent, in VD-fed males. This effect could be due to enhanced macrophage
infiltration in the adipose tissue [27, 35, 36]. In the AD group, it was associated with
leptin and resistin circulating levels known to augment TNFa production [37, 38]. In the
VD group, oleic acid may have contributed to limit TNFa up-regulation. This FA was
found to be effective in reversing the inflammatory status in adipose tissue responsible
for decreased insulin sensitivity [36]. In the AD female group, despite their increased
levels of leptin and resistin, TNFoa mRNA levels remained unchanged in the visceral
adipose tissue. A high level of circulating adiponectin is known to inhibit TNFa effects
[39, 40]. Adiponectinemia in HFD-fed group was reduced in female mice compared to
control. However, these levels of adiponectin seem to still be enough to prevent TNFa
mRNA up regulation in the adipose tissue. Moreover, it could also have contributed to
the delay of T2D development regardless of high leptin levels [40]. However, decreased
mRNA expression levels of adiponectin in the adipose tissue of females under HFD could
be the first sign of progression toward a metabolic alteration cascade.

Thus, adiponectin modulation seems to play a critical role in our model and could
contribute to differences between males and females, with delayed metabolic alterations
in the latter.

Hyperplasia and hypertrophy of adipocytes are involved in obesity [41]. The
balance between the two processes is controlled by FA nature that governs nuclear
receptors activity [42]. Therefore, inhibition of adipogenesis through high levels of
circulating FA triggers adipocytes hypertrophy and leads to insulin resistance [43], a
situation encountered in the AD mice group. In contrast with the oleic-rich VD-fed
groups, metabolic alterations were less extensive with an absence of hyper-insulinemia.
In this case, adipocyte hypertrophy and hyperplasia occurred. Hyperplasic obesity is
accepted as being less harmful regarding metabolic alterations and adipose tissue
inflammation [35, 36].

Dietary FA modulate PPARy activity which controls adipokines secretion [43,
44]. Superior adipogenesis potential in white adipose tissue of the abdominal visceral
region of females over males is suggested by the pattern of expression levels of the
PPARYy2 gene. Our results showed decreased levels of PPARy2 mRNA in HFD groups
and remained higher in females compared to males. The highest levels were found in the
VD female group protected against HFD-mediated negative metabolic impacts. These
results support the hypothesis about the role of PPARy2 in preventing adipocytes
hypertrophy that leads to decrease adiponectin circulating levels and insulin sensitivity.

In previous studies, crosstalk between the estrogens receptors and PPARy
regulatory pathways has been demonstrated with sex hormone regulation of adipokine
production [16, 42]. Expression of ERa, a main mediator of oestrogen effects, was
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investigated as it could be involved in the gender regulation and/or diet-specific response
of adipose tissue. In this study, ERo mRNA levels in adipocytes were decreased with
HFD but remained higher in female groups. Such higher expression levels of ERa in
females may favour PPARy2 mRNA expression under HFD when compared to males
[16].

Signs of cardiac diastolic dysfunction linked to weight gain and metabolic
alterations were also detected in the HFD groups. An increase of the E/A ratio, with
restrictive aspects of transmitral flow (E/A>2), indicated a diastolic dysfunction with
increased LV filling pressure. A significant elevation of the E/A ratio occurred in males
fed with the VD or AD (63% and 59%, respectively) and a 90% increase in the AD
female group only. Females on VD had no modification of the E/A ratio despite being
overweight. Obesity can be associated with impaired LV diastolic function [45] though
the exact reason is still unclear. Leptin regulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis responsible for blood pressure regulation [31], is disturbed in obese subjects. Thus,
high leptin concentration leads to diastolic dysfunction associated with higher cardiac
sympatic nervous system activity and increased LV mass [45]. This dysfunction with a
reduction in cardiac compliance was associated with LV dilatation and an increased LV
mass in HFD groups.

Hyperglycaemia and hyper-insulin®emia have also been suggested to be additive
stimuli to LV hypertrophy [46]. Thus, the fasting hyperglycaemia in male mice under
HFD and the elevated level of circulating insulin in mice under AD could have
aggravated cardiac hypertrophy and alteration. In fact, in glucose diabetic and insulin
resistant mice, the myocardium consumes more FA to produce energy leading to more
LV hypertrophy. Female mice under VD increased their LV mass without diastolic
dysfunction. The normal glycemic and insulin rates in the presence of higher adiponectin
concentration compared to the male group contributed to maintain normal diastolic
function. Furthermore, the VD contains 27% more oleic acid, which is known to prevent
cardiac dysfunctions [47], than the AD. These differences in diet composition could
explain the prevention of diastolic dysfunction in the female VD group but not in the
female AD group.

Metabolic alterations development is different between males and females.
However, the majority of studies on HFD-induced metabolic disorders are restricted to
males [48]. The strength of this work was therefore the evaluation of the respective
sensitivity of both sexes to two types of low-cholesterol HFD, differing in their dietary
FA nature. Thus, we have shown that combinations of FA have gender-related effects on
visceral fat distribution and metabolic consequences. Therefore, susceptibility to develop
HFD-linked T2D is strongly reflected by sex hormone-associated modulation of
adiponectin production, TNFa and PPARY regulation in visceral adipose tissue. However,
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further investigation will be required to explain the differences in response to the two
types of HFD among females.

Understanding gender-specific adipose tissue adaptations underlying metabolic
disorders linked to HFD and unhealthy lifestyles will considerably contribute to the
development of improved strategies for the prevention and treatment of metabolic and
cardiovascular diseases.

F. Conclusions

Combinations of FA have gender-related effects on visceral fat distribution and
metabolic consequences. Susceptibility to develop HFD-linked T2D is strongly reflected
by gender modulation of adiponectin production, TNFa and PPARY regulation in visceral
adipose tissue. The evaluation of the hormone modulations in our mice model could
provide more answers on the remained unclear sex differences.

G. Appendix

Abreviation

AD: Animal high fat Diet

ANCOVA : analysis of covariance

ERa : Estrogens Receptor alpha

FA : Fatty Acid

HFD : High Fat Diets

IPGTT : Intra-Peritoneal Glucose Tolerance Test
PPARY : Peroxisome Proliferator-Activated Receptors gamma
SD : Standard Diet

T2D: Type 2 Diabetes

TNFa : Tumour Necrosis Factor alpha

VD : Vegetal high fat Diet
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L. Table & figure legends

Table 4-1. Diets compositions as analyzed by the manufacturer (Research Diets, Inc).

Table 4-2. Evaluation of cardiac parameters by Doppler echography. The early wave
(E) and the late wave (A) of the mitral flow. LV mass was calculated by the measurement
of the inter-ventricular septum, posterior wall thicknesses, and the tele-diastolic diameter.
*P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs. SD; ### P < 0.001 vs. VD.

Figure 4-1. Kinetic of weight gain in male (A) and female (B) mice (n=10). The mean
cumulative food intake (C) was evaluated during the protocol in g/day/mouse (white
column) and kCal/day/mouse (hatched column). White fat pad mass (D) is expressed as
the weight of adipose tissue extracted from the abdominal visceral region of each mouse
(white column) and transposed in percentage of total body weight (hatched column) at the
time of the sacrifice (n=9). * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs. SD; ### P < 0.001
vs. VD.

Figure 4-2. Glycemic parameters: After overnight fasting, IPGTT challenge was
carried at the end of the protocol in males (A) and females (B) (n=9). From these curves,
AUC were calculated to estimate glucose tolerance in corresponding mice (C). Fasting
glycemia (D) was measured at the beginning of the IPGTT. * P <0.05, *** P <0.001 vs.
SD.

Figure 4-3. Circulating levels of insulin (A), FA (C), resistin (D) leptin (E) and
adiponectin (F) circulating levels were evaluated at the sacrifice after overnight fasting in
all mice groups (n=8). HOMA-IR (B) was calculated according to fasting glycaemia and
insulineemia using the following formula: HOMA-IR (mmol/L x pU/ml) = fasting
glucose (mM) x fasting insulin (uU/ml)/22.5. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs.
SD; #P <0.05, ## P <0.01, ## P <0.001 vs. VD.

Figure 4-4. Expression profile of adipokines genes. Adiponectin (A), leptin (B),
PPARY2 (C) and ERa (D) mRNA expression levels in abdominal visceral white adipose
tissue extracted from all groups (n=8) were evaluated by Q-PCR. mRNA expression level
was reported as a ratio over the expression level of the reference gene Cyclophilin-A. * P
<0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs. SD; # P < 0.05, ### P <0.001 vs. VD.

Figure 4-5. TNFo gene expression profile. TNFo mRNA expression levels in
abdominal visceral white adipose tissue extracted from male and female (n=8) of SD, VD
and AD mice groups. mRNA expression level was evaluated by Q-PCR and reported as a
ratio over the expression level of the reference gene Cyclophilin-A. *P<0.05, ***P<0.001
vs. SD; ###P<0.001 vs. VD.
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Table 4- 1 Diets compositions

Manufacture ResearchDiet ResearchDiet Harlan-Teklad
Cat# D12492 D06061202 2018
Components
Sucrose 26,3% 26,3% 57%
Lipid 34,9% 34,9% 6%
FA composition : g/100g of diet
C12 Lauric 0 0 0,026
C14 Myristic 0,2 0,9 0,006
C14:1 Myristoleic 0 0,5 0
C16 Palmitic 13,0 21,8 0,764
C16:1 Palmitoleic 0,2 3.8 0
C18 Stearic 10,2 12,4 0,15
C18:1 Oleic 62,0 39,3 1,26
C18:2 Linoleic 12,9 12,8 3,13
C18:3 Linolenic 0,7 1,6 0,28
C20 Arachidic 0,3 0 0,01
C20:4 Arachidonic 0 1,7 0
C22 Behenic 0,3 0 0,003
C24 Lignoceric 0,1 0 0
Cholesterol 0,035 0,030
FA proportions : Pourcentage of total FA
Saturated FA 24,2% 37,0% 16,96%
Mono-unsaturated 62,2% 46,0% 22,71%
FA
Poly-unsaturated 13,6% 17,0% 60,33%
FA
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Table 4- 2 Alteration in cardiac parameters

Sex group E/A ratio LV mass (mg) Inter-ventricular septum LV posterior wall
+=SEM + SEM (mm) (mm)
+ SEM + SEM
SD 1.39+0.15 109.8+2.6 0.72+0.01 0.76+0.02
7 0]
-
< VD 2.27+0.14%** 135.7£7.5 ** 0.83+0.03 ** 0.85+0.02 **
AD 2.20+0.08#** 129.8+6.2 ** 0.89+0.02 *** 0.84+0.01 *
SD 1.56+0.05 101.1£2.7 0.77+0.01 0.70+0.02
72}
D
=
E VD 1.62+0.08 118.7+£5.0 * 0.86+0.03 ** 0.78+0.02 *
>
e
AD 3.0140.45%** ### 115.7+£3.6 * 0.85+0.03 * 0.7940.01 **

87




_ O
o
-0
-2
afa)
B5 < L
ttf _
| ] | 1 1
S 2 2 2 2
() <O <D < <O
< o o —
(3) ure3 ;ySrom
O
o
-0
-2
an
G5 < L
ttf _
1 | I I 1
S e 2 2 9
) [ <D <O <o
< o o —
(3) wres 3o

Time (Weeks)

Time (Weeks)

Abdominal visceral white fat pad

(% ofbody weight)
] [ [aw] o]
KR
LT ] 1 2.
L T vyiN e <=
x| =1 O = WD
[S)
ﬂ:@@@ =
IS) v
#HEI @\@\0\
£: 1 O %, 5
[S)
ZZzZZ| %
t o v IR ‘D
g o v =B
T 1 1 %,
[ [ [ [ [
s 222 8 _H_
<t on o —
(8) ped yey oyryM [RIOSIA [EUIIOPQY
Food intake (kCal/day/mouse)
() [ww) ()
S v 3 2 2 g
T T T %9 2
— 777775 £
o Q) ®
o =
—EEI I T I I %, =
- e,
e \w» m
ZZZZZZ] 7 .
T O % W
%@\ %
CZZZZ7Z7Z2 73,
i — Y \w» 3
ZZ7ZZZ7Z| 7 g
g 2 S
ZZZZZ7| 7 3
- @ @ =
R N — < _H_
o o c o o © &
m 0 O F AN O
(esnouyAep/3) axe1ul poo

Figure 4- 1 Kinetic of weight gain

88



—e— SD
—— VD

—&— AD

T T T 1
30 60 90 120 150 180

Time (min)

15.04 15.0-
—e— SD
%‘ —a— VD %‘
S <
E E
g 5.0—_/.\'\'\\. 8 50
@, @)
0.0 T T T T T 1 0.0
0 30 60 90 120 150 180 0
Time (min)
C D
60.0 15.04
skxck sk
40.0- / > \%10-0-
-0 T -é
< / / S
20.01 é é $ 507
@,
0.0 / / 0.0
Males Females

Figure 4- 2 Glycemic parameters

[Js0 v Nap

89

N
mlg 8l R

Males Females



A B
1.00- . i glo.o-
E 0.80- x = S 8.0+ %
80 *
= 0.60 % 6.0 1
>
= 0.40 = 4.0
£ z
2 0.20 2.0
0.00 E 0.0
Males Females Males Females
C D
1.50 * ~
E
< x BE 5 200.04 i
sk ON
- N\ = #
2100 § £ 150.0 N iy
N ol
5 \ £ 100.0- \
= 0.50 \ g N
= l{‘l % g 50.0 §
=
0.00 200 N
Males Females ~ Males Females
E F
1500.0 2 15.09
E s i g
£ 1000.0- ok ol 5 10.0+
E ok ok ;
O .
E 500.0 sk 8 5.0
=}
§ =Y sk KEKK
0.0 et | e_- 2 0.0 [-] ' N
Males Females Males Females
[Jsp v Nap

Figure 4- 3 Adipokines secretion profile

90



i

*kk

- ﬁlg

Males Females

il N

A B

_ 18.00-

z . 8.00

< 16.00- B

Z, 1 l‘:LLI L 6.004

E 600 - Z

g % 4.004

§ 4.00+ *f* g

% 2004 sk kkok .% 2007

—

< .00l mm sy 0.00

Males Females
C D
1.50-

) 1.50+

< 1.004 i 1.00-

% * %k k #

2 0.50~ ok iy % 0.50

% *kk @ g?

= 53}

~ 0.00 N 0.00
Males Females

[Jso0 W Nap

Figure 4- 4 Adipokines genes expression profile

91

Males Females



40.00 (] SD

E 30.00- * M VD
‘ AD

% 20.00- \\ >

.

Z 10.00- — \

‘ "N

000, TN 7 om N
Males Females

Figure 4- 5 TNFa gene expression profile

92
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A. Abstract

Obesity and type 2 diabetes-associated vascular smooth muscle cells (VSMC)
alterations are recognized as predisposition factors to atherosclerosis development. We
aimed at investigating the role of adipocyte secreted factors in the development of VSMC
phenotypic and functional alterations.

Five weeks old male and female C57BL/6J mice were fed for 20 with either a
standard diet or a high-fat-diet (HFD) composed of vegetal or animal fat. HFD induced-
obesity was associated, in link with gender and diet nature, with different stages of
metabolic disorders. Adipocytes isolated from each mouse were used to condition culture
media and stimulate VSMC. Compared to control, adipocytes from mice fed with HFD
alter VSMC proliferation, migration and viability in a sex-related manner. The most
extended effects on VSMC were triggered for males by adipocytes from mice fed with
animal HFD while for female these were linked to vegetal HFD. These effects were
concurrent to increased leptin concentration and decreased adiponectin levels in
supernatants of adipocytes from HFD mice groups. These supernatants increased CD36
mRNA expression level and triggered apoptosis in VSMC.

The present study demonstrated that the development of adipocyte-induced
VSMC alterations is sex related, linked to diet fatty acid composition and degree of
metabolic alteration. Adipocyte secreted factors trigger VSMC functional alterations and
apoptosis and therefore may impact on vascular pathogenesis.

B. Introduction

Obesity and type 2 diabetes (T2D) are recognized as predisposition factors to
atherosclerosis development. Endothelial cells (EC) and vascular smooth muscle cells
(VSMC) are sensitive to obesity-linked increased fatty acids (FA) and T2D-linked
hyperglycaemia that trigger vascular alterations and lead to atherogenesis'~. A lack in
insulin sensitivity lowers intracellular glucose availability, forcing arterial cells to use FA
as an alternative energy source. Thus, in atheroprone regions susceptible to plaque
formation, EC and VSMC are subjected to metabolic modifications that lead to
accumulation of oxidized LDL (oxLDL) in the intima® and progression of vascular
disease.

At the early stage of atherogenesis, the endothelium exposed to oxLDL becomes
activated and upregulates expression of adhesion molecules (ICAM, VCAM). These
molecules allow monocyte recruitment and trans-endothelial migration into the intima
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where they differentiate into macrophages to initiate the inflammatory response®. For
their part, VSMC undergo "phenotypic switching" showing less contractibility with
increased proliferation and migration toward the intima to contribute to its thickening and
formation of atherosclerotic plaques™ °. With time, VSMC may go through a cholesterol-
induced trans-differentiation into foam cells contributing to the atherogenic process’.
These cells have a macrophage like phenotype correlated with increased level of oxLDL
scavenger receptor CD36 and lipid accumulation®.

Factors implicated in VSMC alterations linked to obesity and T2D remain
incompletely understood. The impact of adipose tissue secretion of adipokines that
regulate various set of metabolic and physiologic processes including pro-inflammatory
cytokines could not be discarded” '°. In lean humans, macrophages represent 10% of cells
in the adipose tissue but can reach 40% in obese'".

Obesity induces complex changes not only in macrophages but also in adipocytes.
Following FA stimulation, the peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY), is activated'?. PPARy encompass two isoforms: PPARy1, expressed in many
tissues where it controls glucose and lipid homeostasis, and the adipocyte specific form
PPARYy2 which further governs preadipocytes differentiation, lipogenesis and adipokines
secretion'”. Among these secreted factors are found leptin and adiponectin two important
regulators of glucose and lipid homeostasis'>™"”.

Little is known on the effect of these adipokines on VSMC. Thus, since obesity-
increased FA is an important inducer of metabolic disorders and vascular pathogenesis,
and regulates adipose tissue activity, we hypothesized that adipocytes through adipokines
secretion play an important role in VSMC alterations that could lead to atherosclerosis
formation.

Therefore, the present study aimed to determine the effect on VSMC physiology
of factors secreted by adipocytes isolated from mice fed with high fat diet (HFD). We
focused our investigation on isolated adipocytes to exclude the impact of other cell types
found in the adipose tissue such as macrophages.

To reach our objective, we used isolated adipocytes to condition VSMC culture
media. We evaluated the mechanistic contributions of diet on VSMC by exposing them to
adipocytes supernatants (AdS) of mice fed vegetal or animal HFD. This enabled us to
study the transposition of diet-induced fat cell modifications into extended alterations in
the physiology of VSMC mediated by paracrine actions of adipocytes.

C. Materials and Methods
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1. Experimental protocol

Adipocytes were obtained from C57BL/6J male and female mice fed with HFD
for 20 weeks'®. Mice were fed with one of two low cholesterol HFD (34.9% fat, 26.3%
carbohydrate, cholesterol <0.03%; ResearchDiet): a vegetal HFD (VD) composed of soy
and cotton oil and an animal HFD (AD) composed of lard. The common standard diet
(SD) was used as control (6% fat, 57% carbohydrate; Harlan-Teklad). The animal
protocol was approved by the Animal Care and Use Committee of the Montreal Heart
Institute.

2. Adipocyte culture

Mouse white adipocytes were isolated from visceral-abdominal adipose tissue
obtained by dissection at the sacrifice. Briefly, adipose tissue was finely minced and
enzymatically digested in Dulbecco's-Modified-Eagle-Medium (DMEM) containing
2mg/ml type I collagenase (37 ; 40 min). The digestion mixture tissue was then
centrifuged (300xg; 7min) and the top white supernatant is filtered through 100um filter
and washed twice in DMEM.

Adipocytes (10* cells/ml) were maintained in a low glucose DMEM, without
serum, supplemented or not with insulin (100pnU/ml) and/or glucose (25mM) for 24hr.
AdS were collected and immediately stored at —20°C. At the moment of experimentation,
samples were thawed (37°C; 1h) and added on VSMC culture.

To simplify annotations, supernatant of unstimulated adipocytes was noted as
AdS-U, supernatant of insulin-stimulated adipocytes as AdS-I, supernatant of glucose-
stimulated adipocytes as AdS-G and supernatant of insulin and glucose-stimulated
adipocytes as AdS-IG.

3. VSMC culture

VSMC were isolated from 10 weeks old C57BL/6J mice as previously
described'’. Briefly, dissected aorta were discarded of its adventitia, cut in 2mm square
pieces then incubated in 1.5mg/ml collagenase type II solution (37°C; 5%CQO2; 5Shr).
Dissociated cells were suspended in 5 ml of DMEM and centrifuged (300xg; Smin). Cell
pellet was suspended in 700ul DMEM supplemented with 10% fetal-bovine-serum (FBS)
and transferred to a single well of a 48-well plate and left untouched for 5 days. VSMC
purity was evaluated by confocal microscopy after 4 passages of amplification
(Supplementary data) before there treatment with AdS. In order to eliminate gender
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interactions between factors secreted by adipocytes and VSMC, these latter were
stimulated by AdS from adipocytes of the same gender. To separate the effect of insulin
and glucose from the effect of adipocytes secreted factors on VSMC in AdS, insulin
and/or glucose stimulations on VSMC were used as controls for each experiment. Each
condition was tested in duplicate for each experiment.

4. Cell proliferation assays

VSMC were plated in 96 wells plates at a density of 10" cells per well in DMEM
contained 10% FBS and allowed to attach and grow to sub-confluent density for 24hr
before a 48hr synchronization step in DMEM contained 0,1%FBS. Proliferation of
VSMC was assessed by manual count and expressed as percentage compared to control.

5. Cell migration assay

Confluent VSMC were serum starved overnight before a 24hr treatment with AdS or
appropriate controls. Cells (5x10°) were loaded in the upper chamber of a 24-transwell
plate with an 8um pore membrane. The chemo-attractant fibroblast growth factor (bFGF)
(10ng/ml) was added to the DMEM in the lower chambers. Following incubation (37°C;
5%CQ0O2; 5hr), the membrane was fixed with paraformaldehyde, stained with 4',6'-
diamidino-2-phenylindole and scanned on microscope. The number of migrated cells was
counted in five random fields for each sample. Each condition was done at least twice in
duplicate using different pooled cells. Results are expressed as percentage compared to
control.

6. Quantification of mRNA level

Total RNA was isolated using Qiazol reagent according to the manufacture’s
instructions (Qiagen, Toronto, ON, Canada). Single-strand cDNA was synthesized
according to the procedure in the iScript cDNA Synthesis Kit manual (Bio-Rad
Laboratories, Montreal, QC, Canada). Q-PCR reactions were carried out using the
Brilliant-II SYBR® Green Master-Mix (Stratagene, Mississauga, ON, Canada) and
specific primers (Table 5-3) for CD36 scavenger receptor, insulin receptor (InsR), Bax
and Fatty Acid Synthase (FAS). The mRNA levels were normalized to Cyclophilin-A
expression level. The targeted and reference genes were amplified in duplicate in the
same run using the Mx3000P Q-PCR System (Stratagene).
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The relative quantification of target genes was determined using the MxProTM Q-
PCR software version 3.00 (Strategene). Briefly, Ct average of each duplicate was
calculated for each gene and Cyclophilin A and the ACT (CT,gene — CT,Cyclo-A) was
determined. The control adipose tissue sample was chosen as reference sample and seted
as 100% of gene quantity. Finally, the mRNA abundance of other samples to the mRNA
abundance of the control adipose tissue was calculated with use of the formula 274",

Each experiment was done in duplicate.

7. Caspase-3 activity

Caspase-3 activity in VSMC was measured using the synthetic substrate N-acetyl-
Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroalanilide (Ac-DEVD-pNA) (Invitrogen, Burlington, ON,
Canada) diluted to 40uM in reaction buffer composed of 100mM Hepes, pH 7.3, 300mM
sucrose, 10mM DTT and 0.1% Nonidet P-40. VSMC were homogenized in RIPA lysis
buffer and 100ug protein of each extract was incubated (37°C; 1hr) in 0.2ml of reaction
buffer-substrate mix. The reaction use Ac-DEVD-pNA as a substrate hydrolyzed by
caspase-3 to generate Ac-DEVD + p-nitroalanilide. The amount of hydrolyzed substrate
(p-nitroalanilide), expressed in pM, is then measured at 405nm. This amount is directly
correlated to the caspase-3 activity. As positive control of caspase-3 activity, VSMC were
irradiated for 5 min with a short wave UV lamp washed once and incubated in
DMEM/10% FBS for 24hr. Each experiment was done in triplicate.

8. Biochemical assay

The concentration of adiponectin and leptin in AdS was measured using mouse
ELISA kits according to the manufacturer's protocol (ALPCO). Prior analysis, samples
were thawed on ice and rapidly used. Each condition was evaluated in duplicate.

9. Statistical Analysis

All statistical analyses were performed separately for males and females. Data are
presented as mean + standard deviation for continuous variables.

Repeated measures analysis of variance (ANOVA) models were used to compare
the adipocytes’ supernatant adiponectin and leptin levels between groups (SD, VD and
AD groups). The cell proliferation, migration and mRNA levels were compared between
groups (SD, VD and AD groups) using an ANOVA model.
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In addition, the relationships among adiponectin and leptin levels, mRNA levels
and proliferation and migration parameters were investigated using Pearson or Spearman
correlations according to the nature of the data distribution.

All analyses were done using SAS version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA) and conducted at the 0.05 significance level.

D. Results

We have previously shown'® that HED trigger obesity in corresponding mouse
groups correlated with increased leptin levels in systemic circulation (Table 5-1). Male
mice developed T2D in HFD groups also linked to decreased adiponectin levels in sera'®.
In AD group, mice demonstrated hyperinsulinemia in both genders. The blood profile of
adipokines was shaped by the diet as reflected by a decreased adiponectin and an
increased leptin mRNA levels in abdominal visceral white adipose tissue of HFD-fed
mice compared to the SD-fed mice (Table 5-2). To characterize the effect of these
modulations on VSMC, abdominal adipocytes were isolated from each mouse to
condition culture media.

1. Effects of AdS on VSMC proliferation

Insulin and/or glucose stimulations significantly increase by up to 37% the
proliferation VSMC after 24hr of treatment compared to unstimulated cells (Figure 5-
5.A). To examine how AdS can modulate this parameter, VSMC were incubated for 24hr
with adipocytes culture media in presence or not of insulin and/or glucose. Results are
expressed as percentage of proliferation of VSMC exposed to AdS compared to VSMC
not exposed to AdS, in both cases stimulated or not with insulin and/or glucose.
Proliferation rate of unstimulated VSMC is referred as 100%.

Secreted factors from unstimulated adipocytes of SD-fed males decreased by 30%
the proliferation of VSMC compared to cells unexposed to AdS (Figure 5-1.A). A more
marked inhibition was obtained with adipocytes from AD group that decreased by 60%
VSMC proliferation (42.74%=+0.12) compared to SD (68.18%=*0.06) and VD
(67.10%+0.09) groups. AdS-I maintained the same inhibitor effect on VSMC
proliferation in VD (65.60%+0.07) and AD (61.50%=0.09) groups. However, insulin
treatment of adipocytes of SD group increased their anti-proliferative effect
(48.10%=0.02) compared to AdS-U. Stimulation of adipocytes with either glucose alone
or combined to insulin abrogates the capacity of adipocyte to reduce VSMC proliferation
rate and this, for all diet-groups.
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In females, AdS-U inhibits VSMC proliferation in SD (58.50%+0.03) and VD
(79.20%=0.08) groups with no significant effect in AD group (91.80%=0.16) compared
to control (Figure 5-1.B); a major difference with male AD group (42.74%+0.12). Insulin
treatment completely inhibits the anti-proliferative effect of VD adipocytes
(98.66%+0.09) but had no impact on SD. However, AdS-1G prompts VSMC proliferation
up to 30% and abrogates differences between diet groups. Finally, VSMC proliferation
was partially restored under AdS-G in SD group (83.71%=+0.03) compared to AdS-U
from SD group (58.50%=+0.03) without any significant effect on VD (103.61%=0.11) and
AD (114.31%=0.15) groups.

2. Effects of AdS on VSMC migration

Migration ability is another important physiologic characteristic of VSMC. Insulin
and/or glucose treatments significantly increased VSMC migration by 10 to 33%
compared to untreated cells (Figure 5-5.B). To characterize the impact of AdS on VSMC
physiology, we evaluated VSMC migration capacity after 24hr of treatment with AdS. In
males, for all AdS for SD-derived adipocytes, migration of VSMC was reduced but at a
lesser extends in the case of AdS-G (Figure 5-1.C). In contrast, all AdS from HFD-fed
mice showed a strong pro-migratory effect on VSMC. This diet effect was more
prominent in HFD groups with AdS-I (200%), AdS-IG (230%) and AdS-G (260%)
compared to AdS-U.

In female group, once again for all AdS of SD group, VSMC migration was
reduced by 20 to 30% compared to control (Figure 5-1.D). In strong contrast with the
effect of the male-derived AdS-U, female-derived AdS-U demonstrated an inhibitory
effect on VSMC migration, and this is more marked in VD (30.83%+0.02) and AD
(26.329%+0.03) groups than in SD group (74.82%=+0.04). This inhibitory effect is
equivalent with AdS-1 of SD group (73.20%=+0.03), but reduced in VD group
(61.71%+0.07) and totally abrogated with AdS-I from AD group (100.11%+0.05)
compared to AdS-U. Finally, glucose stimulation triggers AdS pro-migratory effect on
VSMC but only among AdS-G of female HFD groups (120.00%=0.03 for VD group and
125.60%=0.06 for AD group) which represents a 15% increases compared to AdS-IG.

3. Gene expression

The impact of AdS on VSMC could be linked to FA released by adipocytes.
Modulation of FA receptors expression may be an indicator of their implication in VSMC
alteration. We evaluated CD36 mRNA expression level in VSMC, a scavenger receptor
recognized for its role in the atherogenesis process®. Insulin stimulation increases CD36
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mRNA expression level by 2 fold in VSMC compared to unstimulated and glucose
stimulated cells. As well, glucose alone increases CD36 mRNA level by 30% (Figure 5-
5.C). In males, when VSMC are exposed to AdS-U from HFD groups, CD36 mRNA
level is significantly enhanced (0.48+0.05 for VD; 0.88+0.55 for AD) compared to SD
group which had no effect (0.02+0.13) (Figure 5-2.A). AdS-I of all diet groups increased
CD36 mRNA expression level in VSMC with still higher levels in VD (1.84+0.09) and
AD (2.10+0.02) groups compared to SD group (1.03+0.11). AdS-G increased scavenger
receptor mRNA expression in VSMC in SD (0.43+0.15), VD (0.90+0.03) and AD
(1.07£0.02) groups following a similar pattern but at a lesser extent than AdS-I. A
cumulative impact was observed in AdS-IG stimulation in SD (1.99+0.14) and AD
(2.67+0.02) groups compared to AdS-I and AdS-G; an effect absent in VD group.

In female groups, among unstimulated adipocytes only AdS-U of AD group
triggered a marginal increase in CD36 mRNA level in VSMC (0.124+0.01) compared to
SD (0.00£0.01) and VD (0.03+0.02) groups (Figure 5-2.B). Exposure of adipocyte of all
diet groups to insulin and/or glucose dramatically increases their capacity to induce CD36
mRNA level in VSMC. In the presence of AdS-1 (1.27+0.01 for SD; 1.25+0.01 for VD;
1.39+0.03 for AD) or AdS-G (0.21£0.02 for SD; 0.21+0.02 for VD; 0.44+0.03 for AD),
CD36 mRNA level remains higher in VSMC exposed to AdS from AD group compared
to the two other groups. A cumulative effect was observed in the presence of AdS-IG for
CD36 mRNA expression level in SD (1.834+0.01), VD (1.90+0.01) and, to a lesser extent,
in AD (1.77£0.03) groups. In this later condition, AdS from VD group had the superior
cumulative effect.

4. VSMC apoptosis induction by AdS stimulation

VSMC apoptosis is one of the triggering events of atherogenesis. As a reference
value, the basal level of FAS and Bax mRNA expression or caspase-3 activity from
apoptotic pathways in VSMC maintained 24hr in DMEM culture media was set up at
zero. In males, AdS-U from AD group significantly increased caspase-3 activity in
VSMC (3.65uM=0.62) compared to SD (2.58uM=0.32) and VD (2.48uM=0.31) groups
(Figure 5-3.A). This diet effect in AD group was furthermore amplified with AdS-I
(7.09uM=0.79), AdS-G (6.90uM=*0.64) and AdS-IG (5.53uM=+0.36) compared to
unstimulated cells (AdS-U). Insulin and/or glucose treated fat cells from SD and VD
groups did not show any modulation of VSMC caspase-3 activity compared to AdS-U.
The pro-apoptotic effect of AD-derived AdS was confirmed using Bax and FAS mRNA
levels. Both of them were increased in VSMC exposed to AD-derived AdS (Table 5-4).

In females, AdS-U from AD group also increased VSMC caspase-3 activity
(3.33uM=0.26) compared to SD (2.56uM=0.34) and VD (2.00uM=0.18) groups

101



(Figure 5-3.B). However, in contrast with male supernatants, AdS-I and AdS-IG from
VD group (4.32uM=0.54; 5.19uM=0.40 respectively) preferentially increased caspase-3
activity compared to SD (1.84uM=0.20; 2.64uM=0.29 respectively) and AD
(2.59uM=0.19; 3.09uM=0.23 respectively) groups. Bax and FAS mRNA levels were
increased in corresponding groups (Table 5-4). Among untreated adipocytes, only AD
female group increased FAS mRNA level (5.81+£0.70) in VSMC compared to SD
(3.91+1.10) and VD (2.51+0.29).

5. Biochemical characteristics

To determine whether the differential effects of the AdS subtypes were
attributable to variation in production of adipokines, we examined their leptin and
adiponectin contents. These two adipokines are known for their important role in cellular
glucose and lipid homeostasis. Their inverse interactions are linked to metabolic
disorders and vascular alterations.

In males, comparable hyper-leptinemia was obtained in AdS-U from VD
(1.20ng/ml+£0.09) and AD (1.42ng/ml+0.09) groups compared to SD group
(0.33ng/ml+0.03) (Table 5-2). This hyper-leptinemia in HFD was further increased in
response to insulin and/or glucose stimulations compared to unstimulated cells with
maximum level reached with AdS-G. In females, leptin basal level in SD was markedly
lower than in male cells supernatants. AdS-U contained 5 times more leptin in VD group
(0.34ng/ml+0.03) and 3 times more in AD group (0.20ng/ml+0.03) compared to control
(0.06ng/ml+0.004). Insulin and/or glucose stimulations did not change leptin profile in
AdS of SD group but increased it by 3 to 6 times in AdS of HFD groups compared to
unstimulated cells (Table 5-2).

In parallel, adiponectin level was decreased in AdS-U of adipocytes from males
under VD (0.75ng/ml£0.11) and AD (1.00ng/ml+0.22) compared to SD group
(2.75ng/ml+0.46) (Table 5-2). In SD male groups, adiponectin concentration was
increased by 30% in AdS-I, by 70% in AdS-IG and by 96% in AdS-G compared to AdS-
U. Insulin effect on adiponectin secretion was not significant in AD and VD group
compared to unstimulated cells. However, it was increased by the addition of glucose
(AdS-1G: 140% for VD and 127% for AD) or glucose alone (AdS-G: 350% for VD and
222% for AD) compared to unstimulated fat cells. Despite these differences, adiponectin
concentration in HFD-derived AdS remains 30 to 70% higher in the corresponding
control from SD group (Table 5-2).

In female groups, adiponectin level in AdS-U was more extensively decreased in
AD group (2.77ng/ml+0.17) compared to SD (8.20ng/ml+0.18) and VD
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(6.30ng/ml+0.15) groups (Table 5-2). Insulin treatment significantly increased
adiponectin secretion in AdS-I by 5, 7 and 21% in SD, VD and AD groups respectively.
Adipocytes from SD and VD groups enhanced adiponectin secretion by 14% and 25%
after glucose treatment with or without insulin respectively. This increase reached 80%
(AdS-1G) and 130% (AdS-G) with supernatants of AD fed mice-derived adipocytes
compared to unstimulated cells. Finally, adiponectinemia in females remains up to
8 times higher when compared with corresponding male groups.

E. Discussion

The physiologic alterations of VSMC triggered by adipocyte conditioned media
was recently addressed in human'®. The novelty of this study is the evaluation of the
impact of adipocyte conditioned media on VSMC in a model of obesity and T2D.
Adipocytes were isolated from mice at different stages of metabolic alterations to
condition VSMC culture medium. The protocol was set to reproduce a culture
environment that mimics in vivo hyperglycemic and/or hyperinsulinic conditions.
Adipocytes were stimulated with glucose, insulin or both of them. Their impact on
VSMC was compared to unstimulated cells. The influence of dietary fat origin in the
gender-specific modulation of the abdominal adipose cells that trigger VSMC alterations
was also compared in this study.

Under nutritional conditions, mice illustrated 4 states of metabolic alterations: 1)
an overweight stage without obvious metabolic alterations in VD female group, 2) a pre-
diabetic stage with hyperinsulinemia in normo-glycemic AD female group 3) T2D in VD
male group and 4) advanced T2D stage characterized by glucose intolerance and
hyperinsulinemia in AD male group. AdS-induced VSMC physiologic modulations was
gender dependent and influenced by the metabolic status of mice from which adipocytes
were extracted.

Obesity-linked adipocyte alterations modulate VSMC proliferation and migration,
two important cellular processes in atherogenesis. In the current study, we demonstrated
that amplified VSMC proliferation was reduced by AdS of females under AD, an effect
in contradiction with the decreased adiponectin production and an increased leptin level.
Indeed, recent observations have shown that adiponectin deprivation result in neointima
hyperplasia and leptin promotes a VSMC migration and proliferation'*?’. This
unexpected antiproliferative effect was even more accentuated with AD male group
adipocyte supernatants with their lower adiponectin levels. The rate of VSMC
proliferation was similar between AdS-I of the SD group and AdS-U of the AD group
known to be hyperinsulinemic. In majority of AdS-U, reduced number of VSMC was
linked to increased mRNA expression level of apoptotic factors (Bax and FAS) and
caspase-3 activity. Activation of the pro-apoptotic pathways was amplified by insulin +
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glucose stimulation of adipocytes from AD-fed males and VD-fed females, an effect
contradicted by the increased proliferation of VSMC. These results suggest that the
increased cell mortality is counterbalanced by an enhanced cell proliferation sustained by
an increased secretion of leptin.

In contrast with males, the AdS-U of AD group-derived adipocytes in females
inhibits less VSMC proliferation than SD group, an observation that could be linked to
the reduced level of adiponectin in the AD supernatants. Hyperleptinemia associated with
VD and AD in male and female derived AdS-G is associated to VSMC proliferation.

VSMC migration was statistically correlated with adiponectin and leptin changes
in AdS. Equivalent number of cultured adipocytes is not transposed in the same
adipokine secretion profile in all diet and gender groups. In male groups, a sharp decrease
in adiponectin level coupled to hyper-leptinemia is correlated with increased VSMC
migration in HFD groups. Insulin + glucose treatments further increase migratory
potential of VSMC due possibly to higher secreted level of leptin in AdS. However, a
lower migratory activity was observed in female groups most probably prevented by the
adiponectin level that remains 4 times higher in female AdS compared to male groups
under HFD?'. AdS-I trigger migratory activity of VSMC in AD female group correlated
with increased leptin secretion; a more moderated effect in VD group due to lesser leptin
production by corresponding adipocytes.

In concordance with above discussed hypothesis, released FA could impact on
glucose cell homeostasis and response to insulin. Insulin receptor (InsR) gene expression
level in VSMC was decreased in the presence of insulin + glucose compared to
unstimulated VSMC (Figure 5-6.C). This level was increased when cells are stimulated
with glucose alone compared to insulin + glucose stimulated cells. In the presence of AdS
treatment, InsR mRNA level increased in AdS-I and AdS-G from AD male group
compared to both SD and VD groups (Figure 5-6.A). Saturated FA present at high
concentrations in AD are known to block insulin activation®* and induce hyperleptinemia
reported to impair the insulin signaling pathway®. This was noticed in this study with the
lack of insulin-induced adiponectin release in AdS in HFD groups compared to SD. To
counteract these effects that reduce glucose uptake, VSMC increase their InsR
expression. In contrast, AdS-U and AdS-G from VD female group decreased InsR
mRNA (Figure 5-6.B). In this case, VD improves lipogenesis and lowers FA in AdS
through its high level of oleic acid, known to trigger insulin sensitivity’*. Finally,
differences in response to insulin stimulation between sexes have been reported showing
that females are less sensitive to insulin than males®. Thus, as shown, basic level of InsR
mRNA in female VSMC were higher when treated with AdS.
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Adipocytes used in this protocol were conditioned by food diets during 20 to 24
weeks. In contrast with females, males of HFD groups were hyperglycemic; a status
usually associated with elevated advanced glycation end products (A-GEP). We
hypothesized that A-GEP present in these adipocytes attenuate their insulin sensitivity
and abolish insulin-activated lipogenesis®®. In this situation, adipocytes from HFD-groups
had increased lipolysis activity which leads to increase of FA release that can trigger
VSMC proliferation, migration and apoptosis™ >’

Male and female mice from HFD groups had an increased serum concentration of
FA compared to SD (data not shown); a profile directly linked to the activity of
abdominal adipocytes. FA rich AdS from HFD-mice can stimulate PPARy in VSMC'?
triggering CD36 gene expression®. CD36 plays a key role in FA acid uptake and
regulation in vivo™. Adipokines were also reported to regulate CD36 expression”. High
leptin concentrations increase CD36 expression in VSMC™ as in VSMC treated with
AdS from HFD groups. Two distinctive phenotypes of adipocytes were found in the
isolated abdominal white fat; hyperplasic with various stages of hypertrophy in VD-fed
mice while mainly severely hypertrophic in AD-fed male mice. Dysfunctional
hypertrophic adipocytes are associated with release of free fatty acids. CD36 expression
increase FA accumulation in VSMC and induce apoptosis as shown in AD male group. In
female AD group, the less advanced adipocyte hypertrophy combined with higher
adiponectin level known to prevent FA accumulation’’ may have contributed to limit
apoptosis in VSMC exposed to AdS.

Among our experimental groups, the kinetic of metabolic disorders progression
was clearly different between male and female mice. ERa, known to improve insulin
sensitivity and glucose tolerance®® was pointed as a key player in this distinction. Its
mRNA expression level was investigated and found to be decreased in HFD groups, even
if it remains 4 times higher in females compared to males. Therefore in females, higher
ERa expression level in adipocytes may have contributed in maintaining their sensitivity
to insulin and/or glucose stimulations that inhibit lipolysis and reduce FA release. This
could explain the reduced migratory activity and apoptosis of female AdS-stimulated
VSMC.

Collectively, these data indicate that the development of adipocytes-induced
VSMC alterations is sex related and linked to diet FA composition and degree of mice
metabolic alterations. Such alterations modulate free FA and secrete cocktail of
adipokines from the adipocytes and define VSMC proliferation, migration and sensitivity
to apoptosis as well as their profile of response to insulin and glucose stimulation.
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These results may contribute to better understand the complex interplay between
abdominal white fat and distal vascular sites that lead to increased atherosclerotic events
in obesity-linked metabolic syndrome.

F. Supplementary data

1. Immunocytochemical characterization of VSMC

VSMC were cultured and allowed to grow for 12hr on 8mm glass lamella.
Following two washes in culture media DMEM, the cells were fixed using 4%
paraformaldehyde and permeabilized with 0.1% Triton X-100. The cells were then
washed twice with PBS BSA1%, and incubated for 1hr in 2% normal goat serum to block
unspecific protein. Cells were then washed twice and incubated with anti-o smooth
muscle actin antibody (NeoMarker, USA) over night at 4°C. A control lamella was
incubated with correspondent IgG to reveal unspecific labeling. To evaluate any
endothelial cells contamination in our culture, a control lamella was incubated with anti-
von willebrand antibody (Invitrogen, USA) for the same time.

After two wash in PBS BSA 1% and further incubated with affinity purified
Alexa 488 conjugated antirabbit antibody (Invitrogen, USA) for one hour at room
temperature, fluorescent specimens were visualized under a microscope and
photographed (Figure 5-4). As a control for unspecific labeling of the secondary
antibody, VSMC were treated with Alexa 488 for one hour at room temperature.

2. Gene expression

Since VSMC metabolism depend on glucose, we evaluated InsR gene expression
responsible of the stimulation of glucose uptake. In our control VSMC, only insulin and
glucose stimulation significantly reduce InsR expression level (0.55+0.02) compared to
unstimulated (1.01+£0.11) and insulin (0.8540.11) or glucose (1.22+0.25) stimulated cells
(Figure 5-6.A). In AdS-treated cells, unstimulated adipocytes from males group don't
induce any significant modulation of InsR mRNA in VSMC compared to control (Figure
5-6.B). In contrast, unstimulated adipocytes from female decrease InsR mRNA level in
VD group (0.58+0.09), and increase it in SD (1.47+£0.12) and AD (1.43+0.12) groups
compared to control (Figure 5-6.C). In response to insulin or glucose stimulation
adipocytes from SD male group significantly decrease the InsR expression level by 30
and 75% respectively in VSMC compared to unstimulated cells. In contrast, adipocytes
from VD and AD male group don't influence InsR gene expression in VSMC compared
to unstimulated condition. On the other hand, insulin + glucose stimulation don't affect
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InsR gene expression in SD male group compared to unstimulated adipocytes. Further,
while adipocytes from AD male groups slightly increase InsR mRNA in VSMC
compared to unstimulated cells, those from VD group markedly increase InsR expression
in VSMC (1.25+0.11) in response to insulin + glucose stimulation compared to the other
culture conditions and to SD derived AdS (Figure 5-6.B).

In females, adipocytes from SD and AD groups don't affect InsR gene expression
in VSMC under any stimulation condition. In contrast, adipocytes from VD group
significantly increase InsR mRNA level in SMC compared to unstimulated cells in
response to insulin (1.33+0.14) or insulin + glucose (2.134+0.24) stimulations. Finally, as
with unstimulated adipocytes, glucose stimulation showed a diet effect in female VD
group that decrease InsR mRNA level (0.72+0.13) compared to SD and AD (Figure 5-
6.0).

G. Appendix

Abbreviation

AD Animal HFD

AdS Adipocytes Supernatants

AdS-G Glucose stimulated Adipocytes Supernatants
AdS-I Insulin stimulated Adipocytes Supernatants
AdS-IG Insulin and Glucose stimulated Adipocytes Supernatants
AdS-U Unstimulated Adipocytes Supernatants
DMEM Dulbecco's-Modified-Eagle-Medium

EC Endothelial Cells

FAS Fatty Acid Synthase

FGF Fibroblast Growth Factor

HFD High Fat Diet

InsR Insulin Receptor

LDL Low Density Lipoprotein

oxLDL oxidized LDL

PPAR Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
SD Standard Diet

T2D Type 2 Diabetes

VD Vegetal HFD

VSMC Vascular Smooth Muscle Cells
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L. Tables and Figures

Table 5-1. In vivo mice parameters. Weight gain, glycemic parameters and adipokines
secretion profile evaluated in male and female sera mice. *P<0.05, **P<0.01,
*#*%P<0.001 vs. SD; #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs. VD.

Table 5-2. AdS concentrations of adiponectin and leptin after 24hr of culture. For a
same diet: ¥*P<0.05 vs AdS-U; **P<0.05 vs. AdS-I; ***P<0.05 vs. AdS-IG. For a same
stimulation: #P<0.05 vs. SD; ## P<0.05 vs. VD.

Table 5-3 Specific primers sequence.

Table 5-4 Bax and FAS mRNA expression levels in AdS-treated VSMC in male and
female groups. For a same diet: *P<0.05 vs AdS-U; **P<0.05 vs. AdS-I; ***P<0.05 vs.
AdS-IG. For a same stimulation: #P<0.05 vs. SD; ##P<0.05 vs. VD.

Figure 5-1. VSMC proliferation and migration rate after 24hr of treatment with AdS
of male (A & C respectively) and female (B & D respectively) mice. For a same diet:
*P<0.05 vs AdS-U; **P<0.05 vs. AdS-I; ***P<0.05 vs. AdS-IG. For a same stimulation:
#P<0.05 vs. SD; ##P<0.05 vs. VD.

Figure 5-2. CD36 scavenger receptor mRNA expression level in AdS-treated VSMC
in male (A) and female (B) groupes. For a same diet: *P<0.05 vs AdS-U; **P<0.05 vs.
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AdS-I; ***P<0.05 vs. AdS-IG. For a same stimulation: #P<0.05 vs. SD; ##P<0.05 vs.
VD.

Figure 5-3. Caspase-3 activity in AdS-treated VSMC in male (A) and female (B)
groups. For a same diet: *P<0.05 vs AdS-U; **P<0.05 vs. AdS-I; ***P<0.05 vs. AdS-IG.
For a same stimulation: #P<0.05 vs. SD; ##P<0.05 vs. VD.

Figure 5-4. Immunocytochemical characterization of VSMC. VSMC fluorescent
specimens were visualized under a microscope and photographed after incubation with
anti-o. smooth muscle actin antibody (A) or correspondent IgG (B) then Alexa 488
conjugated anti-rabbit antibody. To evaluate any endothelial cells contamination in our
culture, a control lamella was incubated with anti-von willebrand antibody (C) then with
Alexa 488 conjugated anti-rabbit antibody. A final control for the unspecific labeling of
the secondary antibody was performed by incubating VSMC with Alexa 488 (D).

Figure 5-5. VSMC control treatment. Incubation of VSMC with insulin or glucose for
24 hours significantly increases the proliferative (A) and migratory (B) potential of these
cells. These results are expressed as percentage of proliferation rate of unstimulated cells
(9). On the other hand, in order to detect the potential of VSMC to uptake fatty acids
after AdS treatment, CD36 scavenger receptor mRNA expression level was evaluated in
untreated cells (@) and after 24h of incubation with insulin and/or glucose (C). Glucose
and insulin stimulations increase CD36 expression level in VSMC compared to
unstimulated cells. All results were comparable with VSMC from male and female mice.
+P<0.05 vs unstimulated cells (@), ++P<0.01 vs insulin-stimulated cells, +++P<0.01 vs
insulin + glucose (Ins/Glu)-stimulated cells.

Figure 5-6 InsR gene expression is up-regulated with AdS of stimulated adipocytes
from AD-fed males (A) and down-regulated with AdS of unstimulated and glucose
stimulated adipocytes of VD-fed females (B). The basic InsR VSMC expression level ()
is reported as 100% expression gene level (C). Insulin + glucose stimulation decrease
InsR mRNA level without any significant modulation of this parameter after insulin or
glucose VSMC treatment (C). *P<0.05 vs AdS-U; **P<0.05 vs. AdS-I; ***P<0.05 vs.
AdS-IG. For a same stimulation: #P<0.05 vs. SD; ##P<0.05 vs. VD. +P<0.05 vs
unstimulated cells (@), ++P<0.01 vs insulin-stimulated cells, +++P<0.01 vs insulin +
glucose (Ins/Glu)-stimulated cells
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Table 5- 1 In vivo mice parameters

Males Females
SD VD AD SD VD AD
. . 11.8+0.9 2811377 [239+16  [59+12 187+08° " |226+127
Weight gain (g)
. . 40+0.2 9.0+£0.6 83+0.6 40+0.5 6.3+0.3 52+0.3
Fasting glycemia (mM)
L 0.3+0.1 0.4+0.1 07+0.1° " [04=+0.1 0.3+0.1 0.7+0.1" ™
Fasting insulinemia (ug/ml)
. . 0.06 + 0.01 0.58+0.05" [08+0.071]0.04+0.01 0.34+0.06  |09+0.07 " "
Fasting leptin level (ug/ml)
. . . 1.97 +0.15 1.40+0.127 [124+0.15" [9.55+0.72 8.97 +0.67 8.76 + 0.52
Fasting adiponectin level (ug/ml)
Leptin mRNA level in visceral | 0.78 +0.18 3.93+0.26 [539+0.64" |0.88+0.22 249+034" |[537+0437 7
abdominal adipose tissue
Adiponectin mRNA level in | 1.24 +0.08 0.53+0.06  [061+0.06  [1567+051 |[453+045  |263+0.17 "

visceral abdominal adipose tissue
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Table 5- 2 AdS adiponectin & leptin secretion level

Sex groups | Diet groups | Adipocytes’ supernatants | Adiponectin level (ng/ml) = SEM | Leptin level (ng/ml) £ SEM
SD AdS-U 2.75+0.46 0.33+0.03
AdS-1 3.61+0.21 * 0.47+0.04
AdS-1G 4.694+0.04 * ** 0.55+0.03 *
AdS-G 5.40+£0.51 * ** 0.77£0.05 * ** ckAx
VD AdS-U 0.75+0.11 # 1.20+0.09 #
z AdS-I 0.82+£0.27 # 1.78+0.05 * #
s AdS-1G 1.79+£0.29 * ** # 2.2540.16 * ** #
AdS-G 3.360.62 * ** Ak 4 2.7440.09 * x*k  wkx
AD AdS-U 1.00+0.22 # 1.42+0.09 # ##
AdS-I 1.43+0.14 # ## 1.81+£0.03 * #
AdS-1G 2.27+£0.39 * ** # 2.1840.07 * ** #
AdS-G 3.2240.38 * kE kR 4 2.6540.04 * **k Hkx
SD AdS-U 8.2+0.18 0.06+0.004
AdS-1 8.63+0.11 * 0.06+0.004
AdS-1G 9.40+£0.11 * ** 0.07+0.002
AdS-G 9.91+0.07 * ** Hkk 0.08+0.002
2 VD AdS-U 6.29+0.15 # 0.34+0.03 #
= AdS-I 6.78+0.14 * # 0.52+0.09 * #

% AdS-IG 7.19+0.17 * ** # 0.98+0.05 * ** #
= AdS-G 7.91£0.54 * ** kg 1.234£0.04 * ** ckHx
AD AdS-U 2.77+0.17 # ## 0.20+0.03 #

AdS-I 3.36+£0.30 * # ## 0.85+£0.06 * # ##
AdS-1G 4.9840.41 * ** # ## 1.05£0.03 * ** #
AdS-G 6.39+0.49 * ** ckxk 4 44t 1.2840.08 * ** #
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Table 5- 3 Specific primers sequence

Gene

Forward primer

Reverse primer

CD36

5'-GCC AAG CTA TTG CGA CAT GA-3'

5'-AAG GCA TTG GCT GGA AGA AC-3'

Insulin receptor

5'-CAG AGA AGG TCT CTC GGA CT-3'

5-TGG AGA GGT AGA TGA GCC GC-3'

Bax

5'-CGG CGA ATT GGA GAT GAA CTG-3'

5'-GCA AAG TAG AAG AGG GCA ACC-3'

FAS

5'-GCT GCA GAC ATG CTG TGG ATC-3'

5'-TCA CAG CCA GGA GAA TCG CAG-3'

Cyclophilin-A

5'-CCG ATG ACG AGC CCT TGG-3'

5'-GCC GCC AGT GCC ATT ATG-3'
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Table 5- 4 Bax and FAS mRNA expression levels

Sex groups | Diet groups | Adipocytes’ supernatants | Bax mRNA level =+ SEM | FAS mRNA level £ SEM
SD AdS-U 0.77+0.20 0.79+0.12
AdS-1 0.54+0.11 0.82+0.13
AdS-1G 0.49+0.09 0.72+0.20
AdS-G 0.72+0.09 1.124+0.10
VD AdS-U 0.94+0.20 0.74+0.08
z AdS-I 0.68+0.13 1.17£0.10
s AdS-1G 0.56+0.17 0.71£0.10 **
AdS-G 0.63+0.10 1.05£0.16
AD AdS-U 0.91+0.22 1.32+0.26 ##
AdS-I 0.95+0.09 # 3.05£0.06 * # ##
AdS-1G 2.16+0.08 * ** # ## | 295£0.29* # ##
AdS-G 2.8740.53 * ** # ## | 227£0.16 * # ##
SD AdS-U 2.00+0.20 3.91+£1.10
AdS-1 1.40+0.30 2.10+0.40
AdS-1G 1.90+0.11 4.104£0.40 **
AdS-G 2.30£0.20 ** 4.2740.30 **
2 VD AdS-U 2.10+0.50 2.51+0.29
= AdS-I 2.00+0.30 831+1.36* #
% AdS-1G 3.20+£0.40 * ** # 10.4+0.10 * #
= AdS-G 1.40£0.20 *** # 4.61£0.77 ** H**
AD AdS-U 1.80+0.20 5.81+0.70 # ##
AdS-I 1.30+0.10 3.96+£0.49 * ##
AdS-1G 1.90+0.30 ## 5.2240.40 ##
AdS-G 1.90+0.40 2.8740.12 * *** 4

116




21}

LI

ok

1504

(lo53u00 4o %) uonesspoId DINSA

O,
%bv‘
N s
| A
m %
| 2
I e
% 8 ¢

(jonu02 40 %) uonelayiosd DNSA

VSMC stimulations

VSMC stimulations

@]

300
200

|
|
|
T
(=] (=] (=]
(= (=] (=]
3¢ ~N -—

(1043109 JO %) uoneBIW DWSA

VSMC stimulations

VSMC stimulations

o V7)) AD

[]sD

Figure 5- 1 VSMC proliferation and migration

117



m i
QO g
2 3a %
S ) + [JsD

#
3 # H VD
© #o %
& 9. % » AD
= #
E *f* o
5 ## x ¥
< 1 2
E "
e
S 0
< .
O O o_,’\ Y
& P o
o
oS \'e ?\6
VSMC stimulations

B
D
i)
= 3
g []sD
2 i H\VD
E wx H# :l* AD
g 21 w2
g #
E 1 “ *i*
% P

Hi kN
Iy
2 0 i
O N @) ©
@) &y 6% N ’
%) &
¥ v NS P
VSMC stimulations

Figure 5- 2 CD36 scavenger receptor mRNA expression level in AdS-treated VSMC

118



" # [1sb
8+ l VD
Fam #
e
(¢D)
©
= 44
C
©
8 2. % 'é
:‘é"
a 0
o ,\0
?* V“ vb ?*
VSMC stimulations
B 10
[0sD
8- B\VD
— AD
2 6.
=
S
:_.._E._ 4. ***** iﬁf
< .
8 2. % M
:‘é
o 0
5 o
v ?‘ ?§> ?Q
VSMC stimulations

Figure 5- 3 Caspase-3 activity in AdS-treated VSMC reflected by the p-nitroalanilide concentration

119



120



Figure 5- 4 VSMC Immunocytochemical characterization
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VI. Résultats supplémentaires

Au sacrifice, le tissu adipeux blanc des souris fiit extrait de la partie viscérale de
I’abdomen et digéré par la collagénase pour en extraire les adipocytes. Ceux 1a ont été
mis en culture pour conditionner le milieu de culture des CML. L'observation par
microscopie des adipocytes extraits des différents groupes de souris a révélé que la nature
du gras des die¢tes modulait de fagon importante la morphologie et la physiologie de ces
cellules. Une hypertrophie des adipocytes flit ainsi constatée dans les tissus du groupe
AD en comparaison avec les deux autres groupes. Cependant, dans le groupe DV c’est
I’hyperplasie qui était prédominante avec une augmentation de la taille par rapport au
groupe DS.

Tableau 6- 1 Adipocytes extraits de souris mailes et femelles tels que visualisés au microscope

Dicte standard Diéte enrrlcl'ue en gras | Diéte enrllchle en gras
végétal animal
@
2
p—
=
@0
5]
—!
2
=
o
=
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Apres 20 a 24 semaines de diete les adipocytes du tissu adipeux viscéral de
I’abdomen ont ét¢ prélevés des souris faisant partie des trois groupes de di¢tes : normale
(DN), enrichie en graisses végétales (DV) ou animales (DA). Apres la mise en culture
avec ou sans insuline et/ou glucose des adipocytes isolés, 1'impact de leurs surnageants
sur les CML a été évalué. Aprés 24 heures de stimulation avec les surnageants des
adipocytes, une ¢évaluation de la capture lipidique des CML a été réalisée par une
coloration a I’huile rouge (Oil Red O) et une étude de leur morphologie fut effectuée en
microscopie confocale apres le marquage de leurs filaments d’actine.

Ci-dessous sont présentés les résultats obtenus avec les surnageants des
adipocytes non stimulés des 3 groupes de dictes chez les males et les femelles en
comparaison avec le groupe controle qui représente les CML a 1’état natif dans leur
milieu de culture (Figure 5-4). Les surnageants des adipocytes stimulés avec insuline
et/ou glucose ont induit les mémes altérations observées avec les adipocytes non traités.

Les surnageants des adipocytes non stimulés des males sous DV et DA
augmentent I’incorporation des AG dans les CML en comparaison avec les CML
controles et traités avec les surnageants des adipocytes du groupe DN des males. A cela
est associée une désorganisation des filaments d’actine dans les groupes sous dictes
riches en gras. D’autre part, les surnageants des adipocytes femelles DV et DA meénent a
une désorganisation des filaments d’actines mais seuls les adipocytes du groupe DA
semblent induire une accumulation d’AG dans les CML.

Ces altérations morphologiques des CML sont corrélées aux dysfonctions
fonctionnelles de ces cellules et associées aux changements du profil de sécrétion des
adipokines révélés dans les surnageants des adipocytes mis en culture.
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Tableau 6- 2 Cellules musculaires lisses aprés traitement avec les surnageants des adipocytes

Surnageant adipocytaire
du groupe

Marquage Oil Red O

Marquage des filaments alpha
d'actines des CML

DS des souris males

DV des souris males

DA des souris males
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DS des souris femelles

DV des souris femelles

DA des souris femelles
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Chapitre IV. DISCUSSION GENERALE
& CONCLUSIONS
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VII. Choix du modéle animal

Afin d'¢tudier 1'étiologie des altérations métaboliques menant au diabete, la mise
en place d’un modéle expérimental caractéristique de la pathologie humaine est depuis
toujours une préoccupation capitale. Un tel modele représenterait une voie d'accés a la
compréhension de la genese et des complications de cette pathologie.

Au cours des derniéres années, différents modéles animaux d'altérations
métaboliques et de diabéte, notamment chez les rongeurs, ont été caractérisés.
L’induction du diabéte peut se faire par chirurgie (pancréatectomie), par injection de
substances chimiques toxiques pour les cellules f, telle la streptozotocine, par
inoculation de virus qui altérent les cellules B (virus Encephalomyocarditis), ou par
génétique (rat Zucker, rat B/B Wistar Bio Breeding, souris NOD Non Obese Diabetic
Mice, souris ob/ob, souris obese “yellow mice”, souris NZO New Zealand Obese, souris
diabétique non obéses KK) (467-472). Toutefois, ces modeles modélisent plus le
diabete de type 1 insulinodépendant 1i¢ a une dysfonction pancréatique ou les
caractéristiques d’un DT2 liées a une dysfonction génétique.

Cependant, plus de 90% des cas de diabete chez I'homme sont représentés par le
DT2 li¢ a des altérations métaboliques. Ce diabete non insulinodépendant est lié, dans la
majorité des cas, a l'alimentation, a la sédentarité et a 1'obésité. En effet, les habitudes
alimentaires, influencées par la socialisation humaine et l'industrialisation des sociétés,
ont ét¢ modifiées par une alimentation riche en maticres grasses. De plus, 1'adoption
d’un style de vie «aisée » caractérisé par les conditions du travail et le manque
d'exercice est a l'origine de 1’augmentation de la prévalence de 1’obésité dans la plupart
des régions du monde. Ainsi le monde est passé d'une société active privilégiant une
alimentation hypocalorique vers une société passive couplée a un apport énergétique
hypercalorique. Ce développement de la société qui a débuté avec la révolution
industrielle, a augmenté la prévalence de diverses altérations comme l'obésité, le diabete
et les maladies cardiovasculaires (473). Pour bien comprendre les phénomenes
physiopathologiques qui caractérisent les tendances de la consommation alimentaire
dans le monde d'aujourd'hui, le choix d'un modele caractéristique de 1'évolution humain
¢tait primordial. L'espéce animale la plus représentative des altérations métaboliques et
du DT2 chez I'homme liés a l'alimentation n'est pas encore connue. Cependant, le choix
de la souris C57BL/6]J comme modele expérimental de notre projet reposait sur divers
criteres. Dans un premier lieu, le métabolisme de cet animal est bien connu, étant donné
que la plupart des travaux développés dans ce domaine se font chez cette souris.
Egalement, le régime alimentaire de la souris, comparable a celui de I'homme « d'avant
la révolution industrielle », est un régime omnivore a dominance végétarienne composé
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principalement de graines, de légumes, de fruits et d'un peu de viande ou de fromage
(474; 475). De plus, les aliments pour les souris de compositions ajustables selon les
besoins étaient disponibles sur le marché. Nous avions ainsi a notre disposition une
alimentation dont la composition fut établie proche de celle consommée par 1'"homme
des pays industrialisés et associée a l'obésité et au DT2 (240; 473; 476). Finalement, le
métabolisme de la souris comprend une étape qui passe par la rate, correspondant a
celui de 'homme. Cet organe est absent chez d'autres rongeurs comme le rat.

Par ailleurs, les souris sont génétiquement proches de I'homme a 98% (477) et leur
génome est maintenant connu a plus de 90%. Ainsi, elles partagent plusieurs aspects
physiologiques et métaboliques communs liés au développement, a la physiologie et a la
génétique des maladies qui peuvent étre corrélés entre eux. De plus, les souris
transgéniques, surtout sur fond de C57BL/6J, sont largement utilisées pour étudier les
processus physiopathologiques du diabéte et des altérations métaboliques de I'homme du
fait de ’homologie entre les genes humains et murins. Ainsi, la corrélation des résultats
de ce projet avec ceux des études employant des souris transgéniques pour expliquer les
processus mis en jeu dans notre modele serait plus facile en minimisant la variabilité sur
fond génétique.

Ceci dit, il existe des modeles animaux d'altérations métaboliques et d'obésité
basés sur I’induction de la maladie par un régime alimentaire hypercalorique. Parmi
eux, nous pouvons citer la souris Spiny chez qui un régime riche en sucrose ou en lipide
provoque une réduction de la lipogenese et entraine une hyperlipidémie, une intolérance
au glucose et une hyperinsulinémie (472). De plus, 1'€quipe de Gallou-Kabani et coll. a
mis en place un modele d’altérations métaboliques chez les souris C57BL/6J et A/J en
partant d’une diete enrichie en gras (478). Cependant, I’originalité de notre étude réside
dans I'utilisation de deux dictes enrichies en matieres grasses de nature différente 1’une
végétale (DV) et ’autre animale (DA) en comparaison avec une diete standard (DS)
communément utilisée en laboratoire pour les souris. Pour faciliter la rédaction, les
termes groupe DV, groupe DA et groupe DS seront employés pour désigner les groupes
de dietes correspondants. D’autre part, en plus de contenir la méme proportion de gras
dans leur composition (34,9 %), les deux dictes riches en gras sont pauvres en
cholestérol (<0,03 %) pour réduire son influence sur le développement de la maladie.
De plus, il nous semblait particulierement important de comparer les réponses a ces
dictes chez les males et les femelles compte tenu de 1’influence possible du sexe sur les
adaptations métaboliques et cardiovasculaires de I'apport lipidique énergétique.
Finalement, la deuxiéme partie de ce projet cherchait a évaluer I'impact de la
stimulation différentielle des adipocytes sur I’évolution des altérations métaboliques et
vasculaires dans un modéle de milieux conditionnés.
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VIII.Choix du modéle cellulaire

La premiere partie de ce projet de recherche a été réalisée chez la souris afin
d'étudier I'impact de l'apport lipidique sur le métabolisme général et sur les parametres
cardiovasculaires. Cependant, la compréhension de la physiopathologie des cellules clefs
de cet événement morbide -le diabéte associ€¢ a 1’obésité- ainsi que son influence sur
d'autres types cellulaires nous permet de mieux appréhender les processus responsables
du déclenchement des altérations menant a la maladie et d'obtenir ainsi un traitement
mieux ciblé.

De nombreuses ¢tudes accusent le tissu adipeux, via ses sécrétions, d'étre
responsable des altérations métaboliques et cardiovasculaires liées a I'obésité (347; 367;
370; 479). Or, le tissu adipeux n'est pas composé exclusivement de cellules adipeuses
mais comprend également des macrophages, des préadipocytes, des cellules souches, des
fibroblastes, du tissu conjonctif et des vaisseaux sanguins. La plupart de ces composantes
possedent un role dans la pathogénése métabolique et cardiovasculaire. Dans 1'optique
d'¢lucider le rdle spécifique des adipocytes matures dans les altérations vasculaires, nous
avons isolé ces cellules du tissu gras abdominal viscéral des souris afin d’étudier leurs
influences sur la physiologie et la viabilité¢ des CML saines.

Diverses ¢études ont été effectuées, en travaillant avec des préadipocytes extraits
de patients normaux ou présentant diverses pathologies comme le diabéte ou 'obésité ou
méme avec des lignées de préadipocytes comme les 3T3-L1 (480-483). Toutefois, notre
étude posséde l'originalité de travailler avec des adipocytes matures flottants, rarement
référés dans d'autres travaux (483). De plus, ces adipocytes matures, responsables d'une
grande partie de l'activité sécrétrice du tissu adipeux, ont étaient isolés de la masse
adipeuse viscérale des souris des deux genres présentant divers degrés d'altérations
métaboliques allant du normal au DT2. Donc, le choix de travailler avec des adipocytes
matures nous a permis d'avoir des cellules dans divers états physiopathologiques avec un
profil sécrétoire varié par conséquent. Ceci ne peut €tre possible avec une lignée
cellulaire comme les 3T3-L1 ou des préadipocytes en cours de différenciation. De plus,
les adipocytes matures ont montré¢ leur capacité de vivre dans un milieu minimum
dépourvu de sérum avec ou sans insuline + glucose utilisés comme stimulants. La survie
de ces cellules a pu étre maintenue pendant plus de 72 heures sans atteinte a leur intégrité
ou a leur fonction. Ainsi les cellules ont gardé leur forme sphérique intacte et une activité
physiologique normale reflétée notamment par l'expression de PPARY2, comparable a
celles des cellules fraichement isolées des souris.
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L'étude de I'impact des modulations de la physiologie de ces cellules essentielles
de I'homéostasie énergétique sur les CML était 1'objectif de la deuxieéme partie du projet.
Ainsi, des CML ont été isolées de l'aorte de souris C57BL/6J saines males et femelles.
Pour étudier les effets des adipocytes matures sur I’induction d’altérations physiologiques
et morphologiques de ces cellules vasculaires, les adipocytes isolés de la masse adipeuse
abdomino-viscérale des souris ont été mis en culture, dans un milieu minimum (DMEM)
dépourvu de sérum, en présence ou non de différents stimulants (insuline + glucose).
Ainsi, apres 24 heures de culture, les adipocytes avaient conditionné les milieux de
cultures par un cocktail de substances sécrétées. Par la suite, les CML saines ont été
mises en culture dans ces milieux conditionnés par les cellules adipeuses. L'impact de la
« soupe des facteurs adipeux » sur la morphologie, la fonction et la survie des CML fut
ainsi étudié. Pour éliminer les facteurs de variations, les adipocytes ainsi que les CML
provenaient de la méme lignée de souris. De plus, les CML des souris males et femelles
ont €té mises en culture avec les surnageants des adipocytes provenant du méme sexe
pour éliminer les variations entre les genres. L'influence des différences entre les especes
et le genre des animaux a été écartée de la sorte pour mieux comprendre le processus qui
se déroulait in vivo.

Il est aussi important de noter que cette technique de milieu conditionné in vitro
présentait plusieurs avantages. Etant donné que les souris obéses possédent une masse
graisseuse significative, nous avons pu tester toutes les conditions de culture préétablies
avec une population homogene et un nombre constant de cellules. Cela nous a permis de
comparer les modulations stimulations-dépendantes entre elles. De plus, ce protocole
¢tait facile a utiliser chez la souris en raison de I'accessibilité aux organes cibles et de la
commodité d’extraction des cellules d’intéréts.
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IX. Modéle animal d'obésité et d'altérations métaboliques

La premicre partie de ce travail a permis de démontrer qu'une di¢te enrichie en
matieres grasses induit plusieurs phases d’altérations métaboliques, allant d’une
intolérance au glucose jusqu’au DT2. Ce dernier présente toutes les caractéristiques de la
pathologie humaine : une intolérance glucidique, une hyper-insulinémie jumelée a une
atteinte a prédominance diastolique avec hypertrophie ventriculaire du coeur.

Les souris C57BL/6J males ont présenté un DT2 li¢ a 1’obésité lorsqu'elles étaient
alimentées avec un régime enrichi en matieres grasses. Les souris de ce groupe, soumises
a un régime riche en graisses animales présentent un stade plus avancé de la pathologie
caractérisé par une hyper-insulinémie a jeun marqué par rapport aux deux autres groupes.
Ceci suggere une résistance a I’insuline dans les organes périphériques de ces souris. Au
contraire, trés peu d’altérations de la glycémie ont ét€¢ observées chez les femelles
soumises aux mémes régimes. Seules les femelles alimentées avec un régime enrichi en
graisses animales présentaient une hyper-insulinémie. Nous avons ainsi pu développer un
modele comportant trois stades d’altérations métaboliques basés sur le type
d’alimentation et le sexe des souris :

1. Un groupe présentant un état pré-diabétique caractérisé par un début d’intolérance
au glucose et une hyper-insulinémie comme c’est le cas avec les souris femelles
sous dicte animale.

2. Un groupe exhibant un DT2 caractéris€¢ par une intolérance au glucose et une
hyper-glycémie a jeun comme c’est le cas chez les souris males sous dicte
végeétale.

3. Un groupe exhibant un DT2 couplé a une hyper-insulinémie a jeun comme c’est le
cas chez les souris méales sous diete animale présentant un stade plus tardif de la
pathologie.

Sur le plan métabolique, nous avons démontré que le régime enrichi en gras provoque
une obésité avec hyper-leptinémie plus marquée dans le groupe DA. En outre,
I’augmentation de la résistine circulante dans ce dernier corrélait avec 1’hyper-
insulinémie observée dans ce groupe. La diminution du taux d’adiponectine circulant
chez les males était corrélée quant a elle avec I’augmentation de leur glycémie a jeun.

A.  Rodle du genre dans I'établissement de ce modéle
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Cette étude a permis de mettre en évidence I’influence du genre des animaux sur
I'évolution de 1'obésité et des altérations métaboliques associées en fonction des dictes
administrées. Nous avons ainsi établi que les souris alimentées avec une di¢te enrichie en
matieres grasses animales présentaient une cinétique de prise de poids identique chez les
males et chez les femelles. Par ailleurs, dans le groupe des souris alimentées avec une
dicte riche en gras végétal, les males adoptent une cinétique de prise de poids
significativement plus importante que les femelles. Cette cinétique tend aussi a étre plus
importante que chez les males sous DA méme si elle reste non significative a ce stade de
I'¢tude. Finalement, l'extension du protocole de 4 semaines a permis aux femelles sous
dicte animale d'atteindre un gain pondéral significativement plus élevé que leurs
homologues sous dicete végétale. Toutefois, ces souris, méme apres 4 semaines
supplémentaires de diétes par rapport aux males, étaient plus résistantes a développer des
altérations métaboliques sévéres en comparaison aux souris males. Ces observations ont
été reportées chez I'humain (484) et des données épidémiologiques de 1’agence de la
santé publique du Canada indiquent qu'effectivement " (...) la prévalence du diabéte est
nettement plus élevée chez les hommes que chez les femmes (...)". Cela suggere un
impact direct du sexe de la souris sur l'effet des dietes et des altérations qu'elles peuvent
induire. Ainsi la diete végétale induit plus de charge pondérale chez les males ainsi qu’un
DT2. Par ailleurs, la DA induit un DT2 li¢ a une hyper-insulinémie chez les males, alors
qu'elle est associée seulement a une hyper-insulinémie chez les femelles, pour une prise
de poids comparable.

La distribution du tissu adipeux accumulé chez les souris males et femelles est un
des principaux facteurs de cette modulation de réponse aux dietes entre les deux sexes.
En effet, lors de l'autopsie des souris au sacrifice, nous avons remarqué que les males
soumis aux dictes enrichies en gras, accumulaient plus de tissus gras dans la partie
viscérale de I'abdomen. Les souris femelles, quant a elles, avaient une accumulation de la
masse grasse au niveau inférieur de I'abdomen, dans une morphologie dite « pantalon du
zouave ». De ce fait, comme cela est bien établi dans la littérature (485; 486),
I'accumulation viscérale du tissu adipeux, caractéristique de 1'obésité androide des males
(239), est associée a une augmentation de l'intolérance au glucose et au développement
du DT2 dans le groupe des souris males. L'action de la testostérone dans ce processus
n'est pas négligeable. Cette hormone connue pour ses effets insulino-sensibilisants et
hypocholestérolémiants chez les DT2 (487), est diminuée chez les males obeses en méme
temps que 1'cestrogene est augmenté (488; 489). De ce fait, la testostérone antidiabétique
perd de sa puissance au détriment de I'hormone féminine qui provoque une insulino-
résistance chez les males (490).

De plus, 1'eestrogeéne, responsable chez les femelles de l'orientation de l'obésité
vers un phénotype gynoide (239; 491-493), prévient le développement du DT2 et des
altérations des cellules f§ pancréatiques liées a 1'obésité (494). Ces effets sont perdus chez
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les femmes ménopausées qui développent ainsi une obésité androide (493; 495). De plus,
il est bien établi que l'injection chronique du 17f-cestradiol a des souris femelles
soumises a une ovariectomie, proteége ces souris contre le développement d'une résistance
a l'insuline induite par une di¢te enrichie en matieres grasses (496). Ces données ont été
reportées chez 'humain dans la Heart Estrogen Progestin Replacement Study and the
Women’s Health Initiative qui a démontré une association entre I'hormonothérapie et la
réduction de l'incidence du DT2 chez les femmes ménopausées (497-499). Cela nous a
permis d'émettre I'hypothese du role possible des cestrogenes dans les diversifications des
réponses aux dictes entre les genres via leur récepteur ERa établi comme facteur
améliorant I'homéostasie glucidique (500) et possédant un role antidiabétique (501). Nous
avons pu ainsi mettre en €évidence, dans notre protocole, un taux d'expression deux a trois
fois plus ¢€levé des récepteurs oestrogéniques ERa dans les adipocytes des souris femelles
comparativement aux souris males. Cependant, I’expression des récepteurs a ¢été
diminuée chez les souris males et femelles en réponse a l'ingestion des dictes enrichies en
matieres grasses par rapport a la diete normale comme cela fut confirmé chez 1'humain
(502).

Malgré cela, comment 1'cestrogeéne et son récepteur joueraient-ils encore un role
dans la résistance des souris femelles a développer le DT2 dans notre modele? Diverses
hypothéses peuvent expliquer cela. En effet, il a ét¢ démontré que l'obésité n'est pas
associée a une modulation du taux circulant d'cestrogene (503; 504) méme s'il est
synthétisé et sécrété par le tissu adipeux (505; 506) comme rétrocontrdle inhibiteur de
l'activité¢ adipogénique (439; 452; 507). Cependant, l'apport lipidique des di¢tes fournit
des facteurs stimulant la différenciation adipocytaire. De ce fait, nous pouvons stipuler
que les adipocytes tendent a diminuer leur taux d'expression d'ERa par unité cellulaire
pour maintenir leur potentiel mitotique et différentiel. Toutefois, méme si 'hypothese et
la présence des inducteurs de rétrocontrole négatif de ce récepteur, suite a la diete riche
en gras, ne sont pas encore prouvées, le nombre total d'ERa dans le tissu adipeux
abdominal peut ne pas étre changé. En effet, I'évaluation du taux d'ARNm d'ERa des
adipocytes est effectué avec une concentration donnée d'ARNm (12.5 ng/ul) extrait de
100 mg de tissu de chaque souris des groupes comparés. La diminution de son expression
est donc par rapport a la concentration totale d'ARNm d'une masse donnée de cellules. Or
le nombre total d'ERa dans la masse grasse de 1'organisme est corrélé a 1'accroissement
du nombre d'adipocyte chez les souris obéses. De ce fait, nous pouvons nous attendre a
une expression totale d'ERa comparable dans la masse graisseuse des groupes de souris
femelles. Donc, le taux inchangé de I'cestrogeéne dans la circulation systémique garde son
effet protecteur contre le DT2 au niveau du tissu adipeux des femelles, sans affecter
I'adipogenése ou le développement de 1'obésité.
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Malgré cela, comment se fait-il que cet effet protecteur de 1'cestrogene ne soit pas
observe chez les souris males, sous dietes enrichies en gras qui augmentent leur tissu gras
sécréteur de cette hormone? En effet, il est bien établi que chez les males obeses, les
androgenes sont transformés en cestrogenes dans le tissu adipeux (488; 489). Cependant,
I'cestrogéne exerce un effet pro-diabétique chez les males en induisant une résistance a
l'insuline (490; 508). De plus, I'équipe de Houssay et coll. a démontré que
I'administration d'cestrogéne chez des rats ayant subi une pancréatectomie partielle, réduit
de 75 % l'incidence du DT2 chez les femelles, alors qu'un effet moindre est observé chez
les males (509). Ces résultats ont été reportés dans d'autres études (510-512).

Finalement, 1'effet direct de l'cestrogeéne sur les sécrétions adipocytaires n'est pas
bien connu. Cependant, il est bien établi que les récepteurs ERa influencent l'activité des
récepteurs nucléaires caractéristiques du tissu adipeux PPARy (513; 514). En effet, ce
dernier est responsable de la régulation du métabolisme en gouvernant le profil sécrétoire
des adipokines (304). Dans notre mod¢le, les interactions entre ces deux facteurs de
transcription sont reflétées par une diminution paralléle de leur expression dans le tissu
adipeux abdominal des souris males et femelles, sous dictes enrichies en gras. Cependant,
les femelles, qui maintiennent un niveau d'ERa plus élevé que le deuxieéme groupe,
gardent un niveau de PPARY2 deux fois plus important que les males. C'est donc via ce
dernier que les cestrogénes pourraient influencer la sécrétion d'adipokines insulino-
sensibilisantes chez les femelles pour retarder 1'établissement du DT2. En effet, les
différences entre les genres ont aussi €té marquées par la modulation différentielle de la
sécrétion d’adiponectine et de résistine en réponse a une méme diete. L adiponectine est
une adipokine impliquée dans la régulation du métabolisme des lipides et du glucose, et
est connue pour ses effets insulino-sensibilisants et anti-inflammatoires (366; 368; 369;
479). Le taux circulant d'adiponectine fut diminu¢ chez les males en réponse aux dictes
riches en gras. Cependant, les femelles ont conservé une concentration circulante
d’adiponectine stable par rapport au groupe contrdle malgré une diminution du niveau
d’ARNm de cette adipokine dans leur tissu adipeux abdominal.

Un autre effet des hormones sexuelles est donc possible pour expliquer les
différences entre les groupes de sexes observées dans notre modele. Cependant, d'autres
différences existent entre les souris du méme sexe soumises aux dictes enrichies en
maticres grasses végétales versus animales. Quelle serait l'influence de ces deux diétes
sur la progression des altérations métaboliques et est-elle en relation avec le sexe des
animaux, prenant en considération que les différences sont plus marquées chez les
femelles?
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B. Role de la nature lipidique des diétes dans les altérations
métaboliques

Les différences des altérations métaboliques observées entre les groupes de souris
ne proviennent pas de la charge calorique des di¢tes enrichies en gras qui est identique.
Elles apparaissent plutot liées a la nature de la composition lipidique des deux régimes,
en particulier a la structure chimique des AG qui y sont contenus. En effet, I'intégration
des AG au sein des membranes biologiques conduira a des implications fonctionnelles
différentes. C’est ainsi qu’une modification qualitative et quantitative du contenu
phospholipidique perturbera la fluidit¢é membranaire des cellules. En effet, cette fluidité
dépend du degré d'insaturation des AG qui composent la membrane (plus les AG sont
insaturés, plus fluide est la membrane), de la longueur de leurs chaines de carbones (plus
les chaines sont longues, moins fluide est la membrane), et du taux de cholestérol
imbriqué dans la bicouche phospholipidique réduisant la fluidité. C'est ainsi que le
fonctionnement des récepteurs membranaires essentiels peut étre perturbé ainsi que leur
cascade de signalisation intracellulaire. La plupart des récepteurs membranaires, comme
ceux de I’insuline ou de la leptine, forment des diméres apres la liaison de leur ligand.
Cependant, la rigidité de la membrane induite par les AG, empéche la dimérisation et la
transmission du signal. Ainsi les cellules deviennent résistantes a l'insuline, a la leptine et
a d'autres facteurs dont l'action passe par des récepteurs membranaires (515).

La différence de compositions en AG de nos diétes pourrait alors moduler la
dynamique membranaire et contribuer ainsi aux altérations métaboliques au niveau
cellulaire. En effet, la di¢te riche en mati¢res grasses animales contient 37% de plus de
gras saturé et 27% de plus d'AG polyinsaturés que la dicte riche en matiéres grasses
végétales. Par ailleurs, cette derniere comprend 27% de plus d'’AG mono-insaturé que la
diete riche en matieres grasses animales. Ceci aurait un effet sur la composition de la
bicouche lipidique. Ainsi, la di¢te animale peut potentiellement rigidifier la membrane
par l'apport de gras saturé. Sa contenance de gras poly-insaturé pourrait limiter I'impact
de ceux-la, certes, mais la plupart des AG poly-insaturés de cette di¢te sont a chaines
longues (C:20), ce qui n'améliore pas son impact.

Par ailleurs, indépendamment de son impact sur la bicouche membranaire, les AG
des dictes influencent, par leur nature, I'établissement d'altérations métaboliques comme
le diabete. En effet, la European Prospective Investigation of Cancer-Norfolk Study a
démontré une corrélation entre les AG saturés et le risque de diabéte indépendamment du
sexe, de I'age et du poids des patients (516). De plus, il est bien établi que les AG saturés,
a l'inverse des mono et polyinsaturés, contribuent a l'augmentation des LDL et des
triglycérides circulants, ainsi qu'a I'établissement de la résistance a l'insuline (515; 517-
519). Ainsi, la diéte animale riche en AG saturés aurait un impact direct sur I'homéostasie
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glucidique dans notre modéle. A l'inverse, la diéte végétale contient une grande
proportion d'AG mono-insaturés (67 %) essentiellement de 1'acide ol¢ique (C:18.1) décrit
souvent pour ses vertus bénéfiques vis-a-vis de I'homéostasie lipidique et glucidique dans
diverses ¢études (520-523). L'acide oléique est surtout connu pour promouvoir la
sensibilité¢ a l'insuline et a améliorer son action au niveau cellulaire et systémique, et
protégerait ainsi contre le DT2 (524-526). Les AG mono-insaturés de la diete végétale
semblent donc avoir des effets limités sur le métabolisme glucidique (515; 523), a
lI'inverse des AG saturés de la di¢te animale qui induisent une résistance a l'insuline.

D'autre part, chaque type d’AG peut étre oxydé de maniere différente. Alors que
I'oxydation des AG typiques se fait au niveau de la mitochondrie, celle des AG a chaines
longues (C20 ou plus) ne peut débuter que dans les peroxysomes ou ils seront réduits
jusqu'a la formation de I'octonoyl-CoA qui sera ensuite oxydé dans les mitochondries.
Lors d'un besoin énergétique rapide, l'utilisation des AG par les cellules génére des corps
cétoniques dont l'accumulation mene a l'acidocétose qui peut étre fatale. En effet, la -
oxydation trop rapide d’une trop grande quantit¢ d’AG produit une grande quantité
d’acétyl-CoA. Celui-ci est prioritairement utilis¢é par les mitochondries. Lorsque les
mitochondries saturent, 1’excédent d'acétyl-CoA subit la cétogenese. De plus, les AG
s'accumulent dans le cytoplasme cellulaire et induisent des dégats irréversibles (527-529).
En général, ce phénomene est observé chez les diabétiques de type 2 chez qui la
production énergétique est basée sur le métabolisme des AG di a un manque de glucose
dans les cellules. Donc, plus la chaine carbonée des AG est longue, plus l'oxydation est
longue et plus le risque de lipotoxicité s’accroit.

Finalement, ne faut-il pas oublier les effets toxiques des AG saturés, notamment le
palmitate, contenu dans la di¢te animale. En effet, les effets toxiques du palmitate sont
plus spécifiques a cet AG qu’a la fonction de ’ACS et a la genése de 1’acétyl-CoA. En
temps normal, les cellules adipeuses font face a I’excédent d’AGL par leur stockage sous
forme de TAG dans leurs vésicules lipidiques avant leur utilisation. Cependant, le Cjg:0-
CoA possede une tres faible affinité pour le DGAT dans la derniere étape de la synthese
de TAG (530). De ce fait, au lieu de la formation du TAG, le métabolisme du C;.0-CoA
meénera a la formation de céramide ou du DAG, deux produits finaux accusés d’étre
activateurs de la voie apoptotique des cellules (531; 532). Plusieurs études ont tentés de
definir le role spécifique des céramides dans la mort cellulaire et certaines évidences
suggerent que l’action des céramides dans ce processus passe via les mitochondries.
Cependant, du fait des diverses études contradictoires et variables, le role des céramides
dans I’apoptose reste indéfini (533).

En dehors de ces aspects relatifs a la composition membranaire en lipides et a leur
métabolisme, l'apport lipidique est un modulateur de l'activité adipocytaire et de la
sécrétion d'adipokines. Au cours d'un apport alimentaire, la leptine est sécrétée par le
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tissu adipeux comme hormone insulino-sensibilisante et médiante de 1'oxydation des AG
provenant de l'alimentation (188; 534). Ainsi I'hyperleptinémie postprandiale protege de
nombreux organes contre la lipotoxicité due a I'augmentation des lipides circulants (535;
536). Par ailleurs, la leptine agit au niveau hypothalamique non seulement pour induire la
satiété et diminuer l'apport alimentaire, mais aussi pour augmenter la thermogenese, le
métabolisme basal et I'activité cardiaque nécessaire a l'irrigation de tout 1'organisme pour
la distribution des nutriments (344). La leptine est aussi sécrétée comme modérateur de la
sécrétion de l'insuline par le pancréas.

Cependant, 1'obésité augmente le taux de triglycérides circulant dans le sang et
meéne a la résistance a la leptine et donc a l'annulation de tous ses effets métaboliques
(537; 538). De plus, une hyperleptinémie chronique induit en soi une résistance a la
leptine, mais aussi une résistance a l'insuline (539). De ce fait, le controle au niveau
hypothalamique et périphérique est perdu, ainsi que la régulation des sécrétions des
cellules B (540; 541). Ainsi, chez les obeses, le manque de satiété augmente la prise
alimentaire et, en conséquence, la glycémie et la lipidémie. En réponse a I'hyperglycémie,
l'insuline est produite en grandes quantités ce qui aggrave le DT2 chez ces sujets.

Dans notre modele in vivo, il était fort remarquable qu'avec une augmentation
similaire de la leptine dans les groupes males sous di¢tes enrichies en matieres grasses, et
les femelles sous dictes riches en gras animal, les altérations glycémiques étaient
hétérogenes. En effet, en fin de protocole, les males sous diéte riche en gras étaient
diabétiques et les souris sous dietes animales étaient hyperinsuliniques. Deux facteurs
entrent en jeu dans cette dissemblance : la nature des gras et, une fois de plus, le sexe des
souris. En effet, alors que la diete animale semble induire une résistance a 1’insuline
reflétée par 1'hyperinsulinémie dans les deux groupes correspondants, les cestrogenes
agissent chez les femelles pour réguler 1'homéostasie glucidique. Ces hormones sont
connues pour leur action insulino-sensibilisante au niveau hépatique, musculaire et
adipocytaire via leur récepteur ERa (500; 542). L’absence de I’activité des cestrogenes
chez les souris males du méme groupe se refléte par un DT2. Egalement, tel que discuté
ci-dessus, les souris nourries avec la di¢te animale peuvent avoir dans leur circulation
systémique un taux ¢élevé de céramide connues pour induire une résistance a 1’insuline
(543; 544). Ceci expliquerait I’hyperinsulinémie observée chez ces souris. De plus, la
résistine, adipokine connue pour induire une insulino-résistance (545), semble avoir des
effets déléteres accrus en présence de palmitate (546). Ces effets ont été¢ corrélés a
I’augmentation des céramides dans les cellules musculaires.

A P’inverse, la diéte végétale ne semble pas induire une résistance a I’insuline ou a
la leptine qui maintient son effet régulateur de la sécrétion d'insuline dans ce groupe.
Cependant, avec un niveau d'insuline comparable au groupe controle, la diminution du
taux d'adiponectine circulant chez les males de ce groupe pourrait expliquer 1'installation
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de l'hyperglycémie observée. Finalement, les femelles soumises a la dicte végétale
semblent étre résistantes au développement des altérations observées dans les autres
groupes. Ceci est corrélé a une leptinémie comparable aux souris contrdles avec un début
de diminution de I’expression génique d’adiponectine dans leur tissu adipeux.

Par ailleurs, une diminution de la quantité de la cardiolipine peut conduire a
diverses altérations métaboliques au niveau des cellules essentielles du métabolisme,
notamment les cellules musculaires. La cardiolipine, ou diphosphatidylglycérol, est un
phospholipide spécifique des membranes des mitochondries indispensables pour la
structure fonctionnelle des protéines enzymatiques de la chaine respiratoire pour effectuer
la synthése d'ATP. Ce role est bien illustré dans le syndrome de Barth soit une atteinte
cardiaque due a une production défectueuse de cardiolipine, résultant en un fort déficit
dans la production d'ATP. La cardiolipine est aussi un co-facteur déterminant de
I'importation du cholestérol indispensable au déroulement de la stéroidogenese
mitochondriale.

La cardiolipine est composée de 4 chaines d’AG constitutifs polyinsaturés (20 :
Sm3). Sa biosynthese se fait via la voie de la cytidine diphosphate-diacylglycérol et passe
par divers processus de dé-acylation et re-acylation pour produire une forme mature
composée de 3 a 4 moitiés d’acide linoléique (547). La tétralinoleoyl-cardiolipine est
présente en grande quantité dans les muscles et le cceur (548), deux gros consommateurs
de glucides. Il a ét¢ démontré que dans les phases précoces de diabete, lors de
I’installation de [I’intolérance glucidique, le taux de cardiolipine diminue
considérablement dans ces organes (549). Dans notre ¢étude, la variation de ce
phospholipide au niveau de ces organes n'a pas été évaluée. Cependant, la composition de
nos dietes indique que l'apport en acides linol€éique et linolénique, deux AG essentiels
pour la synthése de la cardiolipine, était faible (<0.8 %) dans les dictes enrichies en
matiéres grasses. Etant donné que la synthése de ce phospholipide a pour facteur limitant
ces AG, il est évident que I’apport en AG de I’organisme influence considérablement sa
biosynthese, et par conséquence la fonction mitochondriale (550). Cependant, il est bien
établi que les AG insaturés, notamment l'acide ol€éique, stimule la phosphatidyl-glycérol-
phosphate synthétase, enzyme clé de la synthése de la cardiolipine (551; 552). Or, la dicte
enrichie en matieres grasses végétales contient plus de 60% d'acide oléique dans sa
composition. Cela pourrait avoir des effets bénéfiques sur ce facteur. La carence de
substrat pour sa synthése, empéche le processus de compensation de la perte de la
cardiolipine, ce qui contribue au développement des altérations observées chez les souris.
Cependant, la présence d'acide oléique dans la dicte végétale prévient l'apparition des
dommages observés avec la dicte enrichie en gras animal. L'intolérance au glucose
pousse les cellules musculaires, notamment cardiaques, a utiliser une autre source
d’énergie. Le surcroit de I’utilisation d’AG par la cellule augmente la gen¢se de ROS qui
ont la capacité, entre autre, d’oxyder les lipides polyinsaturés telle la cardiolipine. La
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peroxidation de la cardiolipine et des AG en général est un des facteurs déclencheurs du
processus apoptotique dans la cellule (553; 554). Par ailleurs, le palmitate peut
enclencher la synthése du sn-1,2-dil6:0-phosphatidylglycérol, un précurseur de la
cardiolipine. Cependant, la cardiolipine synthase posséde une faible affinité pour ce
précurseur. Ainsi, le taux de cardiolipine se trouve diminué et les cellules entrent en
apoptose (555; 556).

En dehors de ces aspects relatifs a la composition membranaire en lipides, le
rendement énergétique obtenu avec les AG est plus faible que celui réalisé avec le
glucose, et plus dangereux pour la cellule en cas de surconsommation. En effet, comme
cela a été introduit au début de cette theése, I’oxydation des AG produit moins d’ATP pour
la cellule. Certains auteurs ont évoqué le role physiopathologique d’un déréglement du
métabolisme énergétique des muscles dans le diabete (557). En effet, le métabolisme
musculaire de base est assuré essentiellement par 1'oxydation mitochondriale des AG. En
cas de sollicitation hémodynamique (exercice, digestion, réaction de défense, etc.), le
muscle se met a utiliser du glucose, plus facilement hydrolysable et offrant ainsi un
rendement énergétique supérieur (558). Du fait de l'importance de l'insuline dans le
transport glucidique, une déficience de sa synthése ou une résistance a ses effets peuvent
résulter en une réduction de I'utilisation du glucose, ce qui contraint le muscle a n’utiliser
que les AG pour générer de I'énergie. L'augmentation de la consommation d’AG mene a
une accumulation de produits lipidiques intermédiaires et de ROS générant des
contraintes oxydatives et tous les effets cytotoxiques qui en découlent. Nous pouvons
donc penser que les dictes enrichies en matieres grasses favorisent, de par leur
composition, l'apparition d'une résistance a l'insuline dans les groupes de souris
correspondants.

C. L'insulino résistance et I'activité adipocytaire.

La question de I’origine de I’insulino-résistance n’est a ce jour toujours pas
résolue. Plusieurs hypotheéses ont été avancées. L'hyperlipidémie, en premier lieu, n'est
pas loin d'étre I'une des principales causes de la résistance a l'insuline. En effet,
I'augmentation de l'activité adipogénique de PPARY2 par les AG fournis par les di¢tes
stimule la production de la leptine. Par conséquent, la leptine stimule la production de
TNFa par le tissu adipeux (559) ; processus autocrine induit pour diminuer le stockage
des lipides, puisque le TNFa inhibe l'adipogenese (338; 560; 561). Par ailleurs, la leptine
augmente le taux de I'IL-6 circulant dans un processus visant a diminuer l'adipogenése
dans le méme sens que le TNFa (562). Or, il se trouve que ces deux cytokines sont
impliquées dans les processus d'insulino-résistance, en agissant au niveau des récepteurs
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de l'insuline (339; 563). Il pourrait donc exister un lien direct entre le degré de surcharge
lipidique induit par 1’alimentation et le développement du DT2 et des altérations
cardiaques qui lui sont associées. D'autre part, le TNFa, aussi bien que 1'lL-6, est souvent
évoqué comme cytokine inhibant la production et l'action de l'adiponectine au niveau
périphérique. En effet, chez nos souris males, des deux groupes de dietes riches en gras,
voient leur taux d’ARNm de TNFo augmentés dans leurs tissus adipeux. Méme si son
taux circulant n’est pas varié, le TNFa modulé localement est corrélé a la diminution de
la sécrétion de 1’adiponectine et de son taux d’ARNm. La diminution de cette hormone
hypoglycémiante avait des conséquences sur I'établissement du DT2 chez ces souris et de
la résistance a 'insuline dans le groupe DA des souris males. L'effet domino s'amplifie du
moment ou l'adiponectine, connue pour son role inhibiteur de la production du TNFa et
de 1'[L-6, est diminuée. Chez les souris femelles sous dietes riches en gras, 1’effet anti-
TNFa de I’adiponectine, dont le taux circulant est resté néanmoins normal par rapport au
groupe contréle, peut avoir prévenu I’hyperglycémie chez ces souris. Cependant, la
diminution du taux d’ARNm codant pour ’adiponectine dans le tissu adipeux de ces
souris laisse présager une diminution de son taux circulant avec un protocole prolongg.
Ainsi, nous pouvons dire que les souris femelles sont seulement décalées dans le temps
vis-a-vis des souris males quant au développement du DT2 mais aussi non totalement
protégées.

D'autres facteurs sont reliés a 1'obésité et peuvent mener a la résistance a l'insuline. En
effet, la résistine et le RBP-4 sont deux adipokines bien connues pour leur capacité a
induire une résistance a l'insuline. La résistine stimule la production du TNFa et de 1'[L-6
(479), deux cytokines altérant la sensibilité a 1'insuline, comme discuté précédemment. La
résistine ainsi augmentée dans le groupe DA a contribué a I’installation de I’hyper-
insulinémie dans ce groupe. Par ailleurs, méme si son effet n'est pas tres clair chez
I'humain, il est bien établi que la RBP-4 altére la signalisation insulinique dans les
muscles murins (399). L'implication du RBP-4, sécrété par le tissu adipeux viscéral, est
fort plausible dans notre modele (564). De ce fait, les souris males, présentant une
accumulation viscérale de tissu adipeux plus ¢élevée que les femelles, souffrent davantage
d’hyperglycémie que celles-ci.
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X. La cardiomyopathie diabétique des souris.

Nous avons discuté ci-dessus qu'une altération de la production de cardiolipine
pourrait €tre I’'une des conséquences des dictes fournies aux souris. Cette altération mene
a une dysfonction mitochondriale importante dans le tissu musculaire et notamment
cardiaque. L'altération de la fonction mitochondriale est bien connue pour son effet
hypertrophiant au niveau cardiaque (565). Par ailleurs, I'hyperglycémie possede
également des effets délétéres sur les mitochondries. En effet, I'augmentation de la
glycémie systémique cause la production de ROS par les mitochondries (566), ce qui
entraine une dysfonction contractile des cardiomyocytes (567). L'augmentation de ROS
inhibe la production de NO entrainant une inflammation cardiaque et une dysfonction
endothéliale (568).

Indépendamment de l'impact de I'hyperglycémie, I'augmentation du taux des AG
circulants de nos souris serait un autre facteur responsable des perturbations métaboliques
cardiaques menant a la cardiomyopathie. En effet, un excés de TAG dans les
cardiomyocytes est associ€¢ a une hypertrophie cardiaque, a 1’apoptose et au
développement de cardiomyopathie (569). L'augmentation de la [-oxydation et
I'accumulation d'AG dans les mitochondries peuvent induire leur dysfonction (570). De
plus, l'utilisation d'AG par les cellules diminue 1'emploi de glucose dans le métabolisme
et entraine la production de ROS et donc de dysfonction contractile (571).

Un autre facteur pourrait contribuer a [’apparition de la cardiomyopathie
diabétique chez les souris. Nous avons, en effet, observé une nette augmentation de la
leptine plasmatique chez ces animaux. Cette adipocytokine a été décrite comme un
activateur de I’activité du systéme nerveux sympathique, suite a son action au niveau du
systeme nerveux central (344). Cette activation est responsable de I’induction d'une
tachycardie, ce qui augmente le travail et donc parallelement le métabolisme cardiaque et
la production de ROS. De plus, elle peut stimuler D’activité du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone (SRAA) contribuant a aggraver 'hypertrophie et le remodelage
cardiaque (572). Le SRAA contribue a la formation de fibrose interstitielle (557). Cela
peut induire une réduction de la compliance myocardique et une augmentation des
pressions de remplissage ventriculaire.

Des altérations morphologiques et fonctionnelles ont ¢été¢ détectées en
échocardiographie, associées a 1'hypertrophie ventriculaire chez les souris nourries avec
les dietes riches en gras. Cependant, des études tissulaires et cellulaires plus approfondies
seraient nécessaires pour mieux €lucider les mécanismes impliqués dans le
développement de la cardiomyopathie diabétique de ces souris.
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XI. Modéle cellulaire de milieu conditionné

L'athérosclérose est une association variable de remaniements de l'intima des
artéres consistant en une accumulation locale de lipides, de glucides complexes, de sang
et de produits sanguins ainsi que de tissus fibreux et de dépots calcaires, le tout
s'accompagnant de modifications de la média. Le DT2 1i¢ a I'obésité est un facteur
contribuant au développement du processus inflammatoire caractéristique de
I’athérosclérose. Ces altérations métaboliques liées a I'augmentation de la masse
adipeuse, induisent des dysfonctions artérielles menant a l'athérosclérose. Alors qu’une
Iésion de l'endothélium est mise en cause, certaines ¢tudes pointent la dysfonction des
CML comme déclencheur de I’athérosclérose. Des études récentes ont confirmé la
présence de CML dans les plaques athérosclérotiques. Ces cellules provenant de la média
présentaient un phénotype différent des CML natives (573; 574). Méme si leur role dans
l'athérogénése n'est pas clair, la différenciation de ces cellules en cellules spumeuses est
cependant bien démontré (127). De plus, ce changement phénotypique est jumelé a un
changement fonctionnel de ces cellules qui expriment des marqueurs des macrophages
(575).

Les facteurs impliqués dans les altérations fonctionnelles et phénotypiques des
CML sont encore mal connus. Etant donné que ces altérations sont souvent reliées a
I'obésité et au DT2, 1'implication du tissu adipeux dans ce processus ne peut étre exclue.
En effet, le tissu gras n'est pas un simple tissu passif de stockage énergétique, mais aussi
une glande active sécrétant diverses adipokines. Ces facteurs regroupent des molécules
inflammatoires parmi lesquels le TNFa et de nombreuses interleukines (IL-6, IL1f3, 1L-8
et IL-10) (576). L'obésité est la conséquence d'importants changements dans le nombre
(hyperplasie), la taille (hypertrophie) et la fonction des adipocytes ainsi que I’activité de
leurs récepteurs nucléaires notamment PPARy. La nature des AG fournis par les di¢tes
régulent P’activit¢ de PPARYy et influencent ainsi I’adipogenese et la morphologie des
cellules (577). Ainsi, dépendamment de leur nature, les AG circulants induisent leur
stockage dans les vésicules lipidiques des adipocytes ou leur mitose. En conséquence, le
tissu adipeux s hyperplasie ou s hypertrophie. Dans ce dernier cas, le métabolisme des
adipocytes est plus affecté¢ et tend a développer une résistance a I’insuline (578). Ce
processus permet ainsi aux cellules adipeuses d’arréter le stockage infini d’AG. La
sécrétion d'adipokines est ainsi modulée en fonction de la nature des AG circulants dans
I’organisme comme cela fut établi dans notre modéele in vivo.

Dans 1'optique de mieux comprendre le role du tissu adipeux dans I'athérogénése,
nous avons voulu, dans la deuxiéme partie de ce projet, évaluer I’impact des adipocytes
sur les CML. Pour cela, nous avons extrait les cellules adipeuses des différents groupes
de souris, présentant divers stades d'altérations métaboliques allant jusqu'au DT2. Ces
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cellules ont servi a conditionner des milieux de cultures cellulaires afin d'étudier 1'impact
des sécrétions adipocytaires sur les CML. Ce protocole a montré pour la premicre fois
I'impact des adipocytes matures indépendamment des autres composantes du tissu
adipeux sur les CML. Ces cellules flottantes a morphologie sphérique gorgées de lipides
ont maintenu leurs caractéristiques morphologiques ou physiologiques en culture pendant
plus de 72 h. Nous avons ainsi pu démontrer des effets de stimulations dépendantes des
surnageants des adipocytes sur la prolifération, la migration et la viabilité de ces cellules.

A. Influence des diéetes

L’augmentation de la masse adipeuse dans 1’obésité est associée a une hyperplasie
et une hypertrophie des adipocytes du tissu adipeux (234; 579). Cette balance entre
hypertrophie/hyperplasie cellulaire est déterminée en fonction de la localisation du tissu
adipeux, de la disponibilité des précurseurs des adipocytes et de la nature des AG stockés
(235). Ainsi, un taux faible d’adipogenése dans le tissu adipeux meéne a une hypertrophie
adipocytaire (236). L'analyse par microscopie des adipocytes extraits des différents
groupes de souris a réveélé que la nature du gras des di¢tes modulait de fagon importante
la morphologie et la physiologie de ces cellules. Comme cela est démontré dans la Figure
6-1, la taille ainsi que la densité des cellules adipeuses dans un extrait de tissu adipeux
digéré, varie selon la diete et le sexe de la souris d'ou est extrait le tissu. Ainsi, nous
avons discerné des différences entre les souris controles et les souris obéses, qui
présentaient une hyperplasie (comptage aprés digestion du tissu gras) et une hypertrophie
des adipocytes au sein de leurs tissus gras. Ces modulations morphologiques sont non
seulement reliées a la nature des dictes, mais aussi au sexe des souris. En effet, la diéte
enrichie en gras animal induit plus d'hypertrophie que la diete enrichie en gras végétal en
plus de I'hyperplasie tel que nous 1’avons remarqué lors de l'extraction des adipocytes.
Par ailleurs, les cellules adipeuses sont relativement moins hypertrophiées chez les
femelles.

L'apport lipidique, ainsi que les altérations métaboliques, influencent en grande
partie ces parametres. En effet, PPARy2, qui a été présenté dans l'introduction de ce
rapport comme le récepteur nucléaire responsable de la différenciation adipocytaire, est
modulé par le type des AG circulants et de leurs métabolites (578). Nous avons démontré
que le taux d’ARNm de ce récepteur nucléaires est diminu¢ dans le tissu adipeux des
souris soumises a des dictes enrichies en gras. Un taux faible d’adipogenese dans ce tissu
méne a I’hypertrophie adipocytaire tel qu’observé dans notre expérience (236). Les
femelles dans chaque groupe de di¢te semblent avoir des adipocytes moins hypertrophiés
que chez les males. Ceci est correlé aux taux d’expression d’ARNm des récepteurs
oestrogéniques plus élevés chez les femelles qui préviennent ce phénomene (437).
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L'hypertrophie des adipocytes indique leur saturation en AG et la modulation de
leur métabolisme a ce stade de 1'étude (578). Ainsi, ces cellules deviennent insulino-
résistantes, processus naturel qui se produit pour limiter le développement du tissu
adipeux et de I'obésité. Ce processus, physiologique au départ, se transforme en un état
pathologique avec I'inhibition de la lipogenése et l'activation de la lipolyse.
Subséquemment, le taux d'AG libéré dans la circulation augmente ce qui altéere la
physiologie et le fonctionnement d'autres cellules de 1'organisme, notamment les cellules
musculaires qui n'ont plus de sources énergétiques autres que les AG. La composition et
la nature en gras des di¢tes influencent ainsi le profil sécrétoire des adipokines. En
conséquence, les cellules dont le métabolisme est régulé par ces médiateurs de
I'homéostasie glucidique et lipidique sont affectées.

En confirmation des évaluations in vivo, nous avons déterminé un profil de
sécrétion de leptine et d'adiponectine équivalant dans les surnageants des adipocytes en
cultures. Ainsi, les adipocytes provenant de souris soumises a des dictes enrichies en
matieres grasses voient leur production de leptine augmentée, et celle de 1'adiponectine
diminuée. Ces modulations vont en paralléle avec les modulations morphologiques et
géniques (ARNm d’adiponectine, de TNFa, etc.) du tissu adipeux ; les deux étant
influencés par la nature des gras des dietes mais dépendent également de la stimulation
des adipocytes. Le degré de modulation de la balance adiponectine/leptine dans les
surnageants des adipocytes en culture influence a un grand niveau le phénotype, la
morphologie et la viabilit¢ des CML vasculaires.

B. Conditions de cultures des adipocytes et leurs effets sur les
cellules musculaires lisses

Il est bien établi que la fonctionnalité des adipocytes est perdue lorsque I'obésité
survient. Ceci est associé a I'hypertrophie cellulaire, au déséquilibre entre la lipogenese et
la lipolyse, a la dérégulation des facteurs clés de 1'adipogenése et a une résistance aux
signaux externes régulant I'homéostasie cellulaire telle l'insuline (545). Nous avons
montré ci-dessus que les adipocytes des souris sous dietes enrichies en gras étaient
hypertrophiés. Dans le but d'é¢tudier I'impact de ces modulations physiologiques et des
altérations associées des cellules adipeuses sur les CML, l'expérience de milieux
conditionnés a été¢ mise en place dans la deuxiéme partie de ce projet de doctorat. Les
adipocytes ont ¢été isolés par une série de digestion et de lavage du tissu adipeux des
différents groupes de souris. Aprés 24 heures de culture en présence ou non de
stimulation insulinique et/ou glucidique, les milieux de cultures des adipocytes ont été
récoltés pour stimuler des CML d'aortes isolées de souris saines. Cela nous a permis
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d'étudier, en conditions physiologiques et pathologiques, I'impact des sécrétions
adipocytaires sur la physiologie et la viabilit¢ des CML dans le but d'¢lucider certains
processus physiopathologiques pouvant mener a l'athérogénese.

1. Adipocytes non stimulés

Pour évaluer les effets des modifications diete-dépendantes du tissu adipeux sur
les CML, des cellules adipeuses ont €t¢ extraites des différents groupes de souris pour
conditionner les milieux de culture des CML saines. Les surnageants d'adipocytes des
souris soumises aux dictes enrichies en gras contenaient 3 fois plus de leptine que les
surnageants des cellules contrdles. Par ailleurs, la sécrétion d'adiponectine était diminuée
de plus de 50 % dans les groupes correspondants. Ce débalancement dans le rapport de
ces deux adipokines dans les milieux de culture des adipocytes provenant des souris des
groupes de dietes riches en gras a eu un impact bien marqué sur les CML. Ainsi les CML
perdent leur morphologie fusiforme caractéristique des CML saines au détriment d'une
forme pentagonale diffuse. Par ailleurs, les cellules traitées avec les surnageants des
adipocytes du groupe AD présentaient des vésicules lipidiques caractéristiques des
cellules spumeuses. Ces vésicules sont mises en évidence par la coloration Oil Red O
spécifique des lipides. A ces altérations morphologiques est associée une désorganisation
des filaments alpha d'actine des CML observée en microscopie confocale (Figure 6-2).

A ces modifications morphologiques sont également associées des altérations
fonctionnelles et physiologiques. Ainsi, les CML traitées par les surnageants des
adipocytes males du groupe DA proliféraient moins que les deux autres groupes. Au
contraire, les CML femelles traitées par les surnageants du méme groupe augmentaient
leur potentiel prolifératif. L'augmentation de la prolifération des CML traitées par ces
surnageants était attendue surtout que la leptine, connue pour son effet pro-prolifératif
(361), était augmentée et que l'adiponectine anti-proliférative (580) était diminuée dans
les surnageants correspondants. Toutefois, 1'augmentation de la prolifération est absente
dans le groupe des males; elle est méme réduite dans les CML traitées avec les
surnageants des adipocytes du groupe DA. En effet, le taux d'adiponectine par rapport au
groupe contrdle est beaucoup plus séverement réduit dans le groupe des males que dans
le groupe des femelles. De ce fait, 'oxydation des AG dans ces cellules est beaucoup plus
importante et la production de ROS I'est en conséquence (581).

Les lipides connus pour prévenir la prolifération des CML sont absents dans les
dictes grasses, notamment l'acide linol¢ique (582). De plus, I'acide oléique qui promeut la
prolifération des CML est présent dans les dietes grasses (583). Donc, comment les
adipocytes du groupe DA des souris males réduisent-ils la prolifération par rapport aux
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deux autres groupes? Ceci est dii au fait que les adipocytes du groupe DA ont induit
I'apoptose des CML caractéris€ée par l'augmentation de l'expression de FAS et une
¢lévation significative de l'activité de la caspase-3. Cette apoptose est la conséquence de
I’augmentation de I’expression de TNFa par les adipocytes de ce groupe (584). De plus,
le DT2 développé par les souris augmente le nombre de protéines glyquées (AGE,
Advanced Glycation End-products) dans les parties intracellulaires et membranaires
(585). Les AGE diminuent d'une part la sensibilit¢ a I'insuline des adipocytes et
augmentent d'autre part la production de ROS dans les cellules correspondantes (586). De
ce fait, la lipolyse est augmentée dans les adipocytes ce qui augmenterait la libération des
AG saturés des vésicules lipidiques dans le surnageant connus pour étre pro-apoptotiques
(131; 587). De plus, la glycation des protéines, qui peut toucher aussi les protéines
sécrétées par les adipocytes tel que les adipokines, entraine I'augmentation des AGE dans
les surnageants des adipocytes. Ceux la agiraient au niveau des CML pour induire la
production de ROS et de I'apoptose en conséquence. Finalement, comme discuté
précédemment, la DA est riche en palmitate propice a la production de céramide. Ainsi,
ces cellules adipeuses, considérées insulino-résistante, peuvent saturer le milieu de
culture en céramide et potentialiser ainsi le processus apoptotique dans les CML (531).

L'apoptose est aussi induite dans le groupe des CML femelles mais elle n'affecte
pas au méme degré la prolifération cellulaire. Ceci est probablement di au fait que les
surnageants des adipocytes provenants des souris femelles contiennent une concentration
d'adiponectine plus ¢levée que dans les surnageants des adipocytes extraits des souris
males. Le role de cette adipokine dans ce processus n'est pas clairement établi, mais on
pourrait croire qu'elle stimulerait la prolifération via son action insulino-sensibilisante
(588). De ce fait, le taux de cellules en apoptose dans le groupe des femelles serait
compens¢ par le taux de prolifération induit par I'adiponectine qui est augmentée chez les
femelles. Toutefois 1'apoptose pourrait étre la cause de l'absence de corrélation entre le
taux de prolifération et le niveau de la leptine dans les surnageants des adipocytes de ce
groupe. Finalement, les gras d'origine végétale ne semblent pas induire une modulation
de la prolifération ou une induction de I'apoptose comparé au groupe controle. Ceci est
corré¢lé a la morphologie adipocytaire qui demeurait moins hypertrophiée que leurs
homologues de la DA. En effet, nous pouvons nous attendre a une sensibilité normale de
ces cellules aux facteurs externes pour réguler leur fonction en dépit de la modulation de
leur sécrétion d'adipokines. De plus, les AG mono-insaturés contenus dans ces cellules et
qui sont sécrétés dans leurs surnageants sont moins déléteres que les AG saturés du
groupe DA (131).

Par ailleurs, le débalancement semblable mais non équivalant des adipokines dans
les surnageants des adipocytes des souris males et femelles sous dictes riches en gras
induit une modulation différentielle de la migration des CML. Alors que les adipocytes
males augmentent la migration des CML, les cellules femelles présentent une modulation
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inverse. Dans ces groupes, nous avons ¢valué un taux élevé de leptine dans les
surnageants adipocytaires : adipokine stimulatrice de la migration des CML (361). Cela
expliquerait 1'augmentation de la migration dans le groupe des males dont les adipocytes
ont sécrété jusqu'a 4 fois plus de leptine que les groupes contrdles. Par ailleurs, la
diminution de la migration des CML induite par le surnageant des adipocytes du groupe
des femelles est due a la forte concentration des surnageants adipocytaires en
adiponectine par rapport aux groupes males. En effet, cette adipokine est connue pour
prévenir la migration cellulaire (589). De plus, malgré son augmentation par rapport au
groupe contrdle, la leptine reste cependant 4 fois moins élevée dans les surnageants des
adipocytes des souris femelles en comparaison avec les cellules des souris males
correspondantes.

Sur le plan physiologique, les surnageants des adipocytes provenant des souris
alimentées avec des dietes riches en gras ont induit une augmentation de l'expression
génique de CD36 dans les CML sans affecter celui du récepteur a l'insuline.
L'augmentation de 1'expression de ce récepteur éboueur refléte la capacité de ces cellules
a capturer des AG et mener leur phénotype vers des cellules spumeuses (590). Cela est
bien démontré par le marquage Oil Red O qui illustre une accumulation des AG dans le
cytoplasme des cellules notamment celles traitées par les surnageants d'adipocytes du
groupe DA (Figure 6-2). Cette accumulation des AG est fort probablement responsable
des altérations morphologiques des CML reflétées par la désorganisation des filaments
d’actine, mais également de l'apoptose induite dans les cellules traitées avec les
surnageants des adipocytes du groupe AD.

Cependant, l'expression de I'ARNm de CD36 dans les CML peut ne pas étre
corrélée a son expression protéique dans ces cellules. En effet, les protéines de ce
récepteur sont localisées dans des vésicules intracellulaires et leur recrutement a la
membrane nécessite des stimuli externes dont I’insuline. La résistance a 1’insuline des
CML traitées avec les surnageants des adipocytes peut étre une cause de I’augmentation
de I’expression de I’ARNm de CD36. La présence de surplus d’AG dans les surnageants
stimulerait dans ce cas I’expression de CD36 mais le manque de réponse a 1’insuline
empéche néanmoins son recrutement a la membrane. Ceci est probablement di a un
controle cellulaire de I’intégration des lipides dans leur cytoplasme surtout qu’il a été
démontré que I’abscence de recrutement des CD36 a la membrane retarderait le
développement d’une résistance a 1’insuline (591). Toutefois, des expériences récentes
ont montrées une augmentation d’expression protéiques et géniques de CD36 dans les
cellules musculaires de sujets obeses résistant a I’insuline et ce cas de figure ne peut étre
exclu de nos expériences (590).

D'autres facteursprésents dans les surnageants adipocytaires, comme les AGE par
exemple, peuvent augmenter I’expression de CD36. En effet, il est établi que les cellules
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musculaires saines expriment ces récepteurs en réponse a une surcharge lipidique pour
améliorer leur oxydation et la production d'énergie (592). L'expression de ces récepteurs
membranaires est essentiellement induite par les AG mono-insaturés, notamment 1'acide
oléique présents dans les deux dictes enrichies en gras (593). Cependant, les adipocytes
des souris males du groupe DA induisent plus d'expression de CD36 que ceux du groupe
DS et DV. Les adipocytes de ce groupe provenant de souris diabétique tel que discuté ci-
haut, augmenteraient 1'expression des récepteurs éboueurs CD36 bien connus pour étre
des récepteurs des AGE (594; 595).

D'un autre c6té, le taux d'expression de CD36 était plus élevé chez les femelles
par rapport aux males dans tous les groupes de traitement. Rappelons que les CML
provenaient des souris de méme sexe que celui des adipocytes conditionnant leur milieu
de culture. Donc les CML traitées par les adipocytes des souris femelles proviennent de
souris femelles. Or ces dernieres sont connues pour avoir des récepteurs moins sensibles
a l'insuline que les males (596). De ce fait, nous pouvons émettre 1'hypothése que pour
contrecarrer la moindre sensibilité a I'insuline, les CML femelles exprimeraient plus de
CD36, connu pour renverser la résistance a l'insuline (597). Cette hypothése va en
parallele avec le manque d'accumulation de gras dans les cellules correspondantes et ce
malgré le taux ' ARNm de CD36 comparable a ceux des CML traitées par le surnageants
des adipocytes du groupe DA.

Finalement, les adipocytes provenant des souris femelles du groupe DV ont induit
via leur sécrétion une réduction de l'expression génique du récepteur a l'insuline. En effet,
les AG contenus dans les adipocytes sont essentiellement des AG mono-insaturés
notamment de l'acide oléique. Ce dernier, comme discuté précédemment, est un insulino-
sensibilisant aussi bien au niveau cellulaire qu'au niveau systémique (524-526). De ce
fait, la présence de ces AG dans les surnageants adipocytaires augmenterait la sensibilité
des CML a l'insuline. Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothése que l'effet de l'acide
oléique jumelé a celui de l'adiponectine induit un rétrocontrole négatif contre le récepteur
a l'insuline du fait de I'hypersensibilit¢ a l'insuline qui s'installe. Cet effet n'a pas été
observé avec les adipocytes males qui sécretent 4 fois moins d'adiponectine que le groupe
femelle. Finalement, la résistine, une adipokine pro-proliférative, pourrait jouer un role
dans la prolifération des CML de notre modele expérimental (598). En effet, le taux
circulant de cette adipokine est augmenté dans les souris soumises a la diete riche en gras
animal. Quoique non vérifié, cela pourrait avoir une influence sur son taux dans les
surnageants des adipocyte de ce groupe mis en culture.

2. Stimulation en condition d'hyper insulinémie
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L'hyper-insulinémie est 1’'une des caractéristiques du DT2. Dans l'objectif de
mieux comprendre la réponse des adipocytes a une stimulation d'insuline, nous avons
stimulé ces cellules avec un taux d'insuline comparable a celui des souris diabétiques. Les
cellules de souris contrdles que nous considérons normales ou celles des souris
hyperglycémiques et/ou hyperinsuliniques ont ét¢ comparées entre elles. D'une fagon
globale, cette stimulation augmente légérement la production d'adiponectine par les
adipocytes des groupes femelles et du groupe male sous DS sans l'affecter chez les males
des groupes DV et DA. Par ailleurs, l'insuline augmente également la leptine dans les
surnageants adipocytaires de tous les groupes. Ces modulations de sécrétions de ces
adipokines ne modifient pas I'impact des surnageants des adipocytes sur la morphologie
des CML par rapport aux surnageants des adipocytes non stimulés. Cependant, elles
exercent un impact direct sur les autres parametres physiologiques.

L'augmentation du taux d'adiponectine dans les surnageants des adipocytes des
souris males du groupe DS a induit une diminution de la prolifération des CML par
rapport aux surnageants des adipocytes non stimulés. Par ailleurs, 1'augmentation de 2 a
4 fois de la leptine dans les surnageants des adipocytes des groupes femelles, suite a la
stimulation insulinique, a induit une augmentation de la prolifération des CML. Ces
observations vont en parallele avec 1'effet antiprolifératif de I'adiponectine et avec 1'effet
pro-prolifératif de la leptine. Par ailleurs, il est bien établi que 1'insuline induit la sécrétion
du VEGF et du FGF par les adipocytes, deux facteurs connus pour promouvoir la
prolifération des CML (599-601). De plus, nous avons démontré chez nos souris femelles
que le taux d'expression d'ERa dans leurs adipocytes était 4 fois plus élevé par rapport
aux adipocytes des males. Ces récepteurs sont connus pour leurs effets insulino-
sensibilisants (602). De ce fait, nous pouvons en déduire que les adipocytes femelles sont
plus sensibles a la stimulation d'insuline et sécrétent plus, de ce fait, de facteurs de
croissance pro-proliférative. En conséquence, les adipocytes des souris femelles des
groupes DV et DA induisent plus de prolifération des CML par rapport au groupe
controle. Ceci va en parallele avec I'hypo-adiponectinémie des surnageants des
adipocytes correspondants. Les surnageants du groupe controle avec leurs taux
d'adiponectine stable et deux fois plus €levé restent anti-prolifératifs.

Les surnageants des adipocytes des souris males, quant a eux, ne modifient pas la
prolifération des CML par rapport aux adipocytes non stimulés. Dans le groupe DV, les
cellules répondent a la stimulation d'insuline en relation avec I'état général des souris
correspondantes. De ce fait, I'insuline induit la lipogenese dans ces cellules qui sécrétent
moins d'AG dans leurs surnageants. Par ailleurs, la diminution du taux d'expression
d'ERa dans les adipocytes, ainsi que la faible concentration d'adiponectine limiteraient
cette sensibilité a l'insuline et ses effets sur la sécrétion d'agents pro-prolifératifs. Par
ailleurs, les cellules du groupe DA des males diabétiques sont moins sensibles a 1'insuline
et sollicitent ainsi moins cette hormone. Ceci expliquerait l'augmentation du taux
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d'expression des récepteurs a l'insuline dans les CML correspondantes qui se trouvent
avec plus d'insuline dans les surnageants. De plus, les cytoplasmes gorgés de lipides
inhibent la signalisation intracellulaire de I'insuline (603). Ainsi, le taux d'AG dans leurs
surnageants serait plus ¢levé dii 4 un manque de signalisation d'insuline qui stimule la
lipolyse ce qui induirait plus d'apoptose au niveau des CML. Ceci est mis en lumiere dans
ce groupe stimulé a l'insuline, qui augmente les facteurs apoptotiques dans les CML.
Cette induction de la mort cellulaire expliquerait le manque de prolifération en plus du
manque de réponse a l'insuline et de production d'agents pro-prolifératifs.

En outre, il est bien établi que la concentration d'adiponectine est inversement
corré¢lée a celle de la résistine (604). Cette adipokine qui posseéde des effets pro-
proliférative sur les CML (598), pourrait étre induite dans les adipocytes femelles du
groupe DA qui présentent une réduction de leur ARNm d’adiponectine par rapport aux
autres groupes et une diminution de son taux d’expression dans leur surnageants
correspondants. De plus, ce groupe présentait une augmentation de la sécrétion de
résistine dans sa circulation systémique in vivo.

Par ailleurs, la migration des CML est augmentée suite a la stimulation par les
surnageants d'adipocytes des groupes de souris males sous dicte enrichie en gras. Elle est
diminuée en réponse a la stimulation des surnageants adipocytaires du groupe DV et
modérément augmentée dans le groupe DA. Ceci va en concordance avec I'hypothese
discutée ci-dessus quant au rdle de l'insuline dans la sécrétion de facteurs pro-prolifératifs
par les adipocytes. En effet, les surnageants des adipocytes du groupe des femelles, que
nous supposons concentrés en facteur de croissance, équilibrent le gradient de chémio-
attractant entre les deux compartiments de la plaque de migration. Ceci limiterait la
migration cellulaire en fonction de la concentration des facteurs des deux cotés. Au
contraire, chez les males, nous avons démontré que les adipocytes sécréteraient moins
voire pas du tout de ses facteurs et les cellules migrent plus facilement.

Finalement, les CML traitées par les surnageants des adipocytes des groupes DV
et DA males stimulés a 1l'insuline migrent plus qu'avec les surnageants des cellules non
traités. Ceci peut étre dii a une activation de PPARy du fait de la sécrétion d'AG en
réponse a la résistance a l'effet lipogénique de l'insuline, surtout dans le groupe DA. En
effet, PPARY est connu pour son effet pro-prolifératif et pro-migratoire (605; 606). Cette
activation de PPARY se refléte par un niveau plus important d'expression de CD36 dans
les CML étant donné que ce récepteur nucléaire augmente I'expression de CD36 in vitro
pour induire un phénotype macrophagique (575). Finalement, 1'expression de CD36 dans
les CML des groupes controles et des groupes femelles est dii a la stimulation insulénique
connue pour son role dans I'augmentation de 1'expression de ce récepteur (607). De plus,
la résistine, dont la concentration est inversement proportionnelle a celle de
I'adiponectine, pourrait étre augmentée dans les surnageants des adipocytes qui diminuent
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leurs sécrétions d'adiponectine. Nous parlons plus spécifiquement des surnageants du
groupe DA des males et des femelles ou l'adiponectine est la plus affectée et ou le taux de
résistine est augmenté in vivo. De ce fait, sa présence dans ces surnageants induirait
I'expression de CD36 pour contrecarrer 1'effet de I'adiponectine qui I'inhiberait (608-610).

3. Stimulation en condition d'hyperglycémie ou de diabéte de type 2

Les signes précoces de l'installation du DT2 sont le développement de
l'intolérance au glucose et 'augmentation de la glycémie systémique. A des phases plus
avancées de la maladie, I'hyper-insulinémie se développe du fait de la résistance a
l'insuline et le DT2 s'installe ainsi. Pour reproduire 1'environnement des adipocytes des
souris intolérantes au glucose ou diabétiques, et pour <¢&tudier l'impact de cet
environnement sur les cellules des autres groupes, nous avons mis en culture les
adipocytes des souris des différents groupes dans un milieu reproduisant les conditions
d'une intolérance au glucose (hyperglycémie) ou de DT2 (hyperglycémie + hyper-
insulinémie).

La stimulation glucidique augmente la sécrétion d'adiponectine et de leptine dans
les surnageants de tous les groupes d'adipocytes. Cet effet physiologique est attendu,
étant donné que ces adipokines sont sécrétées en cas d'hyperglycémie postprandiale pour
réduire la prise alimentaire et augmenter la consommation de glucose pour réduire la
glycémie (187; 611; 612). Par ailleurs, la stimulation insuline + glucose semble induire
moins d'effet que la stimulation glucidique quant a la sécrétion de la leptine et de
I'adiponectine. Ceci est fort probablement dii au fait que l'insuline induit l'entrée du
glucose dans les cellules et stimule la lipogenese qui consomme le glucose présent dans
les milieux de culture. Ceci réduit I'impact de ce dernier sur la sécrétion de ces adipokines
dans les surnageants adipocytaires.

Ces dissemblances dans la sécrétion des adipokines n'affectent par les effets pro-
prolifératifs et pro-migratoires des adipocytes sur les CML dans tous les groupes de
traitement. Ainsi, les surnageants d'adipocytes de tous les groupes de souris induisent le
méme niveau de prolifération des CML, sans différences significatives entre les deux
types de stimulations dans un groupe d’un sexe donné. Par ailleurs, seul les adipocytes
des groupes DV et DA des souris males et femelles augmentent la migration des CML
avec un effet plus marqué avec la stimulation glucidique. Cette derniére induit plus de
migration du fait de l'absence d'induction des facteurs pro-migratoire stimulés par
l'insuline.

Ces effets pro-prolifératif et pro-migratoire sont corrélés avec une augmentation
accrue de la leptine qui stimule ces deux processus (2 a 6 fois) par rapport a
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I'augmentation de l'adiponectine qui demeure modérée pour contrer les effets de la
leptine. Ainsi la balance adiponectine/leptine qui contrdle la prolifération et la migration
penche pour la leptine dans les deux cas de stimulation. Ces effets restent toutefois moins
drastiques dans la migration des CML des cellules femelles du fait de l'implication
possible d'ERa qui, comme discuté ci-dessus, induirait plus de sécrétion de facteurs de
croissance qui débalanceraient le gradient migratoire.

Par ailleurs, nous nous attendions a un effet plus prononcé des surnageants des
adipocytes du groupe DA male du fait de leur résistance a l'insuline et a ses effets.
Cependant, ces surnageants induisent encore plus d'apoptose au niveau des CML, ce qui
explique le moindre impact qu'attendu sur leur prolifération. De plus, la stimulation
insuline + glucose des adipocyte du groupe DV des femelles induit aussi 1'apoptose des
CML. Nous pouvons penser que les adipocytes de ce groupe, provenant de souris qui
n'ont présenté ni hyperglycémie ni hyperinsulinémie, ont subit un choc avec cette
stimulation aigué€ qui induit a la fois la lipogenese et la sécrétion d'adipokine. Ces
conditions aigués peuvent induire l'apoptose des adipocytes qui sécrétent ainsi des
facteurs apoptotiques dans leurs surnageants et induire l'apoptose des CML. Cette
hypothése pourrait étre vérifiée par le dosage des facteurs apoptotiques dans les
surnageants correspondants.

En outre, dans un DT2 (hyperglycémie + hyper-insulinémie), la production de la
résistine est augmentée par les adipocytes (401; 613). Cette adipokine, connue pour ses
vertus insulino-résistante et hyperglycémiante qui réduisent la capture glucidique (614;
615), a été augmenté in vivo chez les souris alimentées avec la diete animale. De ce fait,
la stimulation insulinique dans une condition de DT2 perd de son effet et la production
d'agent pro-prolifératif et pro-migratoire est stimulée. Par ailleurs, le taux d'expression de
CD36 est augmenté dans les CML stimulées avec les surnageants des adipocytes stimulés
avec insuline + glucose mais diminué avec les surnageants des adipocytes stimulés avec
glucose. Ceci peut aussi étre reli¢ a la production de résistine connue pour induire
I'expression de CD36 (608; 609). Au contraire, le glucose seul diminuerait la résistine
d'une part et augmenterait la lipogenese d'autre part, ce qui diminuerait la présence de
résistine et d'AG dans les surnageants. Ceci induit moins d'expression de CD36 dans les
CML traitées dans de telles conditions de culture.

Finalement, I'augmentation du taux d'expression génique du récepteur d'insuline
dans la condition de DT2 va en parallele avec I'hypotheése de la diminution de la
sensibilité a I'insuline, du fait de I'augmentation de la résistine, surtout dans les groupes
DA des souris males et femelles. Par ailleurs, la stimulation induit le méme taux
d'expression du récepteur d'insuline dans les CML, étant donné que la stimulation réduit
le taux d'AG dans les surnageants tout en stimulant la lipogenese ce qui se répercute par
une meilleure sensibilit¢ a l'insuline et par moindre besoin de leurs récepteurs.
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Uniquement dans le groupe des males sous DA qui sont insulino-résistants, la lipolyse
peut étre maintenue et les AG surtout saturés de la DA diminuent la sensibilité a 1'insuline
(519).
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XII. Conclusion et perspectives

La nature du gras des dic¢tes semble étre un modulateur important dans
I’établissement du DT2 chez les souris. De plus, notre modele animal a montré une
différence de réponse a ces dictes en fonction du sexe des souris. Ainsi, nous avons
démontré le développement des altérations métaboliques en réponse aux dictes chez les
femelles étaiet décalées dans le temps, méme avec quatre semaines supplémentaires de
dicte. De plus, les femelles développent une hyper-insulinémie au début des altérations a
la différence des males qui étaient plutdt intolérants au glucose apres 20 semaines de
dicte. La nature de la stimulation des adipocytes joue un réle dans le profil des adipokines
produites par le tissu adipeux, contribuant ainsi aux altérations métaboliques et
cardiaques liées au DT2. Le récepteur des cestrogénes ERa influence l'activité de leur
récepteur nucléaire spécifique PPARY2 pour retardé I'apparition des altérations
métaboliques. C'est ainsi que nous avons €valué un taux d'adiponectine plus ¢élevé chez
les femelles par rapport aux groupes males correspondants. Cette adipocytokine serait un
des facteurs impliqué dans le retard de l'apparition du DT2 chez les femelles. Par ailleurs,
nous avons mis en lumiere une augmentation du taux d'AG dans le sérum des souris
males et femelles sous dietes enrichies en gras, sans différence significative entre les
groupes. Toutefois, la proportion de ces AG en lipides saturés et insaturés peut jouer un
role dans les altérations observées, surtout que les AG saturés qui sont plus €élevés dans la
DA et sont plus déléteres au niveau systémique que les AG mono-insaturés de la DV.
Une analyse plus approfondie des AGL sanguins pourrait clarifier différents parametres
de notre modele.

Par ailleurs, les gras dans les surnageants des adipocytes extraits de ces souris
pourraient aussi avoir leur role dans les modulations de la migration et de la prolifération
des CML in vitro. En effet, en fonction des stimulations insulinique et glycémique qui
régulent 1'homéostasie des adipocytes, ces cellules régulent la sécrétion des gras
emmagasinés dans leur cytoplasme. Une étude plus ¢élaborée de la contenance des
surnageants en AG peut éclaircir cette hypothese en plus de 1’évaluation de 1’intégrité de
la voie de signalisation de I’insuline. De plus, les altérations fonctionnelles des CML,
couplées a des modulations géniques, sont associées aux changements du profil de
sécrétion des adipokines. Dans cette étude nous nous sommes concentrés sur la
modulation de la leptine et de 1'adiponectine. Cependant, d'autres adipokines tel que la
résistine, la visfatine et 1'apeline sont de plus en plus étudiées pour leur réle dans les
altérations vasculaires. D'autres analyses des surnageants adipocytaires sont donc
nécessaires pour mieux comprendre les modulations au niveau des CML, surtout leur
métamorphose en des cellules semblables a des cellules spumeuses.
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Cette ¢tude, jamais reportée dans la littérature, indique l'effet spécifique des
adipocytes et non du tissu adipeux contenant d'autres types cellulaires dans les altérations
des CML qui peuvent mener a l'athérosclérose. La nature des gras des dictes influencent
la morphologie et la physiologie des adipocytes. Ces AG ligands, qui gouvernent
l'activit¢ de PPARY2 des adipocytes, modulent le profil sécrétoire des adipokines soit des
médiateurs importants de 1’établissement des altérations vasculaires liées au DT2.

Les résultats dont nous disposons sur ces effets au moment de 1'élaboration de ce
rapport, n'ont pas répondu a toutes nos questions d'origine. Il nous est donc difficile de
dresser des conclusions quant a 'effet des dietes sur PPARY2 dans le développement des
altérations cardiovasculaires du DT2. Nous avons établi une diminution de son
expression dans le tissu gras abdominal des souris sous dicte grasses. Mais est ce que cela
refléte une diminution de son activité? Ou cela est-il dii a2 une augmentation de la masse
adipeuse in vivo? Il serait donc nécessaire, pour émettre des conclusions a ce sujet, de
travailler avec des adipocytes en présence d'agoniste ou d'antagoniste de ce récepteur
nucléaire pour ¢€lucider les répercutions de son activité sur les CML. Cette partie de ce
travail a été démarrée avec les surnageants d'adipocytes stimulés par la ciglitazone
(agoniste des PPARY) ou par le T0070907 (antagoniste spécifique des PPARY) dont nous
disposions. Les premiers résultats démontrent que l'activation de PPARY par son agoniste
augmente la production de la leptine et celle de 1'adiponectine et ce jusqu'a 10 fois par
rapport aux autres stimulations. Par ailleurs, 1'antagoniste spécifique de ce récepteur
diminue la sécrétion des deux adipokines dans les surnageants des adipocytes des males
et des femelles dans tous les groupes de dictes. L'effet, remarquable a ce niveau, est que
I'impact des di¢tes sur ces stimulations est plus modéré, et la modulation des adipokines
dans les surnageants devient comparable. Les répercussions de ces modulations sur les
CML restent encore a évaluer.
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XIIL.Et si tout commencait par la fin...

Si des réponses a plusieurs questions émergeant de ces travaux auraient pu étre
données, il aurait été intéressant de mieux cerner le role du tissu adipeux dans le
deéveloppement du DT2 lié a 1'obésité et aux altérations cardiovasculaires associées. Ces
études, réalisées chez la souris, ont démontré que ce modele se préte bien aux études sur
les altérations métaboliques liées a un apport lipidique. Cependant, les études chez
I'homme ne corroborent pas tous les résultats observés chez l'animal, et ce principalement
a cause des différences dans la méthodologie employée. En effet, chez I'humain, les choix
alimentaires sont plus variables que dans notre modéle et, méme si chez certains
individus, les aliments sont principalement riches en gras, 1'alimentation peut étre plus
hétérogéne. De plus, 1'hétérogénéité génétique chez 1'humain expliquerait cette
divergence par rapport aux souris, notamment le polymorphisme qui existe au niveau des
régulateurs de I'homéostasie lipidique et glucidique comme celle des PPARY2.

Nous pouvons chercher a déterminer si les variants des PPARy trouvés chez
I'humain contribuent a moduler la réponse cardiovasculaire aux gras administrés aux
souris. Ceci pourrait étre effectué¢ chez des animaux porteurs du variant hypo-actif
Prol12Ala de PPARY2, mais aussi chez les animaux possédant un variant hyperactif des
PPARY : Pro113Gln.

Apres un régime alimentaire de 20 semaines, il semblerait que le diabéte, chez les
souris soumises a la di¢te enrichie en matiéres grasses, varierait entre les groupes
correspondants. L'activité pancréatique, modulée en grande partie par la nature des diétes,
est fort possiblement impliquée dans ce processus. Ceci devra étre vérifié par le dosage
de son activité au niveau cellulaire et par la réalisation de clamps euglycémiques in vivo
dans un autre groupe de souris pour essayer de clarifier l'activit¢ des cellules P
pancréatiques apres l'ingestion des diétes. En effet, cela nous permettrait de mieux
comprendre les différences du développement du DT2 entres les femelles, qui présentent
tout d'abord une hyper-insulinémie, et les males, qui présentent une hyperglycémie au
début de la pathologie. En effet, ERa, les AG, l'adiponectine, la leptine et d'autres
facteurs influencent la viabilité et les fonctions de ces cellules. Ainsi, nous pourrons
discerner un vrai DT2 d'un diabéte de type 1.

Sur le plan systémique, une analyse plus approfondie sur la régulation de la
sécrétion d’adipocytokines, connues pour affecter les fonctions cardiovasculaires et
glycémiques comme le TNFa, I'IL-6, le RBP-4, la visfatine ainsi que la résistine devrait
étre approfondi. En particulier, cette dernieére pourrait réguler la fonction des récepteurs
de I’insuline par une voie impliquant la 5'-AMPK, voie rendue responsable d’une
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hypertrophie cardiaque et de l'altération des fonctions vasculaires. Egalement, il serait
intéressant d'évaluer le taux circulant des hormones sexuelles, la testostérone et
I’cestrogeéne, du fait de leur importance dans ces transformations. De plus, l'analyse
histologique des adipocytes, des cardiomyocytes et des vaisseaux peut apporter d'autres
clarifications a notre modele. En effet, 1'évaluation de la contenance en cardiolipine pour
évaluer l'activité mitochondriale et en récepteurs de leptine, d'adiponectine et d'insuline
dans ces tissus consommateurs de glucose, serait une étape essentielle dans la vérification
des conclusions établies a ce sujet.

Par ailleurs, la capture cardiaque du glucose aux fins d'évaluer la charge
glucidique cardiaque dans ces altérations pourrait étre évaluée en PETScan. Ceci pourra
se faire en réglant a la fois les problémes technologiques liés a la taille de 1'animal vis-a-
vis de la machine utilisée chez 1'humain, mais aussi le protocole de stimulation par
I’insuline et le glucose en présence de 1'analgésie qui doit étre efficace pour éviter toute
stimulation catécholaminergique associ€e a une douleur lors du cathétérisme de la veine
caudale. Finalement, nous avons identifié par échocardiographie que les souris sous DA
présentent une dysfonction cardiaque systolo-diastolique, et nous pensons que les
pressions de remplissage du ventricule gauche sont augmentées. Ceci pourrait étre vérifi¢
dans des expériences futures par la réalisation de courbes pression/volume ventriculaire
par cathétérisme invasif. Cela nous permettrait de mieux caractériser une éventuelle
cardiomyopathie diabétique.
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XIV.Epilogue

Le questionnement d’origine menant a approfondir une réflexion par 1'élaboration
de ce projet était de savoir si nous devrions tenter de soigner les répercussions d'une
société industrialisée et des facteurs de risques qu’elles génere, ou plutdt de tenter de
changer notre mode de vie et de réduire les effets de la sédentarité et de la nourriture
hypercalorique. Comme mes moyens étaient limités a I'époque pour imposer un mode de
vie sain a toute la planete, j’ai choisi d’étudier ce modele de souris afin de mieux
comprendre la physiopathologie de ces facteurs de risques et de mieux cibler les
processus responsables pour les traitements futurs.

Le travail que j’ai proposé peut paraitre surprenant ou méme déroutant face aux
données de la littérature tant il différe des travaux traditionnels dans le domaine des
altérations métaboliques et des parameétres cardiovasculaires associés. Cependant, ce
projet ne doit pas étre considéré comme un produit fini visant a répondre a une question
intéressant la recherche, mais plutdt comme un cheminement de recherche allant des
aspects cellulaires des altérations physiologiques a la compréhension de facteurs
systémiques dans I'établissement des troubles métaboliques et des pathologies associées.
Il s’agit davantage d’un questionnement articulant la théorie et la pratique visant a mettre
en évidence des interactions cellulaires au niveau d'un organisme incorporant plusieurs
facteurs exogénes. Etudier le role du tissu adipeux et de son interaction avec d'autres
organes de l'organisme est un chantier dans lequel, nous I’espérons, cette thése
contribuera a poser un pavé. Elle ouvre de nombreuses perspectives et encourage son
auteur a poursuivre un processus de recherche plus élaboré.
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