


Université de Montréal

ApoB et résistance a ’insuline : association avec

Pactivation du systeme IL-1p

par

Nathalie Saint-Pierre

Département de nutrition

Faculté de médecine

M¢émoire présenté a la Faculté de médecine
en vue de I’obtention du grade de Maitrise &s Sciences (M.Sc.)

en Nutrition

Décembre 2013

© Nathalie Saint-Pierre, 2013



Université de Montréal

Faculté des études supérieures et postdoctorales

Ce mémoire intitulé :

ApoB et résistance a I’insuline: association avec 1’activation du systéme IL-13

Présenté par :

Nathalie Saint-Pierre

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Dr Vincent Poitout, président-rapporteur
Dr May Faraj, directrice de recherche

Dr Genevieve Mailhot, membre du jury



Résumé

INTRODUCTION : Il a été démontré que le nombre de lipoprotéines apolipoprotéine B
(apoB) est un prédicteur du développement du diabete de type 2 (DT2), mais le mécanisme est
inconnu. La résistance a l'insuline (RI) et I'hyperinsulinémie compensatoire (HI) entrainent
I’épuisement des cellules B et la progression vers le DT2. De plus, 1'activation du systéme de
l'interleukine -1p (IL- 1) est impliquée dans la pathophysiologie du DT2. Notre objectif était
donc d'étudier si I’apoB est associé a la RI et a I’'HI chez les humains et si cette corrélation est
médiée par I’activation du systéme IL-18. METHODOLOGIE : 47 femmes ménopausées,
non diabétiques, obéses ou en surpoids et 28 hommes, agés de 45 a 74 ans ont été recrutés. La
sécrétion d'insuline (SI) et la sensibilité a l'insuline ont ét¢ mesurées par un clamp Botnia
modifié. La lére et 2¢me phase de SI furent mesurées lors d'un test de tolérance au glucose
intraveineux (IVGTT) d’une heure, suivi d’un clamp hyperinsulinémique euglycémique
(HEIC) de 3 heures (taux de perfusion d'insuline de 75 mU/m*/min) pour mesurer la
sensibilité a 1'insuline lors des 30 derni¢res minutes du clamp (état d'équilibre). La sensibilité a
l'insuline est exprimée comme étant le taux de perfusion de glucose (GIR) seul ou divisé par le
taux d’insuline a ’état d’équilibre (M/I). RESULTATS : Chez les femmes, ’apoB a jeun
corrélait avec une augmentation de la 2° phase de SI, la SI totale et la sécrétion totale de C-
peptide (r=0,202; 1=0,168; r=0,204) et avec une diminution de la sensibilité a l'insuline (GIR
r=-0,299; M/I r=-0,180) indépendamment de l'adiposité. L’IL-1Ra a jeun (indicateur de
I’activation du systéme IL-1B) corrélait positivement avec la 2° phase, la SI totale et la
sécrétion totale de C-peptide (1=0,217; r=0,154; r=0,198) et négativement avec la sensibilité a
l'insuline (GIR r=-0,304; M/l r=-0,214). L’IL-1Ra était également corrélée avec 1'apoB
(r=0,352). Une fois corrigé pour I'lL-1Ra, toutes les associations entre 1'apoB et les indices de
sensibilité a l'insuline et de SI ont été perdues. Malgré des glycémies similaires, il n’y avait
pas de corrélation de I’apoB avec les indices mesurés chez les hommes. CONCLUSION :
L’apoB est associ¢ a I’HI et la RI chez les femmes non diabétiques obéses et en surpoids,
potentiellement via 'activation du systéme IL-1p. Ces différences sexuelles doivent étre prises

en compte dans I'exploration de la physiopathologie du DT2.

Mots-clés : Lipoprotéines- apoB, IL-1Ra, IL-1p, sensibilité a I’insuline, sécrétion d’insuline



Abstract

INTRODUCTION: The number of plasma apolipoprotein B lipoproteins (apoB) is reported
to predict the development of type 2 diabetes (T2D); however the underlying mechanism is
unknown. Insulin resistance (IR) and compensatory hyperinsulinemia (HI) are believed to
promote f-cell exhaustion and progression to T2D. Moreover, the activation of the
interleukin-1p (IL-1P) system is implicated in the pathophysiology of T2D. Our aim was thus
to investigate whether plasma apoB associates with IR and HI in humans and whether this is
mediated through the IL-1p system. METHODOLOGY: 47 non-diabetic overweight and
obese postmenopausal women and 28 men, 45-74 years old were recruited. Insulin secretion
(IS) and insulin sensitivity were examined by a modified Botnia clamp. 1** and 2"® phase IS
were measured during a 1 hour intravenous glucose tolerance test (IVGTT), followed by a 3
hour hyperinsulinemic-euglycemic clamp (HEIC, insulin infusion rate of 75 mU/m*/min) to
measure insulin sensitivity during the last 30 minutes of the clamp (steady state). Insulin
sensitivity was expressed as steady state glucose infusion rate (GIR) alone or divided over
steady state plasma insulin (M/I). RESULTS: In women, fasting plasma apoB correlated
positively with increased 2™ phase and total IS and with total C-peptide secretion (r=0.202;
r=0.168; r=0.204 respectively) and negatively with insulin sensitivity (r: GIR=-0.299 and M/I
=-0.180) independent of adiposity. Similar to plasma apoB, fasting plasma IL-Ra (indicator of
activated IL-1B system) correlated positively with 2" phase and total IS and with total C-
peptide secretion (r=0.217; r=0.154; r=0.198 respectively) and negatively with insulin
sensitivity (GIR r=-0.304; M/I r=-0.214). Fasting plasma IL-Ra also correlated with apoB
r=0.352). Once corrected for IL-1Ra, the associations between apoB and the indexes of insulin
sensitivity and IS were all lost. Despite similar fasting glucose, plasma apoB did not correlate
with any indices of insulin secretion or sensitivity in men. CONCLUSION: ApoB
is associated with HI and IR in non-diabetic overweight and obese women, which may be
mediated through activation of the IL-1P system. Gender differences may need to be

considered in exploring the pathophysiology of T2D in humans.

Keywords : apoB-lipoproteins, IL-1Ra, IL-1p, insulin sensitivity, insulin secretion
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Chapitre I. Introduction

I.1  Vue d’ensemble

Avec une prévalence mondiale de plus de 285 millions en 2010, le diabéte est devenu
I’une des pandémies de la sociét¢ moderne. On estime que ce nombre pourrait augmenter de
70% dans les pays en développement et de 20% dans les pays développés d’ici 2030 (1;2). Le
diabete de type 2 (DT2) en est la forme prédominante et représente jusqu’a 90% des cas. Selon
Statistique Canada, les taux de nouveaux cas au Canada ont augmenté de 70% dans la dernicre

décennie, avec la majorité de ceux-ci chez des individus de 45 a 64 ans (3).

Le diabéte est une pathologie caractérisée par une hyperglycémie chronique ainsi
que par des perturbations du métabolisme des glucides, des lipides et des protéines. Ces
perturbations proviennent de la combinaison d’une résistance a 1’insuline (RI) périphérique et
hépatique et d’une dysfonction des cellules B du pancréas, responsables de la sécrétion
d’insuline (SI) (4;5). Dans la plupart des cas de DT2, la RI précéde la dysfonction des cellules
B et la progression vers I’intolérance au glucose (6). Face a I'incapacité des cellules f a
compenser pour la RI périphérique, il y aura développement d’une hyperglycémie de plus en
plus importante. Toutefois, une augmentation de la SI permettra de maintenir la tolérance au
glucose pendant un certain temps, mais en présence d’une hyperinsulinémie (HI) grandissante.
(7). C'est lorsque le pancréas ne parvient plus a compenser pour la réduction de sensibilité a

I’insuline, que le DT2 se développe.

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le DT2 est diagnostiqué suite a une
glycémie a jeun > 7,0 mmol/L et/ou a une glycémie > 11,1 mmol/L 2 heures suite a
I’ingestion de 75 g de glucose au cours d’une hyperglycémie provoquée par voie orale
(HPVO) (8). Une autre technique de diagnostic plus récente est la mesure de I’hémoglobine
glyquée (HbA;C), qui consiste en un test sanguin reflétant les glycémies moyennes des trois
derniers mois. Un taux d'HbA;C supérieur a 6,5% a deux reprises est un critere suffisant pour

diagnostiquer le DT2 (9).



Cette maladie et ses complications représentent un lourd fardeau pour les individus et
pour les systémes de santé (10). Le DT2 augmente le risque de maladies cardiovasculaires
(MCV); 50% des personnes diabétiques meurent de MCV. Le DT2 est une cause principale
d’amputations non-traumatiques et entraine des complications séveres pour les yeux et les
reins (11). L’OMS prévoit qu’en 2030 le diabete sera la septiéme cause de déces

mondialement (11).

Une multitude de facteurs de risque contribuent au développement du DT2. Ceux-ci
incluent, mais ne se limitent pas a, des antécédents familiaux de DT2 (12), I’intolérance au
glucose (13), un historique de diabete gestationnel (14), un exceés de tissu adipeux (en
particulier dans les dépdts viscéraux) (15), la sédentarité (16) et une mauvaise alimentation
(17). Parmi ces facteurs, ceux qui sont liés au mode de vie sont considérés les principaux
responsables de 1'émergence pandémique de cette maladie. En effet, on observe une
augmentation parallele de la prévalence d’obésité, due en grande partie aux changements

environnementaux et d’un mode de vie favorisant la sédentarité et 1’excés nutritionnel (18).

Malgré qu’une majorité importante (prés de 90%) des cas de DT2 soit attribuables a
un exces de poids (19), en 2005, seul 12.4% des Canadiens obéses étaient diabétiques (20),
indiquant que ce ne sont pas toutes les personnes obeses qui ont un risque égal de développer
le diabete. L objectif de ce mémoire est donc d’étudier les mécanismes expliquant la récente
découverte que les sujets obéses avec un nombre €levé de lipoprotéines athérogénes (mesuré
par une concentration plasmatique ¢élevé d’apoB plasmatique ¢levé) sont a plus haut risque de

DT2 (21).



Chapitre II. Etat des connaissances

II.1 Insuline

L’insuline entraine une diminution de la glycémie en favorisant la captation du glucose
par les tissus dits insulinosensibles. Ceux-ci sont principalement le foie, les muscles et le tissu
adipeux (TA). Ces tissus vont alors utiliser ou entreposer le glucose. L’insuline a un role
central dans la pathophysiologie du diabéte, qui consiste en une perturbation des mécanismes

de sa synthése, de sa sécrétion ou de son action.

I1.1.1 Synthese et sécrétion

L’insuline est un peptide de 51 acides aminés composé d’une chaine A de 21 acides
aminés et d’une chaine B de 30 acides aminés reliées entre elles par deux ponts disulfures.
L’insuline est synthétisée dans la cellule B du pancréas en tant que proinsuline, une
prohormone inactive provenant du clivage du peptide signal de la pré-proinsuline. La
proinsuline comporte trois chaines peptidiques, les chaines A et B de I’insuline qui sont
connectée par le peptide C. Un dernier clivage par les proprotéine-convertases PC1 et PC2
ainsi que la carboxypeptidase E produit I’insuline et le peptide C qui seront sécrétés en

quantité équimolaire (22) a partir d’un méme granule de sécrétion (23).

Ces granules de sécrétion sont divisées en deux bassins : le bassin de réserve (reserve
pool, RP) et le bassin immédiatement mobilisable (readily releasable pool, RRP) (24). Le
RRP ne représente qu’environ 10% de 1’insuline contenue dans la cellule. Selon I’hypothése la
plus acceptée, le RRP serait ancré a la membrane et fusionnerait immédiatement suite a la
stimulation pour permettre la sécrétion de 1’insuline (mod¢le o/d face). Une hypothese avancée
plus récemment suggere plutot que le RRP est situ¢ prés de la membrane et serait
immédiatement recruté a la membrane suite a la stimulation, ou il fusionnerait instantanément

(modéle restless newcomer) (25).



Le RP, pour sa part, contient la majorit¢ de I’insuline. Il serait plus éloigné de la
membrane et associé avec les composantes du cytosquelette. Suite a certains signaux induits
par le glucose, et aprés 1’épuisement du RRP, il serait recruté a la membrane afin de permettre

la libération de son contenu par exocytose (24).

La SI en réponse a une élévation du taux glucose est rapide et biphasique; une
premicre phase rapide et intense suivie d’une deuxiéme phase plus lente mais soutenue (26).
La premicre phase impliquerait la fusion des granules du RRP et la libération rapide d’insuline
dans la circulation (27). Les granules du RP, plus ¢loignées de la membrane, seraient ensuite
recrutées a I’aide du cytosquelette lors de la deuxiéme phase (28). Cette deuxi¢éme phase
dépend des réserves d’insuline présentes dans la cellule et de sa syntheése (29). La premicre
phase dure environ 10 minutes tandis que la deuxiéme phase peut étre maintenue jusqu’a la

résolution de I’hyperglycémie (30).

Lors d’une augmentation de la glycémie, le glucose pénétre a I’intérieur de la cellule 8
facilité par le transporteur de glucose, GLUT2. Dans la cellule, il sera rapidement converti en
glucose-6-phosphate par la glucokinase (31) et métabolisé en pyruvate afin de produire de
I’adénosine triphosphate (ATP) par la glycolyse et la respiration cellulaire au niveau de la
mitochondrie (32). L’augmentation du ratio ATP/ADP (adénosine diphosphate) inactive les
canaux potassiques ATP-dépendant (Karp), entrainant une dépolarisation de la membrane
plasmique. Cette augmentation du potentiel membranaire permet 1’ouverture des canaux
calciques voltage-dépendant et une entrée massive d’ions Ca®" (33). L’entrée des ions Ca”" est
la stimulation nécessaire pour favoriser I’exocytose des granules de sécrétion du RRP et la

libération extracellulaire de I’insuline qui y est contenue (34).

I1.1.2 Action de I’insuline

Le role le mieux décrit de I’insuline est au niveau du maintien de I’homéostasie du
glucose. Etant 1’agent hypoglycémiant principal de 1’organisme, 1’insuline agit sur plusieurs
tissus afin de maintenir la régulation du glucose sanguin. L’insuline active le transport et
I’entreposage de glucose dans la majorité des tissus et inhibe sa production et sa libération. De
fagon plus large, I’insuline est aussi impliquée dans le métabolisme des lipides et des

protéines, ainsi qu’au niveau de la croissance et de la différenciation cellulaire. Outre son rdle



anabolique dans le métabolisme du glucose, I’insuline stimule aussi le transport des acides
gras (AG) et des acides aminés. De plus, I’insuline active 1’expression et/ou 1’activité
d’enzymes responsables de la synthése du glycogéne, des lipides et des protéines tout en
inhibant leur dégradation. Ceci a pour effet de favoriser le stockage des substrats énergétiques

et de réduire leur libération (35).
I1.1.2.1 Récepteur a I’insuline

L’insuline exerce ses effets en se liant et en activant son récepteur, un membre de la
famille des récepteurs tyrosine kinase. Le récepteur a 1’insuline est composé de 2 chaines o
extracellulaires ayant un site de liaison a ’insuline et de 2 chaines f transmembranaires ayant
un domaine catalytique tyrosine kinase (36). Lors de la liaison de I’insuline, les chaines f
s’autophosphorylent sur des résidus tyrosine sous 1’action de la tyrosine kinase et se retrouvent
completement activées (37). Ceci permet la phosphorylation et 1’activation des protéines
substrats, dont les IRS (insulin receptor substrate) et la propagation du signal de I’insuline

(38).
I1.1.2.2 Substrat du récepteur a I’insuline (IRS)

L’activation des protéines IRS via la phosphorylation de résidus tyrosine est une étape
critique dans la cascade de signalisation de I’insuline, particulierement IRS1 et IRS2. Les IRS
contiennent un domaine d’homologie a la pleckstrine (PH) permettant la localisation a la
membrane, un domaine de liaison a la phosphotyrosine (PTB) pour la liaison au récepteur a
I’insuline ainsi qu’un motif de reconnaissance au domaine d’homologie au src (SH2) pour

I’ancrage de molécules de signalisation en aval (39).

Le contrdle de la phosphorylation des tyrosines, de la dégradation ou des liaisons du
récepteur et des protéines IRS module directement les deux sentiers principaux de
signalisation de I’insuline; le sentier phosphatidyl-inositol 3 kinase (PI3K)-Akt et le sentier
protéine kinase mitogene-activée (MAPK) (40). Le sentier des MAPK est surtout responsable
de la régulation de I’expression génique et de la croissance cellulaire, mais ne sera pas discuté

dans le cadre de ce mémoire.



Les IRS phosphorylés peuvent induire séquentiellement 1’activation de PI3K, de la
protéine kinase-1 dépendante du phosphatidyl-inositol (PDK1) et de la protéine kinase B (Akt)
(41). La signalisation par Akt est essentielle a plusieurs réponses biologiques dont la
translocation insulino-stimulée des transporteurs de glucose GLUT4 (42), la synthése du
glycogene (43) et la synthese protéique (44). La voie Akt est aussi impliquée dans I’inhibition

de la néoglucogenése (45) et favorise la lipogenese au niveau du TA (46).

La réponse cellulaire a D’insuline peut étre modulée par des mécanismes de
désensibilisation de la voie signalétique ainsi qu’en réduisant la disponibilité de 1’insuline par
son retrait (clairance) de la circulation. Les principaux mécanismes de désensibilisation de
I’action de D’insuline impliquent la déphosphorylation des résidus tyrosine par des
phosphotyrosine phosphatases ou par la phosphorylation de résidus sérine/thréonine sur les

IRS et/ou le récepteur a I’insuline (47-49).

I1.1.3 Clairance de I’insuline

La clairance de I’insuline implique plusieurs tissus et organes. La premiere étape de
son catabolisme implique la fixation a son récepteur, elle est ensuite internalisée et dégradée
(50). La plus grande clairance de 1’insuline se fait au niveau du foie, qui retire environ 50% de
I’insuline en circulation lors de son premier passage dans la veine porte (51). Les reins sont
aussi un site important de clairance, retirant environ 50% de I’insuline périphérique par la
filtration glomérulaire (52). Tous les tissus insulinosensibles sont ensuite impliqués dans la
clairance de I’insuline n’ayant pas été retirée par le foie ou les reins, le muscle squelettique

¢tant 1’acteur principal.
II.2 M¢étabolisme des glucides

On retrouve a la surface des cellules divers transporteurs de glucose nommés GLUT
(53). Chacun des isoformes des GLUT se retrouve dans différents tissus et posséde une
affinité variable pour le glucose. GLUTI se retrouve dans tous les types de cellules, il est
responsable du transport basal du glucose. GLUT?2, tel que mentionné plus haut est exprimeé

principalement dans les cellules-f3 du pancréas, mais aussi dans le foie et les reins. Le GLUT4



est le responsable principal du transport de glucose insulino-stimulé et est exprimé au niveau

des muscles squelettiques, du cceur et du TA.

Les transporteurs GLUT4 sont localisés principalement dans des vésicules
intracellulaires avec un faible pourcentage a la membrane. La translocation des GLUT4 vers la
membrane est induite par I’insuline via la signalisation par I’Akt (décrit plus haut). C’est le
principal mécanisme d’augmentation du transport de glucose par I’insuline. Selon le type
cellulaire, le glucose servira pour la production d’énergie via la glycolyse et la respiration
cellulaire ou sera converti et entrepos¢ sous forme de glycogeéne dans les muscles, le foie, ou
sous forme de triglycérides (TG) dans le TA. L’action de I’insuline retire 1’inhibition de la
glycogene synthase induite par la glycogéne synthase 3 kinase (GSK3), favorisant la synthése
de glycogeéne (43).

Tableau I : Effets de I’insuline sur les tissus cibles selon le substrat

Glucides Lipides Protéines
(+) transport (+) synthése AG/TG
Foi (+) glycogénogenése (-) oxydation AGL
oe (-) glycogénolyse (-) production (+) synthese de
(-) néoglucogenese VLDL/LDL protéines
(+) transport (-) transport AGL (+) transport
Muscle  (+) stockage (-) oxydation AGL acides aminés
(+) oxydation (-) activité LPL dans muscle et
tissu adipeux
(+) activité LPL
. (+) transport (+) transport AGL (-) protéolyse
a(};lszllix (+) production glycérol  (+) lipogenese
P (lipogenese) (-) lipolyse endogene
(-) relache AGL
Résultat () glycémie (-) TG/AG sanguins

+ lai

AG : acides gras; AGL : acides gras libres; TG : triglycérides; LPL : lipoprotéine lipase;
VLDL : lipoprotéines de trés basse densité; LDL : lipoprotéines de basse densité



La production endogene de glucose (PEG) permet de maintenir la glycémie lors des
¢tats de jeline. Le glucose provient d’une dégradation du glycogéne hépatique (glycogénolyse)
et de la synthése de novo de glucose a partir de substrats non glucidiques tels le glycérol et
certains acides aminés (néoglucogenese) (54;55). L’insuline renverse la fonction du foie du
mode production vers le mode entreposage. Dans un premier temps, la présence d’insuline
inhibe la sécrétion du glucagon, le principal activateur de la PEG. Deuxi¢émement, I’insuline
réduit la néoglucogenése en réduisant la disponibilité des substrats non glucidiques (produits
de la lipolyse et de la protéolyse) (56) et en inhibant I’expression des principales enzymes de

la néoglucogenese (54).
I1.3 Métabolisme des lipides et lipoprotéines

I1.3.1 Métabolisme lipidique du tissu adipeux

En plus de son role dans le métabolisme des glucides, 1’insuline est aussi impliquée
dans le métabolisme des TG. Dans le TA, I’insuline stimule I’activité de la lipoprotéine lipase
(LPL), la lipase responsable de I’hydrolyse de la composante TG des lipoprotéines
athérogeénes circulantes en AG (discuté plus bas) (57). L’activation de la LPL augmente la
production et la captation des AG par les adipocytes (58). L’activation de la translocation du
GLUT4 a la membrane entraine aussi une augmentation du transport de glucose dans les
adipocytes (58). Le transport de glucose est une étape critique du transport et de I’entreposage
des AG et des TG. Le glucose est le précurseur du glycérol, la molécule qui forme le squelette
des TG. Le glucose est converti en glycérol-3-phosphate a I’intérieur de 1’adipocyte. Le
glycérol et les AG sont ensuite convertis et entreposés sous forme de TG. L’insuline augmente
aussi la lipogenese en activant des facteurs de transcription PPARY (peroxisome proliferator-
activated receptor y) et SREBP-1 (sterol regulatory element-binding protein 1) nécessaires
pour P’activation d’enzymes lipogéniques (59;60). La lipase hormono-sensible (HSL) est une
lipase intracellulaire responsable de 1’hydrolyse des TG en glycérol et AG (61). En réduisant
I’activité de la HSL, I’insuline inhibe la lipolyse du TA ce qui contribue aussi a I’accumulation

des TG plutdt qu’a leur libération dans la circulation (62).



I1.3.2 Métabolisme lipidique du foie

L’insuline augmente I’expression des enzymes hépatiques de la glycolyse et de la
synthése d’AG en stimulant 1I’expression des facteurs de transcription ChREBP (Carbohydrate
Responsive Element Binding Protein) et SREBP-1 (63). La translocation de transporteurs
d’AG, tels FATP1 (fatty acid transporter protein 1), a la membrane des hépatocytes est
augmentée par l’effet de I’insuline (64). Les substrats énergétiques glucidiques et non
glucidiques captés par les hépatocytes sont dirigés vers I’entreposage de gras et la lipogenese
de novo. La lipogenése est la voie métabolique qui permet de convertir le surplus glucidique
en AG, qui pourront ultimement étre synthétisés en TG. Malgré 1’effet lipogénique de
I’insuline au niveau du foie, celle-ci a un effet fortement inhibiteur sur la sécrétion des

lipoprotéines de basse densité (VLDL) qui sera discuté plus bas (65).
I1.3.3. Métabolisme des lipoprotéines et des lipoprotéines-apoB

Les lipoprotéines permettent le transport des lipides hydrophobes dans le plasma. Elles
sont des micelles composées d’un noyau de TG et d’esters de cholestérol entouré d’une
couche externe de phospholipides, de cholestérol non estérifi¢ et d’apoprotéines (66). Les
apoprotéines sont nécessaires afin de solubiliser les lipides non polaires dans la circulation et
permettent la reconnaissance des récepteurs. Les lipoprotéines sont réparties en deux groupes :
celles qui sont antiathérogénes, nommées lipoprotéines de haute densité (HDL), et les

lipoprotéines athérogeénes, contenant I’apoB, qui seront le sujet de ce mémoire.

Les lipoprotéines apoB contiennent a leur surface un seul exemplaire d’apoprotéine B.
Ces lipoprotéines comportent 2 groupes. Le premier groupe de lipoprotéines apoB est
constitu¢ des chylomicrons, composés d’une molécule d’apoB48, qui représentent qu’une
petite fraction (<1%) du total des lipoprotéines-apoB chez des sujets normo-lipidémiques a
jeun (67). Le deuxiéme groupe consiste en des lipoprotéines composées d’apoB100 : les
VLDL, les lipoprotéines de densité intermédiaires (IDL) et les lipoprotéines de basse densité
(LDL). Les VLDL sont des lipoprotéines riches en TG et servent au transport des TG du foie
vers le TA. L’hydrolyse d’une partie de leur contenu en TG par la LPL entraine la formation

de lipoprotéines plus denses et moins riches en TG, les IDL. Les IDL peuvent ensuite étre



recapturées par le foie ou subir une hydrolyse supplémentaire afin de former les LDL. Les
LDL, pour leurs part, sont riches en cholestérol et sont responsables du transport de

cholestérol vers les tissus périphériques (68).

L’apoB100 est nécessaire dans 1’assemblage des VLDL. Elle est synthétisée au
niveau du réticulum endoplasmique des hépatocytes. La composition des lipoprotéines
provient en grande majorité des AG du TA. A jeun, ces AG représentent 77% des TG du
VLDL (69). Combinés aux lipides provenant des résidus de lipoprotéines et de la synthése de
novo, les TG sont assemblés avec une molécule d’apoB100 par la microsomal triglyceride
transfer protein (MTTP)(70). Cette étape est nécessaire pour prévenir la dégradation de
I’apoB (71). Une fois le VLDL assemblé, il est ensuite relaché dans la circulation par
exocytose. L’apoB est aussi impliquée dans le catabolisme puisqu’elle contient un domaine de
liaison au récepteur de LDL (LDLR) permettant le captage des lipoprotéines apoB par les
tissus périphériques (72).

L’apoB100 est une apoprotéine non-échangeable, c’est-a-dire qu’elle demeure en
circulation sur la méme molécule jusqu’a son retrait de la circulation. Les lipoprotéines-apoB
ne contenant qu’un seul apoB par particule, la mesure de la concentration d’apoB est donc une
mesure du nombre de VLDL, d’IDL et de LDL en circulation. Puisque la demi-vie des LDL
est plus longue, elles demeurent en circulation environ 9 fois plus longtemps que les VLDL et
les IDL (68). La mesure de I’apoB plasmatique refléte donc surtout le nombre de LDL
circulants (73); puisque plus de 95% de I’apoB plasmatique total circule sous la forme

d’apoB100 sur les LDL, méme a I’état postprandial (67).

Le nombre de LDL en circulation (et donc la concentration d’apoB) dépend de la
quantité de VLDL sécrétés, la conversion des IDL en LDL ainsi que du catabolisme des LDL
principalement via les LDLR. La production d’apoB au niveau du foie est constante, mais sa
dégradation intracellulaire est modulée par la disponibilité des lipides ainsi que par 1’insuline.
En I’absence de substrats lipidiques, 1’apoB est dirigée vers la voie de dégradation (74).
L’insulinémie est corrélée avec une augmentation de la dégradation de 1’apoB (75). L’insuline,

via la PI3K, inhiberait la MTTP, et donc le transfert des lipides vers 1’apoB ce qui favoriserait
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sa dégradation (76). L’insuline aurait aussi un effet indirect sur la production des LDL en

inhibant le flux d’AG en provenance du TA, ce qui module la dégradation de I’apoB (77).
I1.4 Résistance a ’'insuline et hyperinsulinémie

La RI peut étre définie comme étant une désensibilisation des tissus périphériques et
hépatiques a I’action de I’insuline. La RI implique une réduction des effets métaboliques de
I’insuline dont I’inhibition de la PEG par le foie, la stimulation du transport et de la captation
du glucose par les tissus périphériques et I’inhibition de la lipolyse au niveau du TA

(35:78;79).

Afin de prévenir une hyperglycémie suite a I’augmentation de la PEG et la diminution
du transport de glucose, les cellules B vont augmenter la production d’insuline et la SI. Cette
relation entre la sensibilité a I’insuline et la SI est décrite comme étant hyperbolique et permet
de maintenir I’homéostasie du glucose (80). Tant que la relation demeure hyperbolique, il y a
compensation adéquate (figure 1), mais au moment ou les cellules B ne seront plus capables
de sécréter suffisamment d’insuline, il y aura développement d’une intolérance au glucose et
éventuellement du DT2 (41;81). Cette augmentation de la SI en réponse a la RI entraine
ultimement un état d’HI chronique (82;83). L’élévation des concentrations périphériques
d’insuline peut étre le résultat d’une augmentation de la sécrétion, d’une diminution de la
clairance ou d’une combinaison des deux phénomenes. Chez des patients DT2 diagnostiqués
tot dans 1I’évolution de la maladie, les niveaux d’insuline sont souvent élevés ou normaux,
mais la quantit¢ demeure insuffisante pour maintenir la glycémie a des niveaux normaux a
jeun (4.5 — 5.5 mM). La présence d’une HI ne signifie donc pas une absence de dysfonction

des cellules 3 (29).

L’HI a été identifiée comme prédicteur du risque de DT2 chez les indiens Pima,
indépendamment de la RI (84). Par contre, les deux conditions sont généralement présentes de
facon simultanée. L’HI est tellement fortement associée avec la présence de RI, qu’elle est

communément utilisée comme une mesure indirecte de celle-ci (85).
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La présence d’une HI chronique peut aggraver la RI en entrainant une désensibilisation
accrue des voies signalétiques de D’insuline, agissant comme une boucle de rétroaction
négative (86). Des études in vitro et animales démontrent que 1’exposition a des concentrations
¢levées d’insuline diminue son action. Des adipocytes humains ayant subi une exposition
prolongée a I’insuline démontrent une dysfonction de la translocation des GLUT4 ainsi qu’une
altération de la voie signalétique de I’insuline au niveau IRS/Akt (87). Tandis que des rats
implantés avec des mini-pompes a insuline deviennent rapidement résistants a I’insuline (88).
La présence combinée de RI et d’HI est I’'un des principaux prédicteurs du risque de

développement du DT2 (78;82).

Figure 1 : La relation hyperbolique de la glycémie
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Figure 1 : Chez des sujets normoglycémiques, une relation hyperbolique existe entre la
SI et la sensibilité a I’insuline (estimée d’un HPVO). Suite a la détérioration de la
tolérance a I’insuline (intolérance au glucose et DT2), il y a une déviation de la courbe.
Tant qu’une réduction de la sensibilité est associée a une augmentation de la sécrétion,
la tolérance au glucose sera maintenue. En I’absence d’une augmentation suffisante de
la sécrétion, il y aura une détérioration de la tolérance au glucose. Carrés gris, tolérance
normale (n=483); cercles vides, intolérance au glucose (n=71); losanges noirs, diabéte
de type 2 (n=65). Modifi¢ de (80)
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La RI est aussi impliquée dans 1’évolution et le développement de plusieurs désordres
et pathologies métaboliques dont I’obésité, I’hypertension, les MCV et méme le cancer (89-
92). Par contre, la RI n’est pas exclusive a 1’obésité ou aux états pathologiques, des études
démontrent que la prévalence de la RI varierait de 10 a 25% chez des gens sains non obeses et
normoglycémiques (93;94). La RI augmenterait avec 1’dge (95) et semblerait étre plus

prévalente chez les hommes en général et chez les femmes apres la ménopause (96).

Plusieurs facteurs de risque de la RI et de la HI ont été étudiés. Le role de la
prédisposition génétique, de I’environnement et des habitudes de vie (activité physique et
diete) dans le développement de la RI sont bien documentés (97-100). Plus particuli¢rement,
en lien avec ce mémoire, il sera question de I’obésité, des dyslipoprotéinémies et de
I’inflammation. Ces facteurs de risques ont des rdles d’une si grande importance qu’il est

quelque fois difficile de déterminer s’ils sont la cause ou une conséquence de la RI et de I’HI.

I1.4.1 Role de I’obésité et de la lipotoxicité

La prévalence de 1’obésité a augmenté de fagon dramatique durant les 30 derniéres
années, de sorte qu’elle est maintenant considérée une épidémie (101). A ’échelle mondiale,
plus de 1.1 milliard d’adultes sont en surpoids et 312 millions sont obeses (19). L’OMS défini
I’obésité comme une accumulation excessive ou anormale de TA (102). Le surpoids est défini
comme un indice de masse corporelle (IMC) supérieur a 25 kg/m” et I’obésité comme un IMC
supérieur a 30 kg/m” (103). L'obésité est un facteur de risque important des MCV, des
dyslipidémies et du DT2 (104), en grande partie di a la RI généralement associée a cette
condition (105). L’embonpoint et 1'obésité sont fortement associés a la RI (106), méme en
I’absence d’autres désordres métaboliques (93). L’obésité peut aussi €tre associée a une HI
basale et une réponse insulinémique exagérée face a une stimulation glucidique (107;108).
L’HI chez les obéses insulino-résistants est due a une sécrétion accrue combinée a une

diminution de la clairance d’insuline (50;109).

Le TA n’a pas comme seul role d’entreposer les lipides, il s’agit aussi d’un organe
endocrinien, responsable de la synthése et de la sécrétion de plusieurs composés actifs (110).
En situation d’obésité, particuliérement en présence d’obésité viscérale, I’expansion de la

masse adipeuse peut entrainer une surcharge ou une dysfonction des adipocytes qui vont alors
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libérer des AG, des cytokines pro-inflammatoires et d’autres protéines impliquées dans le
développement de la RI (111-113). L’augmentation du flux d’AG provenant du TA
dysfonctionnel vers les organes et les tissus périphériques, dont les muscles, le foie et le
pancréas, mene a une déposition ectopique de lipides. L’accumulation de métabolites des AG

tels les céramides et de diacylglycérol induit une lipotoxicité, entrainant la RI. (114)

Dans le muscle, il a été démontré qu’une augmentation aigue des acides gras libres
(AGL) par infusion d’émulsion lipidique réduit le transport de glucose insulino-stimulé de
facon dose-dépendante (115). Des études illustrent aussi que des élévations physiologiques
d’AGL augmentent la PEG en inhibant la suppression de celle-ci par I’insuline (116). A court
terme, cette augmentation de la PEG serait due a une interférence de la suppression de la
glycogénolyse par I’insuline (117) tandis que des ¢élévations chroniques d’AGL entraineraient
aussi une augmentation de la néoglucogenése. Les AGL agiraient en bloquant I’activation des
IRS par I’insuline et la voie de signalisation de I’Akt (118). Il a aussi été démontré in vitro que
les AGL peuvent diminuer la fixation et la dégradation de I’insuline dans des hépatocytes de
rats. Des études chez les humains démontrent que les AGL réduisent la clairance hépatique de
I’insuline lors de son premier passage dans la veine porte (119). Finalement, plusieurs études
démontrent une diminution de I’expression génique de I’insuline dans des cellules B
lorsqu’elles sont exposées a des AGL in vitro, particulierement en présence de concentrations
¢levées de glucose (120;121), Ces données suggere un role des AGL dans la réduction de la
clairance de I’insuline, ainsi que dans 1’augmentation de sa sécrétion, les deux facteurs

principaux dans le développement de I’HI (122).

L’accumulation de lipides ectopiques au niveau des ilots pancréatiques est impliquée
dans la modulation de la SI. Des augmentations modérées de lipides pancréatiques (5 a 10 fois
plus) serait une des cause de I’hyperplasie des cellules § et de I’HI compensatoire présente en
situation de RI. Une augmentation de 50 fois la normale renverserait cet effet compensatoire et
entrainerait une dysfonction des cellules et une réduction de leur nombre (123;124). Les
effets néfastes des AGL sur la SI peuvent étre dus a plusieurs mécanismes dont la réduction du
transport de glucose par GLUT2 (125), une diminution de la synthése d’insuline (120) et
I’induction de ’apoptose des cellules 3 (126).
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I1.5.3 Role dans les dyslipoprotéinémies

La RI a un impact important sur le métabolisme des lipoprotéines. La
dyslipoprotéinémie qui caractérise le mieux les sujets ayant de la RI et/ou le DT2 sont une
¢lévation des TG, une diminution du HDL-cholestérol avec une augmentation du taux d’apoB
(hyperapoB) et de LDL petites et denses, malgré un LDL-cholestérol normal ou légerement
¢levé (127;128). Cette dyslipoprotéinémie est considérée athérogénique puisqu’elle est
associée a des risques accrus de MCV (129). Il y a plusieurs indications que I’effet de la RI sur
I’assemblage, la sécrétion et la clairance des lipoprotéines riches en TG (VLDL et

chylomicrons) soit au centre du mécanisme (130).
I1.5.3.1 Hyperapobetalipoprotéinémie

Des études cinétiques in vivo ont démontrées une augmentation de la synthése de la
composante TG des VLDL et de I’apoB chez des patients atteints du DT2 ou de RI (131;132).
Tel que mentionné plus haut, la disponibilit¢ des substrats lipidiques, particuliérement les TG,
est I'un des facteurs importants dans la sécrétion de 1’apoB sous forme de VLDL. En situation
de RI, il y a augmentation des trois sources de TG pour I’assemblage des VLDL: le flux
hépatique d’AGL provenant du TA, le flux hépatique de résidus de lipoprotéines riches en TG

et la lipogenese hépatique de novo.

L’augmentation du flux hépatique d’AGL est induite par une RI au niveau des
adipocytes. Il y a réduction de la captation des AGL au niveau des adipocytes dil en partie a la
diminution du transport de glucose, ce qui limite le glycérol disponible pour la synthése de
TG. De plus, ’activité de la HSL n’étant pas inhibée par I’insuline, il y aura augmentation de
la lipolyse des TG intracellulaires et de la libération d’AG (62). L’augmentation du flux
hépatique de résidus de lipoprotéines riches en TG provient surtout d’une diminution de
I’activité de la LPL au niveau du TA. Il a été démontré chez 1’humain, que la RI est
inversement corrélée avec 1’activité de la LPL du TA et le niveau d’acide ribonucléique
messager (ARNm) de la LPL (133). Cette diminution de 1’activité¢ de la LPL est aussi un
facteur d’augmentation du taux d’apoB, puisque les LDL demeurent plus longtemps en
circulation (131). La lipogenese de novo n’est pas inhibée par la RI, et la présence d’HI

favorise I’expression génique du facteur de transcription lipogénique SREBP-1 ce qui favorise
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la synthése hépatique de TG (60). L’accumulation de TG hépatique peut entrainer le

développement d’une stéatose , un autre facteur dans la surproduction des VLDL (134).

Tel que décrit, I’insuline joue un role important dans I’équilibre entre la sécrétion et la
dégradation de 1’apoB. En présence de RI, cet équilibre est perdu en faveur de la sécrétion
(65). Le role de I’HI dans I’hyperapoB n’est pas bien définie. Une HI aigué induit une
diminution de la production de VLDL-apoB (135), mais cette inhibition est perdue lors d’une
HI chronique (136;137). Par contre, une hypothése plus récente indique que la RI serait plutot
la raison de la perte de cette inhibition. Une étude auprés de gens avec des insulinomes
démontre qu’en I’absence de RI, la production de VLDL en présence de HI est inchangée

(138).

En présence d’un surplus de VLDL en circulation, la protéine de transfert des esters de
cholestérol (CETP) permet 1’échange des TG des VLDL avec le cholestérol du LDL et du
HDL. Cet échange produit des gros LDL enrichies de TG, les rendant les substrats
préférentiels pour les lipases. Suite a leur hydrolyse, ils deviennent des LDL petites et denses
(139). Ces LDL petites et denses sont plus athérogeénes puisqu’elles sont plus sensibles a
I’oxydation (formation de LDL oxydés) et peuvent pénétrer plus facilement dans 1’espace

subendothélial induisant I’inflammation (140-142)

I1.5 Inflammation

Il est connu depuis longtemps que 1'obésité et le DT2 sont associés a une activation
systémique chronique du systéme immunitaire inné, caractérisée par une production
anormale de cytokines pro-inflammatoires, une synthése accrue de protéines de phase
aigué, et l'activation de voies de signalisation pro-inflammatoires (111;143;144). De plus,
I’inflammation locale au niveau du tissu périphérique est de plus en plus reconnue dans la
pathologie de la RI et de la dysfonction des cellules-f dans le DT2 (111;113;144;145). Des
niveaux ¢élevés de marqueurs inflammatoires sont des prédicteurs du risque de DT2. Plusieurs
¢tudes ont démontré que des marqueurs inflammatoires, dont 1’interleukine 1 and 6 (IL-1 &

IL-6) et la protéine C-réactive a haute sensibilité (hsCRP) ainsi que des protéines plasmatiques
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sensibles a I’inflammation (orosomucoide, haptoglobine et al-antitrypsine) sont des

prédicteurs indépendants du développement du DT2 et des MCV (146-152).

L'inflammation aigué peut avoir des effets bénéfiques tels la prévention de la
propagation des infections ou la promotion de la régénération des tissus. Par contre,
lorsqu’elle devient chronique, elle peut devenir délétére pour la fonction des organes. L’état
d’inflammation chronique retrouvé lors du DT2 est reflété par la présence d’un nombre élevé

de cytokines pro-inflammatoires en circulation.
I1.5.1 IL-1p

Les interleukines sont des médiateurs importants de la réponse inflammatoire
systémique. Les membres de la famille des cytokines IL-1, comprenant I’interleukine-1 (IL-
1B), sont de puissants inducteurs d’inflammation (153-155). L’IL-1B est une des cytokines
pro-inflammatoires clés puisqu’elle régule de nombreuses autres cytokines et chimiokines

(156;157).

L’IL-1p est produite initialement sous forme d’un précurseur sans activité biologique,
la pro-IL-1B. Un complexe de protéines intracellulaires, connu sous le nom d’inflammasome
“nucleotide-binding leucine-rich repeat-containing pyrin receptor 3” (NLRP3), active la
caspase-1, la protéase qui clive la pro-IL-1PB afin de produire I'IL-1f actif (158). L’IL-1p
exerce sa fonction biologique en liant le récepteur de 1'L-1 de type I (IL-1RI) (159). De
faibles concentrations d’IL-1p sont nécessaires pour la SI et favorisent la fonction et la survie
des cellules B (160) mais, en exces, I'I[L-1PB serait impliquée dans la détérioration de la

fonction des cellules B, ainsi que dans le développement de la RI généralisée.

L’IL-1pB a tout d’abord été impliquée dans la pathologie du diabéte de type I (145),
mais des études plus récentes indiquent maintenant qu’elle pourrait aussi jouer un role
important dans le développement du DT2. En effet, dans des ilots pancréatiques de gerbilles et
d’humains souffrant de DT2, ’'IL-1 a été associée a une SI défectueuse (161;162) et 'IL-1
est surexprimée dans les lots de patients atteints de DT2 (161;163). De plus, plusieurs études

démontrent que I'IL-1P altére la SI gluco-stimulée dans des 1ilots de souris, de rats et
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d’humains (164;165). Il y a aussi de I’évidence que I’IL-1f a un effet néfaste sur la réplication
des cellules B, entrainant une dysfonction pancréatique et de I’hyperglycémie (166). Dans une
¢tude cas/témoins, les personnes ayant des taux circulants détectables d'IL-1p et des niveaux
¢levés d'IL-6 avaient un risque accru de développer un DT2, par rapport aux personnes avec
une augmentation des concentrations d'IL-6, mais des niveaux indétectables d'IL-1p (147).
Des études effectuées avec des anticorps anti-IL-1B (Canakinumab, Gevokizumab) ont
démontré une amélioration de la glycémie et de I’inflammation chez des diabétique de type 11
(167;168). De plus, la concentration IL-1p est élevée chez les descendants sains d’individus

diabétiques (169).

En plus des cellules B, le TA sécrete aussi de I'IL-1B (111). L’obésité peut entrainer
une augmentation de la sécrétion de I’IL-1B et aussi stimuler sa production hépatique (170).
Les AGL induisent aussi I’expression d’IL-1B (171). Finalement, L'IL-1p peut s’induire elle-

méme, ce qui engendre un cercle vicieux (163).

Quelques ¢études ont démontré un lien direct entre I’IL-1f et le développement d’une
RI. Chez des souris, I’inhibition de la caspase-1 (nécessaire pour la production d’IL-1p active)
améliore la signalisation de I’insuline ainsi que la sensibilit¢ a I’insuline (172). L’IL-1B
entraine une RI dans des hépatocytes murins et des adipocytes 3T3-L1 en réduisant
I’expression de GLUT4 et d’IRS ainsi qu’en inhibant la voie PI3K/Akt (35;36). Une
exposition prolongée a I’IL-1p réduit le transport de glucose et la lipogenéese insulino-stimulée

via une forte inhibition de la translocation des GLUT4 a la membrane (173).

L'activation des voies intracellulaires de l'inflammation méne a la phosphorylation
des résidus sérine (Ser) ou thréonine (Thr) d’IRS, qui ont un effet inactivateur (174;175). En
plus des voies impliquant les Ser/Thr kinases, 'IL-1f peut induire [I’expression des
suppresseurs de protéines de signalisation de cytokines (SOCS) (176;177) qui inhibent la
transmission du signal insulinique (178;179), soit en interférant avec la phosphorylation des

résidus tyrosine d’IRS ou en augmentant la dégradation protéosomale d’IRS (178;180).

Puisque les concentrations physiologiques d’IL-1B chez des individus sans maladies

inflammatoires séveres sont si basses qu’elles sont presque non-détectables par les méthodes

18



disponibles (181), il est habituellement nécessaire d’utiliser des mesures indirectes
d’activation du systéme IL-1p. Le plus communément utilisé¢ est la mesure de I’antagoniste du

récepteur a I’IL-1 (IL-1Ra).

I1.5.2 Antagoniste du récepteur a I’'IL-1

La batterie de génes IL-1 contient les geénes codant pour les cytokines pro-
inflammatoires IL-1a et IL-1p et la cytokine anti-inflammatoire IL-1Ra. Ainsi, I’'IL-1f induit
I’expression d’IL-1Ra (154); donc des niveaux plasmatiques élevés d’IL-1Ra sont considérés
comme reflétant une signalisation accrue d’IL-1p (155). De plus, contrairement aux niveaux
d’IL-1B, les concentrations d’IL-1Ra sont mesurables dans le plasma de sujets humains sains
(154). La mesure d’IL-1Ra est donc un outil permettant la mesure indirecte de I’activation du

systeme IL-1.

L’IL-1Ra est considérée anti-inflammatoire puisqu’elle lie compétitivement I’'IL-1R1,
sans I’induction de signaux intracellulaires. Lorsque le récepteur est occupé par I’IL-1Ra, I’IL-
1B ne peut se lier et induire son effet biologique (182;183). L’IL-1Ra est identifiée comme
¢tant une protéine de phase aigué, étant produite en situations d’inflammation (184). Une
¢tude chez des descendants de sujets atteints de DT2 démontre que le taux d’IL-1Ra était le

meilleur marqueur de la réponse des cytokines dans 1’état pré-diabétique (185).

Plusieurs types de cellules produisent de I’IL-1Ra dont les cellules immunitaires (186),
les hépatocytes (187) et les adipocytes (188). Le TA est I’une des sources les plus importantes
d’IL-1Ra (15). Le taux d’IL-1Ra sérique est plus élevé chez les humains obeses, mais correle
plus fortement avec la RI qu’avec 'IMC (189;190). Dans I’étude de Whitehall II, des taux
¢levés d’IL-1Ra étaient associés a un risque accru de développement du DT2 indépendamment
de la glycémie ou de I’insulinémie a jeun (191). La hausse rapide d’IL-1Ra débutait 6 ans

précédant le diagnostic (192).

L’inhibition du signal de I’IL-1p chez des humains atteints de DT2 par 1’antagoniste du
récepteur de I’IL-1 (IL-1Ra) diminue I’inflammation des ilots pancréatiques et améliore la
fonction des cellules B et la glycémie (157;193). Dans une étude récente avec des sujets pré-

diabétiques, I’antagonisme de I’IL-1p par I’[L-1Ra a amélioré la SI (194).
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Un exces molaire important d’IL-1Ra par rapport a I’IL-1 semble étre nécessaire pour
prévenir la toxicité cellulaire médiée par I’'IL-1p (195). Il est suggéré qu’une dérégulation de
I’équilibre entre I’IL-1p et I’'IL-1Ra serait important dans la pathogénése du DT2 (196) et on
retrouve des concentrations plus basses d’IL-1Ra chez les sujets DT2 (197). Afin de
rééquilibrer le rapport IL-1B/IL-1Ra, I'utilisation d’un recombinant humain non-glycosylé
d’IL-1Ra (Anakinra) a été testé dans plusieurs syndromes auto-inflammatoires, avec une
bonne efficacité (198). Plus récemment, des études ont démontré que 1’injection quotidienne
d’Anakinra pendant 13 semaines entrainait une diminution importante de I’HbA;C et une

amélioration de la SI chez des sujets DT2 (193).
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Chapitre III  Objectifs et hypothéses

Dans la population canadienne, plus de 40 000 déces sont attribués au diabete, dont
80% seraient secondaire aux MCV (199). Le nombre de particules apoB est un fort prédicteur
indépendant du risque de MCV (200;201). La mesure de 1’apoB a été récemment ajoutée aux
lignes directrices canadiennes pour le traitement des dyslipidémies et la prévention des MCV

(202).

L’hyperapoB est I'une des dyslipoprotéinémies les plus communes chez les sujets
souffrant de DT2. Des études provenant de notre laboratoire et d’autres suggerent que
I’hyperapoB pourrait non seulement étre une conséquence du DT2 mais pourrait aussi jouer un
role actif dans I’étiologie de cette maladie. Tout d’abord, en 2006, notre laboratoire
démontrait, lors d’une analyse post-hoc chez des femmes ménopausées et en surpoids, que le
niveau d’apoB plasmatique était indépendamment associ¢ a 1’inflammation chronique sub-
clinique, (mesurée par la hsCRP, I’a-antitrypsine, 1’orosomucoide et I’haptoglobine) et a la RI
(N=77) (203). Nous avons donc émis I’hypothése qu’une élévation de 1’apoB plasmatique
pourrait prédire le développement du DT2 chez les humains. Par la suite, nous avons démontré
qu’une diminution du taux d’apoB, suite a une perte de poids, était associée a une diminution
de I’inflammation et a une amélioration de la sensibilité a 1’insuline indépendamment du poids
perdu (204). En 2007, une équipe turque rapportait que des taux ¢levés d’apoB plasmatiques
¢taient prédicteurs de I’incidence de DT2 chez une population féminine sur une période de 5
ans, indépendamment des marqueurs d’obésité centrale, d’inflammation et d’activité physique
(205). Cette observation a ensuite €té corroborée chez les deux sexes par des études

longitudinales chez des populations canadiennes aborigeénes (21) et finlandaises (206).

Les mécanismes liant les lipoprotéines-apoB au développement du DT2 sont peu
¢tudiés et demeurent donc mal compris. Compte tenu de la relation de I’HI, de la RI et de
I’activation du systéme IL-1B au développement du DT2, ’objectif de cette étude était
d’¢étudier les associations sexe-spécifiques de 1’apoB avec ces facteurs de risque du DT2. Les
hypothéses principales de ce mémoire étudiées chez une population de sujets en surplus

pondéral étaient (tel qu’illustré a la figure 2):
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1. Ily aurait une corrélation positive entre le taux d’apoB plasmatique et la sécrétion
ainsi que la résistance a I’insuline, indépendamment du taux d’adiposité,

2. Ily aurait une corrélation positive entre le taux d’IL-Ra plasmatique (indicateur de
I’activation du systéme IL-1p) et la sécrétion ainsi que la résistance a 1’insuline,
indépendamment du taux d’adiposité, et

3. L’association entre les lipoprotéines-apoB, la sécrétion d’insuline et la résistance a

I’insuline sera dépendante de I’activation du systéme IL-1p.

Figure 2 : Hypothéses

IL-1B
(mesuré par IL-1Ra)

® e
7 5 N

AboB — Résistance a I'insuline
P Hyperinsulinémie
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Chapitre IV Méthodologie et population d’étude

IV.1 Population d’étude

Les sujets ont été recrutés par notre unité¢ de cherche de 2011 a 2013 I’aide d’annonces
dans les journaux et de publicités affichées dans la région de Montréal (Montréal, Canada),
pour une étude de perte poids de six mois par dicte hypocalorique (Formulaire de
consentement a ’annexe 1). Les volontaires ont été inclus dans 1'étude s'ils 1) étaient
ménopausées (femmes) et agés de 45 a 74 ans sans remplacement hormonal; 2) avaient un
IMC > 27 kg/m” avec un poids stable (+ 2 kg au cours des trois derniers mois); 3) étaient
sédentaires (< 2 heures d'exercice structuré par semaine), 4) avaient une consommation faible
a modérée d'alcool (moins de 2 verres par jour). Les critéres d'exclusion étaient les suivants:
(1) diabete (glycémie a jeun > 7,1 mmol/L ou glucose plasmatique de > 11,1 mmol/L 2 heures
aprés une consommation orale de 75 g de glucose), (2) maladies cardiovasculaires, (3)
utilisation d’hypolipémiants, d’antihypertenseurs ou de tout autre médicament affectant le
métabolisme des lipides, (4) risque de Framingham calculé > 20%, (5) hypertension
nécessitant une intervention médicale immédiate (pression artérielle systolique > 160 mmHg
ou diastolique > 100 mmHg), (6) antécédents d'alcoolisme ou de toxicomanie, (7) valeurs
sanguines anormales (hématocrite < 32 ou > 48%; créatinine > 130 mmol/L), (8) prise de
médicaments pour stimuler la perte de poids, (9) historique de maladies inflammatoires ou de

cancer.

Tous les sujets ont donné leur consentement par écrit avant le début de I'étude. L'étude
a été approuvée par le comité d’éthique en recherche de I’Institut de Recherches Cliniques de

Montréal (IRCM).

IV.2 Protocole et méthodologie de I’étude

Le tableau II décrit brievement chacune des visites et les tests effectués a 1’état basal.
Dans le mois précédant le début de 1'étude, la stabilité de poids a été vérifiée par une pesée

hebdomadaire.
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Tableau II  Schéma de ’étude

Visites | Description | Durée | Temps (semaine)
A. Dépistage
Formulaire de consentement
Pesée
1 Taille 1;?80_ 0
Tension artérielle
Bilan sanguin
B. Stabilisation du poids
2 Pesée, examen médical 1h30 1
3 Pesée 10 min 2
4 Pesée, dicte pré-clamp 15 min 3
C. Mesure de sensibilité et sécrétion d’insuline (clamp Botnia)
Pesée
Circonférence de taille et de hanches
5 Composition corporelle par DEXA 6h00 4

Bilan sanguin
Clamp Botnia

IV.2.1. Mesures de composition corporelle

Industrielles, Montréal, QC, Canada). La taille debout a été¢ prise a 1’aide d’une toise
(Perspective Enterprises, Portage, MI, USA). L’obésité abdominale a été évaluée par la
mesure de la circonférence de taille et du gras androide. La circonférence de taille et de hanche
a été obtenue a I’aide d’un ruban a mesurer, chacune des mesures est prise trois fois et la
moyenne est utilisée. La circonférence de taille est prise 2 cm au-dessus de la créte iliaque. La
circonférence de hanches est mesurée au point le plus large des hanches. La masse maigre et la
masse grasse ont €t€¢ obtenues par absorptiométrie biphotonique a rayons X (DEXA, General
Electric Lunar Corporation, version 6.10.019, Madison, WI, USA). Les masses grasses

androide et gynoide sont calculées automatiquement par le DEXA et le rapport a été calculé

Le poids corporel a été mesuré a l'aide d'une balance électronique (Balances

sous la forme masse grasse androide (g)/masse grasse gynoide (g).
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IV.2.2. Mesures de la sensibilité et la sécrétion de l'insuline

Les mesures indépendantes de la sensibilité a I'insuline et de la SI ont été obtenues par
clamp Botnia modifié¢ (207). Le clamp Botnia est une combinaison d’un test d’hyperglycémie
provoquée par voie intraveineuse (IVGTT) d’une heure suivi par un clamp
hyperinsulinémique euglycémique (HEIC) de 3 heures. Tous les sujets ont été soumis a un
régime a haute teneur en glucides (300 g / jour pour les hommes et 225 g / jour pour les
femmes) pendant les 3 jours précédant le clamp. L’objectif de cette diéte haute en glucides est
de maximiser les stores de glycogeéne afin de s’assurer que le glucose serve a 1’oxydation

plutot qu’a I’entreposage.

Les patients arrivent le matin du test aprés un jelne de 12 heures. Des cathéters
intraveineux sont insérés aux deux bras. Un dans la veine du pli du coude pour la perfusion de
glucose et d'insuline, et le deuxiéme au bras opposé pour les prélévements sanguins. La
perméabilité de la veine d’échantillonnage est maintenue a 1’aide une perfusion lente de
solution saline 0.9% (Baxter, Mississauga, ON, Canada). Un coussin chauffant est appliqué au

bras d’échantillonnage afin d’aider a maintenir la perméabilité de la veine.

Au temps 0 minute, un bolus de glucose (0.3 g glucose / kg de poids corporel)
provenant d’une solution de glucose de 20% (Baxter, Mississauga, ON, Canada) est infus¢ en
<2 minutes. Des échantillons sanguins sont prélevés au temps -10 et O pour toutes les mesures
a jeun et aux temps 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 220, 230 et 240 pour obtenir la glycémie
et les mesures d'insuline. Au temps 60 minutes, une dose d'amorcage d'insuline humaine a
action rapide (Humulin R; Lilly USA, Indianapolis, IN, EU) est débutée, suivie d'une
perfusion constante (75 mU/m?) d'insuline via un pousse seringue durant 180 minutes. Une
perfusion variable de 20% de glucose est également débutée a 60 minutes via une pompe afin
de maintenir la glycémie au cours du HEIC (feuille de calcul en annexe). La perfusion de
glucose est additionné de chlorure de potassium (5 mEQ KCL/500 ml de glucose) (Hospira,
Montréal, QC, Canada) afin de prévenir I’hypokaliémie résultant de ’'HI et de I’augmentation
du transport de glucose. Des échantillons de sang ont été prélevés toutes les 10 minutes au
cours du HEIC. Les échantillons sont prélevés a ’aide d’une seringue de 3 mL ayant été

préalablement rincées a 1’héparine (1000 USP unités/mL, Pharmaceutical Partners of Canada
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Inc, ON, Canada) et sont centrifugés durant une minute afin d’obtenir le plasma pour la
mesure de glycémie. Le taux d’infusion de glucose (GIR) est ajusté aux 10 minutes en
fonction de la glycémie, sauf durant les dernieéres 30 minutes ou 1’on tente de maintenir un état
d’équilibre. La glycémie a I’état d’équilibre devrait étre maintenue entre 4.5 et 5.5 mmol/L
avec un GIR constant. Les sujets doivent demeurer couchés tout au long du test, ils ne peuvent
pas manger, mais ont le droit & I'eau. A la fin du test, le sujet demeure au lit pendant une heure
afin de s’assurer que I’insuline exogeéne a cessé son effet, un repas est donné. Avant de quitter,
la glycémie capillaire est faite afin de s’assurer que le sujet est stable. Une schématisation du

clamp Botnia est illustrée a la figure 3.

Figure 3 : Schématisation du clamp Botnia

Glucose Insuline
intraveineux intraveineuse

! !
A

i

L]

Glucose plasmatique mmol/L. —
Infusion de glucose mg/kg/min

Insuline plasmatique pU/mL

IVGTT Clamp hypermsulinémique-euglycémique
< > <

60 minutes 180 minutes

Glucose sanguin (ligne hachurée); insulinémie plasmatique (ligne pleine);
infusion de glucose (rectangles gris). IVGTT : test de tolérance au glucose
intraveineux.

26



IV.2.3.Mesures sanguines

Une premiére analyse des lipides sanguins est faite lors de la premicre visite de
sélection et en accord avec les critéres d’inclusion, et une deuxiéme analyse est effectuée le
jour du clamp. Sur le plasma obtenu a jeun, le cholestérol total, les TG, le HDL-cholestérol,
les acides gras non-estérifiés (AGNE) et I’apoB sont mesurés par notre analyseur automatisé
(Cobas Integra 400 plus, Roche Diagnostics Ltd, Switzerland). Le LDL-cholestérol a été
calculé a I’aide de I’équation de Friedwald (208) (a I’exception d’un homme dont les valeurs
de TG ¢étaient trop élevées > 4.45 mM et pour lequel le LDL-cholestérol a di étre fait par
mesure directe). Le pourcentage de risque de Framingham a été calculé a partir de 1’age, du

cholestérol total et HDL, de la tension artérielle systolique et du statut de non-fumeur (209).

Des échantillons de 3 mL de sang veineux sont prélevés a toutes les 2 minutes pendant
les 10 premicres minutes de 'IVGTT et a toutes les 10 minutes pour le reste de 'TVGTT (60
minutes). Par la suite, des échantillons de 1 mL de sang veineux sont prélevés a toutes les 10
minutes au cours de I’HEIC. Une portion du plasma sert immédiatement pour la mesure de la
glycémie par analyseur automatisé (YSI 2300 Stat Plus, Interscience, Yellow Springs, Ohio,
EU). Le reste du plasma est aliquoté et congelé a -80 °C afin de servir pour les mesures

d'insuline plasmatique et de C-peptide.

Les concentrations plasmatiques d’insuline et de C-peptide ont été mesurées par des
essais radio-immunologiques (RIA) commerciaux pour insuline et C-peptide humain
(Millipore Corporation, Billerica, MA, EU). Les concentrations plasmatiques d’IL-1p et d’IL-
IRa sont mesurées dans les échantillons de plasma a jeun par ELISA (enzyme-linked
immunosorbant assay) commercial (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, EU), de haute
sensibilité dans le cas de I'IL-1p. Le diametre des particules de LDL (représentant plus de
90% des lipoprotéines apoB) a été mesuré dans le plasma frais par notre systéme automatisé
d’¢lectrophorese sur gel de polyacrylamide (Lipoprint system, Quantimetrix, Redondo Beach,

CA, EU).

La SI totale (Slror), ainsi que la sécrétion de la premiere phase (Sliomin) €t de la

deuxiéme phase (SIsomin) ont ¢été calculées comme étant 1’aire sous la courbe des
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concentrations d’insuline durant tout 'IVGTT (60 minutes), les premicres 10 minutes et les
derni¢res 50 minutes de I'IVGTT respectivement. La sécrétion de C-peptide a été calculée
comme ¢tant 1’aire sous la courbe de la concentration de C-peptide des temps 0, 2, 4, 6, 8, 10,
40 et 60 minutes. Les indices de sensibilité a I’insuline a jeun ont été mesurés a 1’aide du
quantitative insulin-sensitivity check index (QUICKI), calcul¢é comme étant 1/[log
(insulinémie a jeun (uWU/ml)) + log ((glycémie a jeun (mg/dl))] (210), et lors du clamp comme
¢tant le taux d’infusion de glucose (GIR) durant les derni¢res 30 minutes du clamp (état
d’équilibre) et le rapport du GIR sur la moyenne des concentrations d’insuline durant 1’état

d’équilibre (M/1).
IV.2.4.Analyses statistiques

L’estimation de la taille de 1’échantillonnage se base sur I’hypothése primaire pour
laquelle des données étaient disponibles. Les sujets hyperapoB ont une sensibilité a I’insuline
(mesurée par GIR) plus faible que les sujets normoapoB. En se basant sur nos données
préliminaires chez des femmes ménopausées en surpoids (203). Le GIR moyen pour 24
femmes hyperapoB était de 5.45 £ 1.34 mg/kg/min et de 6.73 + 1.56 mg/kg/min pour 14
femmes normoapoB (p = 0.02). En établissant la puissance a 80%, la valeur o< a 0.05, 1’écart-
type (E-T) a 1,56 (un E-T plus élevé afin d’étre conservateur) et en utilisant un test de ¢ de
Student bilatéral, la taille de chaque groupe était de 24. Afin d’examiner les différences de
sexe dans les objectifs primaires et secondaires, et puisque le GIR d’hommes hyperapoB n’est
pas rapporté dans la littérature, nous avons utilisé la méme taille d’échantillon pour les deux
sexes. Donc la taille de la population échantillon fut établi a8 N=48/groupe (N total = 96, avec
50% d’hommes). Vu les difficultés a recruter des sujets hyperapoB qui cadraient dans les
criteres d’inclusion, chaque sexe a ¢été regroupé en un seul groupe afin d’augmenter la
puissance de I’analyse statistique par corrélation et régression. Le projet complet se déroule
sur huit mois et implique une intervention nutritionnelle visant a induire une perte de poids et
une réduction du taux d’apoB chez les participants. Seules les données obtenues lors des

mesures pré-intervention sont présentées dans ce mémoire.
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Les données sont présentées sous forme de moyenne + E-T. Le test de ¢ pour
¢chantillons non-appariés a été utilisé pour évaluer les différences entre les sexes. La
corrélation de Pearson a été utilisée afin d’examiner les associations, et celles qui ont été
trouvées ont été confirmées par corrélation de Spearman. Une analyse de régression linéaire
partielle a été utilisée afin d’examiner les prédicteurs indépendants des indices de
sensibilité/sécrétion d’insuline. N’ayant pas passé les tests de variances et/ou de normalités
¢gales lors des analyses de régression, les valeurs de Slsomin, SItor, M/I et IL-1Ra ont toutes
da étre transformées en Log;o pour permettre les analyses de corrélation de régression. Les
calculs statistiques ont été faits a ’aide du programme SigmaStat (Jandel, San Rafael, CA,

USA) avec une significativité établie a p < 0.05.
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Chapitre V  Résultats

V.1 Caractéristiques des sujets

A ce jour, 110 volontaires ont signé le formulaire de consentement. De ceux-ci, 29
personnes ont ét¢ exclues suite aux examens médicaux ou aux bilans sanguins. Un nombre
total de 81 sujets a donc été recruté (48 femmes et 33 hommes). Ce mémoire présente les
données préliminaires obtenues chez 47 femmes ménopausées et 28 hommes séparés en deux
groupes selon le sexe. Il est a noter que 3 femmes et 1 homme ont seulement des valeurs
d’IVGTT da a un inconfort ou une intolérance au début du HEIC qui ont requis un arrét du
test. Les caractéristiques anthropométriques, lipidiques et inflammatoires a jeun des sujets sont
présentées au Tableau III. Les hommes et les femmes étaient d’age similaire. Il n’y avait pas
de différences significatives du taux d’adiposité (IMC, masse grasse totale) entre les sexes. Par
contre, on note que les hommes avaient un poids et une masse maigre plus importante et une
distribution adipeuse plutdt centrale (circonférence de taille et masse grasse androide
supérieurs) tandis que la distribution adipeuse chez les femmes était plutdt périphérique
(circonférence de hanche et gras gynoide significativement plus grands). Cette variation dans
la distribution adipeuse est aussi illustrée par le rapport androide/gynoide plus élevé chez les
hommes. Toutes les valeurs de cholestérol ainsi que les concentrations d’acides gras non-
estérifiés (AGNE) étaient plus élevées chez les femmes, tandis que les concentrations de TG
¢étaient supérieures chez les hommes. On note une tendance vers une plus petite taille des LDL
chez les hommes (p = 0.058), qui pourrait étre di a des TG plus élevés et donc une activité
plus importante de la CETP. Il n’y avait pas de différence du nombre de lipoprotéines-apoB

entre les sexes.

Il est a noter que la mesure de I’'IL-1P a été faite dans un échantillon pilote de notre
population (N = 8 femmes, 12 hommes), mais les concentrations obtenues étaient a la limite
ou sous la limite de détection de ’ELISA de haute sensibilité. Les données provenant de cette

analyse n’ont donc pas été présentées dans ce mémoire. Les concentrations d’IL-1Ra ont donc
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¢été utilisées comme mesure indirecte de 1’activité du systeme IL-1B. Il n’y avait pas de

différences dans les concentrations d’IL-1Ra entre les hommes et les femmes.

En comparant les indices de sensibilité/sécrétion d’insuline au tableau IV, des
différences entre les sexes €taient présentes a jeun et lors du clamp Botnia. Malgré des taux
d’HbA,C et une glycémie a jeun similaires, les femmes étaient plus sensibles a 1’insuline,
illustrée par un QUICKI plus élevé (p < 0.001). Les hommes semblent compenser en
sécrétant davantage d’insuline [insulinémie (p < 0.001), C-peptide (p = 0.009)]. Lors de
IIVGTT, les deux sexes avaient des excursions glycémiques similaires, mais la SI
[STiomin (p = 0.035), Slsomin (p < 0.001) et SItor (p < 0.001)] ainsi que la sécrétion de C-peptide
(p = 0.037) étaient augmentées chez les hommes. Parall¢lement, les indices de sensibilité lors
du clamp étaient plus faibles chez les hommes lorsque mesurés par le GIR (p = 0.003) ou
normalisé€s pour 1’insuline circulante [M/I (p = 0.010)]. La relation entre la SI et la sensibilité a

I’insuline pour les deux sexes est une relation hyperbolique, tel qu’illustrée a la figure 4.
V.2 Associations de ’apoB avec les indices de sécrétion/sensibilité

Les corrélations de Pearson entre les indices de sécrétion/sensibilité a 1’insuline lors du
clamp et les caractéristiques anthropométriques, lipidiques et inflammatoires sont présentées
aux tableaux V (femmes) et VI (hommes) et aux figures 5 et 6. Chez les femmes, il y avait peu
de corrélations entre les indices de sécrétion et les valeurs anthropométriques, a I’exception du
C-peptide qui corrélait positivement avec les mesures d’adiposité [IMC (r = 0.308), gras total
(r = 0.362)] et plus fortement avec les mesures d’obésité abdominale [circonférence de taille
(r = 0.415), gras androide (r = 0.437)] et du Slsomin qui corrélait positivement avec le gras
androide (r = 0.402) et le rapport androide/gynoide (r = 0.445). Le GIR corrélait fortement
avec la majorité des valeurs anthropométriques, a I’exception de la masse maigre et du gras
gynoide, tandis que le M/I ne corrélait qu’avec le gras androide (r = -0.434) et le rapport
androide/gynoide (r = -0.520).

A T’inverse, chez les hommes, les indices de sécrétion corrélaient positivement avec

toutes les variables anthropométriques a 1’exception de la masse maigre et du rapport
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androide/gynoide, tandis que les indices de sensibilité corrélaient négativement avec les

mesures d’adiposité et d’obésité abdominale ainsi qu’avec la circonférence de hanches.

De facon générale, il y avait peu de corrélations des indices de sécrétion/sensibilité
avec les valeurs lipidiques chez les deux sexes. Les exceptions sont 1’apoB avec les indices de
sécrétion [Slsomin (r = 0.296), Sltor (r = 0.286), C-peptide (r = 0.312)] et le HDL-C pour les
indices de sensibilité [GIR (r = 0.363), M/I (r = 0.355)] chez les femmes. Malgré une absence
de différence du nombre d’apoB entre les sexes, 1’apoB corrélait positivement avec les indices
de sécrétion, a I’exception de SIjomin, chez les femmes seulement, il y avait aussi une tendance
pour une corrélation négative avec les indices de sensibilité [GIR (p = 0.056), M/I (p = 0.067)]
(Tableau V, Figure 5). En fait, lorsque que 1’on retire les deux points extrémes de I’apoB, les
corrélations devenaient significatives pour les deux indices de sensibilité¢ [GIR (r =-0.332; p =

0.032), M/I (r =-0.315; p = 0.042)].

Vu la différence de distribution adipeuse entre les sexes, nous avons examiné les
associations entre I’apoB et les variables anthropométriques (Tableau VII). Il n’y avait aucune
corrélation présente chez les deux sexes. Malgré 1’absence de corrélation entre I’apoB et les
valeurs anthropométriques, il était important de corriger pour 1’adiposité puisque la population
¢tudiée était en surpoids ou obese. Pour ce faire, les valeurs d’apoB ont été ajustées par les
valeurs d’IMC. L’IMC a été utilisée puisqu’il corréle fortement avec les indices de
sécrétion/sensibilité chez les deux sexes et qu’il s’agit de la mesure d’adiposité la plus
communément utilisée en pratique clinique, avec la circonférence de taille. Une régression
linéaire partielle a été faite pour chacun des indices de sécrétion et de sensibilité en utilisant
I’IMC et I’apoB chez les femmes (Tableau VIII). En accord avec notre hypothése, suite a la
correction par I'IMC, I’apoB était associée avec tous les indices de sensibilit¢é [GIR
(R* = 0.299), M/I (R* = 0.180)], et de sécrétion [SIsomin (R* = 0.202), SItor (R* = 0.168), C-
peptide (R* = 0.204)], a exception du SIjomin. Remplacer I'IMC par la circonférence de taille
produisait des résultats similaires, a 1’exception d’une perte de la corrélation entre le
Logo[M/I] et I’apoB (résultats non présentés). Par contre, chez les hommes, 1’utilisation de

facteurs de correction anthropométriques ne produisait aucune corrélation avec 1’apoB.
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V.3 Associations de DPIL-IRa avec les indices de

sécrétion/sensibilité

Comme présenté aux Tableaux V et VI ainsi qu’aux Figures 7 et 8, ’IL-1Ra corrélait
positivement avec tous les indices de sécrétion a 1’exception de SIjomin, €t négativement avec
les indices de sensibilité chez les femmes [SIsomin (r = 0.435); Sltor (r = 0.364); C-peptide
(r = 0.416); GIR (r = -0.474); M/I (r = -0.436)] et chez les hommes [SIsomin (r = 0.393);
C-peptide (r = 0.385); GIR (r =-0.437); M/I (r =-0.473)] .

Les associations entre I’IL-1Ra et les variables anthropométriques ont été mesurées par
corrélation de Pearson (Tableau VII). Il y avait une forte corrélation positive entre le Log;o[IL-
1Ra] et toutes les variables anthropométriques, a I’exception du gras gynoide chez les femmes,
et du rapport androide/gynoide chez les hommes. Les associations étaient particulierement
puissantes pour le gras androide chez les deux sexes [femmes (r = 0.607); hommes (0.617)],
ainsi que pour le rapport androide/gynoide chez les femmes (r = 0.603) et la masse grasse chez
les hommes (r = 0.633). On note aussi une corrélation positive entre 1’apoB et le Logo[IL-

1Ra] chez les femmes (r = 0.352, Figure 9).

Comme pour I’apoB, afin de corriger pour ’effet de I’adiposité, les valeurs du
Logjo[IL-1Ra] ont été ajustées pour la valeur d’IMC dans la régression linéaire partielle
(Tableau IX). Suite a la correction par I'IMC, chez les femmes, le Logjo[IL-1Ra] était un
prédicteur de tous les indices de sensibilité, [GIR (R? = 0.304); M/I (R* = 0.214)], et de
sécrétion [Slsomin (R* = 0.217); Sktor (R* = 0.154); C-peptide (R* = 0.198)], a I’exception du
STiomin. Les résultats étaient similaires en utilisant la circonférence de taille comme facteur de
correction (résultats non présentés). Par contre, la correction par I’'IMC ou la circonférence de
taille chez les hommes éliminait 1’association entre le Log;o[IL-1Ra] et tous les indices de

sécrétion/sensibilité.

33



V.4 Prédiction des indices de sécrétion/sensibilité par ’apoB et

PIL-1Ra

Compte tenu de la relation connue du systéme IL-1f avec la promotion de la RI, nous
avons voulu examiner si 1’association de 1’apoB avec la sécrétion et la sensibilité a I’insuline
pouvait étre médiée par I’activation du systéme IL-1B. Pour ce faire, nous avons corrigé le
Logo[IL-1Ra] dans un mod¢le de corrélation linéaire partielle entre I’apoB et les indices de
sécrétion/sensibilité. Suite a ce, toutes les associations entre I’apoB et les indices de
sécrétion/sensibilité ont été perdues, ce qui suggere que 1’association entre I’apoB, la SI et la
RI est effectivement médiée par I’activité du systeme IL-1P. Inversement, les corrélations
entre I’IL-1Ra et les indices de SI et de sensibilité a I’insuline demeurent significatives suite a

I’insertion de 1’apoB dans le mod¢le.
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Chapitre VIII Discussion

Cette étude démontre pour la premiere fois chez des femmes ménopausées, non-
diabétiques en surplus pondéral que : (1) le nombre de lipoprotéines athérogénes est associé
positivement a la sécrétion d’insuline et a la résistance a I’insuline indépendamment de
I’adiposité; (2) I’activation du systéme IL-1p est associé positivement a la SI et a la RI
indépendamment de ’adiposité; et (3) ’association entre 1’apoB, la SI et la RI pourrait étre
dépendante de I’activation du systéme IL-1f3. Une autre observation intéressante est que ces
associations semblent étre dépendantes du sexe puisqu’elles n’ont pas été observées chez des
hommes d’age et d’IMC similaires. Plusieurs recherches se sont penchées sur la RI chez cette
population en lien avec le taux d’apoB en tant que facteur de risque pour le développement des
MCYV, mais notre étude est la premiere a porter sur les deux sexes, a y inclure une mesure de

la ST ainsi qu’a étudier I’association entre 1’apoB et I’activation du systéme IL-1.

Avant de pousser 1’analyse, il est important de souligner les forces et les faiblesses de
cette étude. Puisqu’il s’agit d’une étude d’association, la relation de 1’apoB avec la RI, la SI et
I’'IL-1Ra ne représente pas un lien causal, mais permet plutdt de confirmer la présence de ces
relations chez I’humain afin d’¢laborer des hypothéses et des mécanismes probables. Des
¢tudes plus approfondies sont présentement en cours afin de mesurer les effets directs de

I’apoB sur ces résultats.

La taille de 1’échantillon chez les hommes, ainsi que leur distribution plus restreinte de
concentrations d’apoB, limite I’interprétation, ayant pu limiter les associations qui auraient pu
étre présentes. Finalement, les critéres d’inclusion servaient a recruter des sujets sains en
surpoids ou obeses avant le développement du DT2. Il y avait exclusion de certains facteurs
confondants tels le tabagisme, 1’hypertension et les dyslipidémies séveres, ce qui peut avoir
créé un biais de sélection pouvant limiter la généralisation des données a la population

générale et peut avoir réduit le nombre de sujets ayant pu étre recrutés.

Cette ¢tude comporte aussi plusieurs forces. Malgré un nombre plus restreint
d’hommes, I’inclusion des deux sexes séparément dans 1’étude permet d’observer des

différences qui pourraient étre perdues si les hommes et les femmes étaient combinés dans un
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méme échantillon. L’utilisation du clamp Botnia est une grande force de I’étude, permettant la
mesure de la SI et de la sensibilit¢ d’insuline de fagon concomitante, mais indépendante. La
sensibilité a I’insuline et la SI sont des processus fortement associés. Les études démontrent
que des changements dans I’une des fonctions entrainent une adaptation de la seconde (211). Il
est donc important de mesurer les deux fonctions simultanément afin de tirer les bonnes
conclusions. La SI étant inversement associée a la sensibilité a 1’insuline, il est aussi important
que la mesure de ces deux fonctions soient indépendantes afin d’éviter un biais dans I’analyse.
L’ IVGTT permet la stimulation directe de la SI biphasique par le glucose sans étre modifiée
par la vitesse d’absorption du glucose ou par I’effet des incrétines (207). Cette technique n’est
pas standardisée pour I’utilisation comme test diagnostique en raison de I’expertise technique
nécessaire, mais peut étre trés utile afin de permettre la comparaison a I’intérieur d’une
population. Son utilisation devient particuliérement intéressante lorsqu’elle est combinée au
HEIC lors du méme test. Le HEIC est la technique de référence pour la mesure de la
sensibilit¢ a I’insuline chez I’humain (212), et permet la mesure directe de ['utilisation du
glucose a 1’équilibre a un taux d’insulinémie donné. Il est toutefois important de souligner que
le HEIC comporte certaines limites puisqu’il implique 1’utilisation de niveaux supra-
physiologiques d’insuline a 1’état d’équilibre, et requiert de 1’équipement et du personnel

spécialisé pour effectuer le test (213).

Les mesures de SI et de sensibilité a I’insuline auraient pu étre obtenues a 1’aide
d’autres techniques. L’HPVO est un test simple impliquant 1’ingestion d’une boisson
contenant 75g de sucre; la glycémie et I’insulinémie sont mesurées au basal puis aux 30
minutes pendant 2 heures. Ce test mime mieux la dynamique physiologique du glucose et de
I’insuline que le clamp Botnia. Par contre, dii aux effets des incrétines et d’autres facteurs, tel
la vitesse d’absorption du glucose, ’HPVO mesure la tolérance au glucose, plutdt que la
sensibilité¢ a I’insuline. La SI et la RI ne peuvent donc qu’étre estimées a partir d’indices
provenant des valeurs de glycémie et d’insulinémie obtenues lors du test. Le “frequently
sampled intravenous glucose tolerance test” (FSIGT) analysé par le “minimal model” est une
technique plus simple et moins invasive que le HEIC. La sensibilité a I’insuline est calculée a
I’aide d’un programme informatique suite a un IVGTT combinée a un bolus d’insuline. Ce test

requiert tout de méme du personnel spécialisé et un programme informatique dispendieux, et,
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encore une fois, il ne s’agit pas d’une mesure directe de la sensibilité a 1’insuline. Le test de
référence pour la SI est le clamp hyperglycémique (214). Il implique I’induction d’une
hyperglycémie par un bolus de glucose intraveineux qui stimule la sécrétion biphasique
d’insuline. Apres 2 a 3 heures, un état d’équilibre est atteint ou les niveaux d’insuline varient
selon la réponse des cellules-p du sujet. Par contre, ce clamp ne permet qu’une mesure
indirecte de la sensibilité a ’insuline et ne peut étre combiné a un autre test qui permettrait une
mesure directe. Les indices de sensibilit¢ provenant des valeurs a jeun, tels HOMA-IR
(homeostatic model assessment of insulin resistance) et QUICKI, sont des tests simples et peu
dispendieux, et peuvent étre particulierement utiles dans des études épidémiologiques (215).
L’état a jeun représente un état d’équilibre basal ou 1’homéostasie du glucose est maintenue
dans des niveaux normaux de sorte que les taux d’insuline ne varient pas beaucoup et la PEG
est constante. Ces indices sont donc assez représentatifs de la RI hépatique, mais ne sont que
des mesures indirectes et donc ne sont pas les meilleurs outils lorsque la mesure de la

sensibilité est d’intérét principal (213).

Les études de progression de la tolérance normale au glucose vers le DT2 favorisent un
modele a deux étapes. La premiere étape implique le passage de la normo-tolérance au glucose
vers I’intolérance au glucose ou une augmentation progressive de la RI entraine graduellement
I’HI. Dans la deuxiéme étape, l’intolérance au glucose évolue au DT2 suite a la perte
progressive de la fonction des cellules P et 1’éventuel déclin de la SI (216). Cette étude a
examiné les différences sexuelles chez des sujets en surplus pondéral qui maintenaient des

glycémies normales a 1’aide de sensibilités et de sécrétions d’insuline variables (étape 1).

La premicre phase de SI implique un petit bassin de granules (RRP) permettant une

libération rapide de I’insuline (13). La 2°™ phase représente un plus grand bassin de granules

(RP) qui seront mobilisées en réponse au glucose, produisant une sécrétion substantielle et
prolongée. Quantitativement, la 2°™ phase est plus importante, et dans cette étude représentait
~ 78% de la sécrétion totale d’insuline lors de 'IVGTT. Ceci suggére que la 2°™ phase de SI
pourrait avoir un impact plus important sur 1'épuisement des cellules § chez des sujets obéses
en bonne santé présentant une glycémie normale. C’est I’augmentation de cette seconde phase

de sécrétion qui est associée aux niveaux ¢levés d’apoB et d’IL-1Ra prédictifs du DT2 chez
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les femmes. Chez les hommes, la 2'°™ phase de sécrétion est de 1.6 fois supérieure a celle des
femmes, malgré un IMC et un taux de gras similaires et malgré la présence d’une association
avec des niveaux ¢levés d’IL-1Ra, celle-ci était perdue suite a une correction pour le taux

d’adiposité.

D’intérét particulier, les résultats de cette étude démontrent pour la premicre fois la
présence d’une différence sexe-spécifique de sensibilité et de SI et leur relation avec le
nombre de lipoprotéines athérogeénes apoB. Dans un premier temps, nous avons pu reproduire
la relation hyperbolique entre la sensibilité a 1’insuline et la RI. Cette relation n’avait été
illustrée précédemment qu’a partir de données provenant d’HPVO et en ne séparant pas les
deux sexes (Figure 1). En se référant a la Figure 4, on peut noter que les deux sexes semblent
maintenir I’homéostasie du glucose différemment; les hommes a I’aide d’une sécrétion plus

importante, tandis que les femmes auraient une plus grande sensibilité.

Nous avons démontré que la corrélation positive entre 1’apoB et les indices de
sécrétion/sensibilité n’existait que chez les femmes. De plus, les hommes avaient une RI et
une SI supérieure a celle des femmes. Cette RI chez les hommes, est présente a jeun, reflétant
la présence d’une RI hépatique, et durant le HEIC, indiquant une RI périphérique. Cette RI est
compensée par ’augmentation de toutes les phases de SI, y compris I'insulinémie a jeun,
permettant le maintien de la glycémie. Les taux élevés de C-peptide indiquent que cette
augmentation s’explique plutét par une SI plus importante, que par une diminution de la
clairance, vu la concentration d’insuline a 1’équilibre similaire chez les deux sexes. Peu
d’études ont examiné la différence de sécrétion d’insuline entre les sexes. La présence d’une
sécrétion plus importante chez les males est rapportée dans des études animales, en particulier
chez des rats ou les males avaient une SI supérieure a des femelles du méme age. Par contre,
les mécanismes expliquant cette différence semblent étre contradictoires. Lors de la perfusion
de pancréas provenant de rats Sprague-Dawley, la deuxiéme phase de SI était plus importante
chez les femelles que chez les males lorsqu’on corrigeait pour la masse du pancréas (217). Des
expériences menées avec des 1lots pancréatiques de rat Fischer 344 ex vivo ont démontré une
SI gluco-stimulée plus importante dans ceux provenant de souris males (218). Ces expériences

peuvent suggérer la présence de différences reliées au sexe au niveau de la structure et de la
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fonction du pancréas endocrine. Finalement, il est difficile de séparer SI et sensibilité¢ a
I’insuline, la présence d’une RI plus important chez les hommes dans cette étude pourrait aussi

étre une explication de la SI plus élevée chez les hommes.

Des preuves existent d’une différence de sensibilité a I’insuline entre les hommes et les
femmes (219). Les femmes pré-ménopausées ont une tolérance au glucose et une sensibilité a
I’insuline généralement meilleure que celle des hommes du méme groupe d'age. Par contre, les
¢tudes comparant les hommes et les femmes plus agées sont moins concluantes. Certaines
¢tudes observent une plus grande sensibilité chez les hommes, mesurée par ’'HPVO (220),
d’autre chez les femmes, mesurée par les indices a jeun et le HEIC (221;222), et certaines
n’observent pas de différences entre les deux sexes apres la ménopause en utilisant le FSIGT
(223). 11 est possible que malgré la perte de ’effet bénéfique des hormones suite a la
ménopause, des effets persistants des hormones permettent aux femmes de maintenir une
meilleure sensibilité a I’insuline que les hommes, possiblement via 1’effet sur la distribution du

TA.

A premiére abord, les résultats de cette étude chez les hommes semblent étre en
contradiction avec les études préalables démontrant une association entre I’apoB et le DT2
chez les deux sexes (21;206). Notre étude ne démontre pas d’associations de I’apoB avec les
indices de sécrétion/sensibilité chez les sujets masculins. Le nombre d’hommes dans notre
¢chantillonnage est moindre que celui des femmes; il convient donc d’étre prudent lors de
I’interprétation de ces résultats. Outre ce fait, 1’association entre 1’apoB et le DT2 chez les
hommes pourrait s’effectuer par un autre mécanisme que la RI et I’augmentation de la SI, tel
I’inflammation ou la dysfonction du TA (67). Finalement, d’autres facteurs dans le
développement de la RI pourraient étre plus importants que 1’apoB chez les hommes, telle la

composition corporelle et la distribution du TA comme démontré au Tableau VI.

L’accumulation régionale de TA présente un dimorphisme sexuel. Les hommes
accumulent plus de gras viscéral, tandis que les femmes accumulent plus de gras sous cutané,
particulierement au niveau des hanches, et ont généralement un pourcentage de gras plus
¢levé. Cette tendance est bien démontrée chez nos sujets. La distribution régionale de TA est

plus fortement associ¢e a la RI que I’adiposité totale. Les données récentes suggerent que
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I’accumulation de TA sous cutané aurait un effet protecteur contre les troubles métaboliques
(224). Tandis que I’accumulation de TA viscéral entraine un plus grand risque de désordres
métabolique (225;226). L’augmentation de la circonférence de hanches a été associée a une
réduction du risque cardio-métabolique chez plusieurs groupes ethniques indépendamment de
la circonférence de taille ou du TA abdominal (227). La circonférence de taille a été corrélée
avec la SI (surtout chez les hommes), et la RI (106). 11 est intéressant d’observer que les
associations entre les indices de sécrétion/sensibilité et la composition corporelle ne sont pas
les mémes chez les deux sexes. Chez les femmes, la RI est associée avec le gras androide ainsi
qu’avec le rapport androide/gynoide, illustrant que lorsque le gras est déposé au niveau des
hanches et des fesses au dépend de la région abdominale, la sensibilit¢ a 1’insuline est
meilleure. Parallélement, le gras androide est aussi associé¢ avec une plus grande SI chez les
femmes. Chez les hommes, la distribution adipeuse ne semble pas jouer le méme role. C’est
plutot 1’adiposité sous toute ses formes (IMC, gras total, gras androide et gras gynoide) qui est
associ¢e a la RI et a ’HI. La forte association avec le rapport androide/gynoide chez les
femmes, est absente chez les hommes. Il semble donc qu’un exceés de TA, peu importe sa

distribution, soit un facteur important dans la pathophysiologie de la RI chez les hommes.

Les mécanismes liant les niveaux d’apoB a I’augmentation de la RI et du risque de
DT2 ne sont pas ¢lucidés, mais les résultats des études précédentes, cumulés a ceux du présent
mémoire, supportent [’hypothése selon laquelle les lipoprotéines-apoB pourraient E&tre
impliquées dans ’activation du systéme IL-1B. Le réle de I’IL-1B dans la pathologie de la RI
et du DT2 a été discuté plus haut, mais certaines études démontrent que les lipides et les
lipoprotéines-apoB pourraient avoir un role dans I’activation du systéme IL-1f. L’incubation
en présence de VLDL induit I’expression de I'IL-1B par les macrophages (228). Un
chargement lipidique de TG, mais pas de cholestérol, stimule la sécrétion basale d’IL-1f dans
des macrophages humains (229). Par contre, dans des PBMC (lipopolysaccharide-primed
human peripheral blood mononuclear cells), 1’incubation en présence de cristaux de
cholestérol induisait une sécrétion d’IL-1p de fagon dose-dépendante (230). Finalement les
LDL oxydés produisent des médiateurs pro-inflammatoires qui induisent la sécrétion de

cytokines pro-inflammatoires, dont ’IL-1p (231;232).
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Il y a aussi des indications que I’IL-1B pourrait avoir un effet sur 1’apoB. Des
expériences faites avec des hépatocytes murins démontrent que I’'IL-1f stimule la sécrétion de
VLDL-apoB en augmentant de fagon transitoire 1’expression de son ARNm (233). Par contre,
des résultats contradictoires ont été rapportés dans des cellules HepG2 ou I’IL-1p réduisait la
sécrétion d’apoB100 avec des changements (234) ou non (235) de niveaux d’ARMm. Il y
aurait des indications que D’IL-1f pourrait inhiber l’activit¢ de la LPL du TA (236),
augmentant le flux de substrats lipidiques vers le foie et la formation de lipoprotéines-apoB. Il
serait donc possible que les lipoprotéines-apoB et I’IL-1f soient impliqués dans un systeme de

rétroaction positive qui favoriserait I’HI, la RI et, éventuellement, le DT2.

Cette étude n’est pas la premiére ou nous avons observé un lien entre I’apoB et
I’inflammation. Dans un premier temps, en 2000, il a été démontré que I’apoB était le premier
prédicteur des marqueurs d’inflammation (CRP, IL-6, orosomucoide, haptoglobine, anti-
tyrpsine) chez des femmes ménopausées et obeses, indépendamment de I’adiposité, du
cholestérol et des triglycérides (203). De plus, la diminution du taux d’apoB suite a une perte
de poids était associée a la réduction de I’inflammation et a une amélioration de la sensibilité a
I’insuline, indépendamment du poids perdu (204). A noter que dans cette étude, la correction
pour les divers marqueurs d’inflammation n’¢liminait pas 1’association entre I’apoB et la R,
suggérant que ces marqueurs d’inflammation n’avaient pas la méme capacité a activer la RI
que le systeme IL-1B. L’IL-1B joue un rdle important dans [’activation de I’immunité
systémique (237). Suite a son activation, I’IL-1B entraine une cascade de signaux résultant en
I’activation du NF«xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)et la
production et la sécrétion d’autres cytokines pro-inflammatoires, incluant les IL-1, le TNF-a
et I’'IL-6 (238). Il s’agit de la premiére illustration d’une association positive entre I’IL-1Ra et
I’apoB chez des sujets en santé. Par contre, une association similaire a ét¢ démontré en 2007
chez des patients souffrant d’arthrite rhumatoide, une maladie hautement inflammatoire ayant

des niveaux tres €élevés d’IL-1Ra (239).

Tous les tissus périphérique possédent des LDLR a leur surface et expriment le
complexe de I’inflammasome. L’effet de I’apoB sur I’activation de 1I’HI, de la RI et du

systeme IL-1pB pourrait donc agir sur tous les tissus périphériques, et plus particulierement le
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TA, les muscles et le pancréas. En lien avec le TA, nous avons rapporté en 2012 que les
femmes ménopausées ayant un taux élevé d’apoB avaient une diminution de la clairance des
lipides alimentaires in vivo. Un nombre élevé de lipoprotéines-apoB inhibait la fonction du TA
ex vivo en réduisant I’hydrolyse des TG par la LPL ainsi que 1’entreposage des AG sous forme
de TG. De plus, la présence d’une quantité physiologique de lipoprotéines-apoB augmentait la
prolifération des adipocytes murins en culture et inhibait leur différenciation en adipocytes
matures (67). Ces effets démontrent un role de 1’apoB dans le développement d’un TA
dysfonctionnel, pouvant entrainer, entre autres, une augmentation de la production d’AGL, le
stockage ectopique de lipides causant la lipotoxicité et la RI périphérique. Les adipocytes
dysfonctionnels produisent aussi des quantités excessives de cytokines qui induisent
I’inflammation et la RI; dont I'IL-1B (240). Le développement d’un TA dysfonctionnel

pourrait €tre un autre mécanisme d’activation du systéme IL-1p chez les femmes hyperapoB.

En lien avec les cellules pancréatiques, la capacité des cellules B d’internaliser le
VLDL et le LDL, a été illustrée dans des ilots et des lignées cellulaires pancréatiques
(241;242). Ce qui s’explique par la présence de LDLR a la surface des cellules § (242;243). La
présence de LDL entraine une diminution de la SI gluco-stimulée dans des ilots pancréatiques
humains et murins (244). Certaines ¢études démontrent que 1’ajout de concentrations
physiologiques de LDL ou de VLDL natif a des ilots en culture induit, de fagon dose
dépendante, 1’apoptose des cellules B et une réduction de la synthése d’insuline (241;242).
D’autres études indiquent que seul le LDL oxydé, et non le LDL natif, a des effets néfastes sur
la synthése d’insuline (245;246). Le LDL oxydé entrainerait I’inhibition de la signalisation
d’insuline en réduisant la phosphorylation d’ Akt (247). Il a aussi été démontré in vitro que les
AGL pouvaient potentialiser 1’effet toxique de I’'IL-1 sur les cellules B (248), donc ’exces
d’AGL provenant d’un TA dysfonctionnel pourrait étre un lien entre I’hyperapoB et la SI via

I’effet de I’TL-1p.

Au niveau musculaire, [I’hyperapoB peut induire un excés de lipides
intramyocellulaires. Cette accumulation de lipides dans le muscle est fortement associée a la
RI périphérique (249). Les intermédiaires lipidiques tels les céramides peuvent activer les

sérine/thréonine kinases qui inhibent la signalisation de I’insuline (118;250). Les céramides
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sont aussi impliquées dans la régulation positive de I’IL-1B. De plus, la stimulation par des
LDL oxydées induit I’expression et la sécrétion d’IL-1B de fagon dose dépendante dans des
cellules humaines de muscle lisse aortique en culture. L’expression de I’IL-1Ra était présente
dans les cellules non-stimulée et n’était pas augmentée par les LDL oxydées (251), ce qui crée

un rapport en faveur de I’IL-1.

Nous avons pu démontrer une association positive de I’apoB plasmatique avec la SI.
Nous devons tout de méme garder en téte, que malgré leur exces pondéral, les sujets recrutés
pour cette étude étaient sains et non-diabétiques. Il est donc possible qu’une exposition plus
prolongée a I’apoB puisse induire une dysfonction des cellules et une réduction de la SI. Cet
effet pourrait étre indirect via la promotion de la RI par ’apoB ou direct par une induction de
I’apoptose des cellules B. 1l reste a démontrer si cet effet chronique de 1’apoB sur la
détérioration de la fonction des cellules B et la progression vers le DT2 peut étre mesuré in

vivo dans une population humaine.
Perspectives futures

Ces résultats sont d’intérét clinique puisqu’ils pourraient permettre d’identifier les
individus normoglycémiques ayant une HI et une RI. Ceci est d’une grande importance
puisque les interventions contre le diabéte seront certainement plus efficaces si elles sont
mises en place avant le développement de I’intolérance au glucose. Vu la difficulté a mesurer
I’IL-1B, et méme I’IL-1Ra, dans un contexte clinique, la mesure de I’apoB pourrait devenir
une mesure indirecte de 1’activation du systeme IL-1. Puisque I’obésité est déja un facteur de
risque du DT2, une augmentation des lipoprotéines-apoB pourrait étre un indicateur de la
présence d’HI et de RI, ainsi que de la présence de I’activation du systeme IL-1p, permettant

de mieux cibler les gens les plus a risque de fagon plus précoce.

Notre laboratoire a pu démontrer en 2010 qu’une réduction du nombre de
lipoprotéines-apoB, suite a une perte de poids par intervention nutritionnelle, était associée a
une amélioration de la sensibilit¢ a 1’insuline et du profil inflammatoire chez des femmes

ménopausées en surplus pondéral (204). Ce résultat est une premicre indication que des
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traitements qui ciblent des sujet hyperapoB afin de réduire les taux d’apoB pourraient étre des

outils intéressant dans la prévention du DT2 chez les populations a plus haut risque.

Les interventions agissant sur le mode de vie, telles les interventions nutritionnelles et
I’exercice peuvent étre des traitements efficaces pour la réduction de 1’apoB. Leurs effets
peuvent passer par la perte de poids. Chez les hommes, une étude a démontré une diminution
de I’apoB, mais pas du LDL-C, suite a une perte de poids par I’exercice (252). La diminution
du TA viscéral est associée a une réduction de la sécrétion hépatique de lipoprotéines-apoB
(253). Par contre, I’exercice et les changements nutritionnels peuvent aussi avoir des impacts
directement sur le taux d’apoB. En améliorant la sensibilité a I’insuline et 1’utilisation des
substrats par les muscles, I’exercice réduit le flux hépatique d’AGL ce qui diminue les
substrats pour la production des lipoprotéines-apoB (254). Par contre les bénéfices diminuent
rapidement puisque 1’effet sur la sensibilité a 1’insuline s’estompe de 48 a 72 heures apres la

derniére séance d’exercice (255).

Jusqu’a présent, une des meilleures méthodes pour réduire les taux d’apoB est
I’administration de statines. Les statines sont une classe de médicaments inhibiteurs de la 3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase. 11 s’agit de la classe de médicament la plus
communément prescrit pour le traitement des niveaux élevés de LDL-C. Leur effet est di a
une inhibition de la synthése endogéne du cholestérol et a I’augmentation du nombre de LDLR
a la surface cellulaire, qui résulte en une diminution du LDL-C en circulation (256). Cet effet
entraine aussi une réduction moins importante du nombre de lipoprotéines-apoB. Des essais
randomisés controlés indiquent que la diminution d’apoB peut étre de 19 a 42% (257). En plus
de leur effet hypolipémiant, les statines ont aussi un effet anti-inflammatoire (258;259). Chez
des sujets souffrant de maladies coronariennes, la prise de statines pendant 6 mois induisait
une diminution significative de I’ARNm d’IL-1f et une amélioration du rapport IL-13/IL-1Ra
(260). Les statines sembleraient donc é€tre une option de traitement intéressant pour la

prévention du DT2 via son effet sur ’apoB ainsi que sur I’IL-1p.

Par contre, certaines études suggerent un lien entre la prise de statines et une
augmentation du risque de DT2. Dans une étude, le groupe traité par statines avait développé

le DT2 27% de plus que le groupe recevant un placebo (261), ce risque est plus marqué chez les
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gens agés de plus de 65 ans (262). A premiére abord, on pourrait croire que cette association
contredit les résultats de ce mémoire puisqu’elle semble indiquer qu’une diminution du LDL-C et
de I’apoB serait associée a une augmentation du risque de DT2. Ceci pourrait étre expliqué par les

deux rationnels suivants.

De un, ’hyperapoB et les statines ont tous les deux I’effet d’augmenter la quantité de
cholestérol transporté dans les tissus périphériques. Normalement, la majorité de 1’incorporation
du cholestérol dans les muscles et dans le TA est médiée par 1’action de la LPL qui hydrolyse les
LDL en AG. Mais la prise de statines induit une augmentation des LDLR en surface ce qui se
traduit par une augmentation de 1’incorporation des LDL dans les tissus (263). Cette surcharge

lipidique peut entrainer la lipotoxicité et la RI.

De deux, les statines sont aussi associées a une augmentation de la concentration de
PCSK9 (proprotein convertase subtilisin kexin type 9), impliquée dans la régulation des
niveaux de LDLR (264). Cette association entre 1’utilisation de statines et I’augmentation de la
PCSK9 pourrait illustrer un mécanisme de défense possible de 1’organisme contre
I’accumulation excessive de cholestérol dans les tissus. Le PCSKO9 se lie directement au LDLR
et favorise sa dégradation. La dégradation accrue du LDLR entraine une diminution de
I’¢limination du LDL-C et, par conséquent, I’augmentation des taux circulants de LDL-C
(265). Chez I’humain, des mutations entrainant une perte de fonction du PCSK9 sont associées
a des concentrations réduites de LDL-C (266). La concentration plasmatique de PCSK9 est
positivement corrélée avec le HOMA-IR (267), et inversement corrélée avec la sensibilité a
I’insuline hépatique et périphérique (268). Plusieurs composés anti-PCSK9 sont présentement
en phase III et IV d’étude clinique, et selon les résultats préliminaires, les réductions d’apoB
vont de 20 a 50% (269). Il pourrait potentiecllement s’agir d’un outil intéressant pour la
diminution du taux d’apoB. Par contre, puisque les anti-PCSK9 impliquent un mécanisme
d’action similaire a celui des statines (augmentation de 1’incorporation de cholestérol dans les

tissus), il demeure a voir quel sera son effet sur le risque de DT2 a moyen et long terme.
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Chapitre IX Conclusion

Les travaux de ce mémoire démontrent que les lipoprotéines-apoB et I’IL-1Ra sont
associés a une augmentation de la SI et de la RI chez des femmes ménopausées, non-
diabétiques et en surpoids et que cette association n’était pas présente chez des hommes d’age
et &’IMC équivalent. Les résultats suggerent que 1’association de 1’apoB avec les indices de
sensibilité et de sécrétion pourrait passer par I’activation du systéme d’inflammation IL-1p.
Cette augmentation des facteurs de risque du DT2 en présence de concentrations grandissantes

d’apoB peut commencer a expliquer le lien observé entre I’apoB et le DT2

L’absence d’association chez les hommes semble indiquer la présence d’un processus
pathologique différent entre les sexes pour le développement du DT2. Des recherches plus
ciblées seraient peut-&tre nécessaires afin de mieux comprendre des variantes sexuelles

pouvant expliquer cette différence.

Ces résultats permettent de suggérer que la réduction des niveaux de lipoprotéines-
apoB pourrait permettre une meilleure prévention du DT2 chez les femmes ménopausées, en

surpoids.
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Chapitre VI Tableaux

Tableau III : Données anthropométriques, lipidiques et inflammatoires mesurées chez des
femmes ménopausées et des hommes, non-diabétiques, obéses ou en surpoids.

Femmes Hommes
Facteurs de risque (N =47) (N=28) p
Age (années) 58.2+5.8 56.3 +6.28 0.172
Poids (kg) 81.9+12.3 100.0 +17.0 <0.001
IMC (kg/m?) 322+4.1 33.0+43 0.442
Circonférence de taille (cm) 102 £ 10 114 £ 12 <0.001
Circonférence de hanches (cm) 113+9 111+11.3 <0.001
Masse grasse (kg) 37.5+8.49 358+ 12.0 0.463
Masse maigre (kg) 414+49 60.7+7.17 <0.001
Masse grasse androide (kg) 3.50+1.03 423 +1.46 0.013
Masse grasse gynoide (kg) 6.40 + 1.39 4.84 +1.81 <0.001
Rapport androide/gynoide 0.55+0.12 0.90 £ 0.19 <0.001
Cholestérol total (mM) 5.64 +0.99 5.02 +0.99 0.011
LDL-cholestérol (mM) 3.38+£0.84 2.88 £0.67 0.009
HDL-cholestérol (mM) 1.53+0.42 1.03+0.19 <0.001
TG (mM) 1.60 £ 0.97 244+1.73 0.009
ApoB (g/L) 0.95+£0.27 1.00 £ 0.24 0.414
ApoAl (g/L) 1.67 £0.27 1.41£0.19 <0.001
Acides gras non estérifiés (mEq/L) 0.511+0.166 0.384+0.143 0.001
Taille moyenne des LDL (A°) 268 £ 6 265+ 7 0.058
Interleukine-1Ra (pg/mL) 330 + 318 328 +202 0.969

IMC : indice de masse corporelle; LDL : lipoprotéines de basse densité; HDL : lipoprotéine
de haute densité; TG : triglycérides; apo : apolipoprotéine.
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Tableau IV : Indices de sécrétion et de sensibilité a 1’insuline mesurés chez des femmes
ménopausées et des hommes, non-diabétiques, obéses ou en surpoids

Facteurs de risque Femmes Hommes P
N=47) (N=28)
Glycémie a jeun (mM) 5.09+0.51 5.32+0.48 0.061
Insulinémie a jeun (WU/mL) 17.0+5.7 245+ 11.7 <0.001
C-peptide a jeun (ng/mL) 2.04+0.76 2.52+0.75 0.009
HbA,C 0.0568 £ 0.0035 0.0556 £ 0.0050 0.205
QUICKI 0.317+0.017 0.302+£0.018 <0.001
ASCesominGlucose (mM) 655+ 89 675 +70 0.319
ST}omin (U.mL™) 748 £ 468 1042 + 722 0.035
STsomin (U.mL™) 2446 + 1442 4106 £2250  <0.001
SItor (WU.mL™) 3194 + 1825 5149+£2719  <0.001
ASCeominC-peptide (ng.mL'l) 287 £ 111 353+ 160 0.037
Insuline a I’équilibre (WU/mL) 256 £ 69 287 £ 83 0.197
GIRY (mg.kg "' .min™) 12.6 +3.9 9.78+3.40  0.003
M/ (mg kg .min™/uU.mL™") 0.0543+0.0273  0.0381+0.0196 0.010

HbAC : hémoglobine glyquée; QUICKI : Quantitative insulin-sensitivity check index;
ASCegomin : aire sous la courbe pendant les 60 minutes du test de tolérance au glucose
intraveineux, SI : sécrétion d’insuline, GIR : taux d’infusion de glucose, M/I : GIR/insuline
a I’équilibre.

= 44 femmes, 27 hommes pour valeurs manquantes due a 1’intolérance du HEIC suite a
IIVGTT
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Tableau V : Corrélation de Pearson entre les caractéristiques et les indices de sensibilité et
sécrétion chez des femmes ménopausées, non-diabétiques, obéses ou en surpoids

St (Sl [Shonl  Cpepide O i
Anthropométrie

Poids 0.194 0.253 0.244 0.353 -0.444%* -0.300
IMC 0.114 0.321 0.275 0.308* -0.439%* -0.304
Circ. de taille 0.217 0.364 0.323 0.415%* -0.425%* -0.347
Circ. de hanches  0.071 0.137 0.119 0.253 -0.418%* -0.206
Masse maigre 0.163 0.132 0.149 0.243 -0.282 -0.184
Masse grasse 0.173 0.289 0.263 0.362*%*  -0.475%%* -0.334
Gras androide 0.256  0.402%* 0.359 0.437* -0.593%**  -0.434%%*
Gras gynoide 0.076 0.097 0.105 0.189 -0.289 -0.093

Androide/gynoide  0.251  0.445%* 0.375 0.389 -0.553***  -0.520%**

Lipides et lipoprotéines

Cholestérol 0.161 0.206 0.190 0.248 -0.068 -0.092
LDL-C 0.138 0.271 0.242 0.303* -0.144 -0.172
HDL-C 0.012 -0.181 -0.157 -0.127 0.363* 0.355*
TG 0.088 0.119 0.116 0.100 -0.230 -0.223
AGNE 0.291 0.193 0.204 0.166 -0.363 -0.240
ApoB 0218  0.296* 0.286* 0.312% -0.290 -0.270
Taille des LDL -0.052  -0.013 -0.024 -0.061 0.140 0.119
ApoAl -0.141  -0.193 -0.202 -0.226 0.257 0.210
Interleukines
Log IL-1Ra 0.177 0.435*%*  0.364**  0.416** -0.474%*  -0.436%*

* valeur significative a p <0.05, ** ap <0.01, ***a p <0.001

Toutes les valeurs significatives sont aussi significatives par corrélation de Spearman
IMC : indice de masse corporelle; LDL-C : cholestérol LDL, HDL-C : cholestérol HDL;
TG : triglycérides; AGNE : acides gras non-estérifiés; IL : interleukine; SI: sécrétion
d’insuline, GIR : taux d’infusion de glucose, M/I : GIR/insuline a 1’équilibre.

N = 47 sauf * oit N= 44 pour valeurs manquantes due a ’intolérance du HEIC
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Tableau VI : Corrélation de Pearson entre les caractéristiques et les facteurs de risque du
diabete de type 2 chez des hommes non-diabétiques, ob&ses ou en surpoids

St (Soo]  [Shor]  Copepride O i}

Anthropométrie
Poids 0.311 0.445* 0.439* 0.389* -0.325 -0.431
IMC 0.307 0.455* 0.444* 0.430* -0.426%  -0.492**
Circ. de taille 0.342 0.391 0.400% 0.484%*  -0.472%*% -0.478**
Circ. de hanches’ 0329 0.499**  (.483** 0.447* -0.361 -0.523
Masse maigre 0.137 0.223 0.219 0.074 -0.009 -0.204
Masse grasse 0.338  0.481**  0.472%* 0.488** -0.446* -0.471%*
Gras androide 0.330  0.462%*  0.454* 0.497%*  -0.535%* -0.511**
Gras gynoide 0.388 0.445* 0.450* 0.476** -0.369*%  -0.430*
Andro/gyno -0.185 -0.051 -0.079 -0.036 -0.289 -0.062

Lipides et lipoprotéines
Cholestérol 0.169 0.349 0.314 0.297 -0.227 -0.312
LDL-C 0.088 0.162 0.130 0.122 -0.110 -0.152
HDL-C -0.253 -0.236 -0.267 -0.293 -0.016 0.171
TG 0.197 0.357 0.348 0.338 -0.187 -0.303
AGNE -0.269 -0.061 -0.130 0.091 -0.010 -0.166
ApoB 0.024 0.231 0.176 0.130 -0.264 -0.345
Taille des LDL -0.246 -0.325 -0.336 -0.389* 0.044 0.131
ApoAl -0.176 -0.159 -0.187 -0.238 -0.053 0.057

Interleukines
Logjo[IL-1Ra]  -0.009 0.393* 0.323 0.385* -0.437%  -0.473**

* valeur significative a p < 0.05, **ap <0.01

Toutes les valeurs significatives sont aussi significatives par corrélation de Spearman
IMC : indice de masse corporelle; LDL-C : cholestérol LDL, HDL-C : cholestérol HDL;
TG : triglycérides; AGNE : acides gras non-estérifiés; IL : interleukine; SI: sécrétion
d’insuline, GIR : taux d’infusion de glucose, M/I : GIR/insuline a 1’équilibre.

N = 28 sauf * ot N= 27 pour valeurs manquantes due a ’intolérance du HEIC
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Tableau VII : Corrélations de Pearson entre les valeurs anthropométriques et I’apoB et I’IL-
1Ra chez des femmes ménopausées et des hommes, non-diabétiques, obeses ou en surpoids

Femmes Hommes

ApoB [III:?ig llzoa] ApoB [III:?ig Ilzoa]
Poids -0.001 0.404** 0.036 0.477%*
IMC -0.059 0.388** 0.045 0.561**
Circ. de taille 0.018 0.349* -0.058 0.571%*
Circ. de hanches -0.037 0.314* 0.145 0.464**
Masse grasse -0.003  0.480%** 0.047 0.633***
Gras androide 0.148 0.607*** 0.019 0.617%**
Gras gynoide -0.070 0.226 0.085 0.500%*
Androide/gynoide  0.277  0.603%** -0.110 0.131

* valeur significative a p < 0.05, ** ap <0.01, *** a p <0.001
Toutes les valeurs significatives sont aussi significatives par

corrélation de Spearman

IMC : indice de masse corporelle

N=47 femmes, 28 hommes
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Tableau VIII Régression linéaire partielle des indices de sécrétion et de sensibilité a I’insuline
avec 1’apoB chez les femmes ménopausées, non-diabétiques, obeéses ou en surpoids

) , Variable ) 2
Variable dépendante indépendante Coefficient R p
Logi0[SI50min] 2.50
IMC 0.02 0.016
ApoB 0.26 0.202 0.024
Logio[SItor] 2.70
IMC 0.01 0.039
ApoB 0.25 0.168 0.033
ASCeominC-peptide -124.50
IMC 8.80 0.019
ApoB 135.26 0.204 0.018
GIR® 31.40
IMC -0.44 0.001
ApoB -7.74 0.299 0.017
Logo[M/I]} -0.55
IMC -0.17 0.026
ApoB -0.23 0.180 0.043

N = 47 sauf * ot N= 44 pour valeurs manquantes due a I’intolérance du HEIC
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Tableau IX Régression linéaire partielle des indices de sécrétion et de sensibilité a
I’insuline avec I’IL-1Ra chez les femmes ménopausées, non-diabétiques, obeses ou en
surpoids

Variable

. , . 2
Variable dépendante indépendante Coefficient R p
LOglo[SI50min] 2.31
IMC 0.01 0.223
Logo [IL-1Ra] 0.93 0.217 0.015
LOglo[SITOT] 2.58
IMC 0.01 0.300
Logo [IL-1Ra] 0.25 0.154 0.050
ASCeominC-peptide -199.66
IMC 4.63 0.246
Logo [IL-1Ra] 139.57 0.198 0.022
GIR® 34.42
IMC -0.29 0.036
Logo [IL-1Ra] -5.14 0.304 0.014
Logo[M/I]° -0.34
IMC -0.01 0.276
Logo [IL-1Ra] -0.29 0.214 0.016

N = 47 sauf ® oit N= 44 pour valeurs manquantes due a I’intolérance du HEIC
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Chapitre VII Figures

Figure 4 : Courbe de relation entre la sensibilité a 1’insuline et la sécrétion d’insuline totale chez
la population d’étude
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Sensibilité a I’insuline mesurée lors du HEIC et la sécrétion d’insuline mesurée lors du test de
tolérance au glucose intraveineux. Les femmes sont illustrées par des cercles rouges et la ligne
pleine (n = 44) et les hommes sont illustrés par des cercles bleus vides (n = 27).
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Figure 5 : Corré¢lations de Pearson entre I’apoB et les indices de sécrétion d’insuline chez la
opulation d’étude
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(a) Sliomin, (b) LogioSIsomin, (¢) LogioSItor et (d) ASCsominC-peptide mesurés lors du test de
tolérance au glucose intraveineux. Les femmes sont illustrées par des cercles rouges et la ligne
pleine (n = 47) et les hommes sont illustrés par des cercles bleus vides (n = 28).
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Figure 6 : Corré¢lations de Pearson entre 1’apoB et les indices de sensibilité a 1’insuline chez la
population d’étude
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(a) GIR, (b) Logio[M/I] mesurés lors du clamp hyperinsulinémique euglycémique. Les femmes
sont illustrées par des cercles rouges (n = 44) et les hommes sont illustrés par des cercles bleus
vides (n = 27). Lorsque les deux points extrémes de 1’apoB sont éliminés chez les femmes, la
corrélation devient significative pour le GIR (r = -0.3317; p = 0.032) et M/I (r = -0.3146; p =
0.042).
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Figure 7 : Corrélations de Pearson entre le Log;o[IL-1Ra] et les indices de sécrétion d’insuline

chez la population d’étude
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(a) SIiomin, (b) LogioSIsomin, (¢) LogioSItor et (d) ASCeominC-peptide mesurés lors du test de
tolérance au glucose intraveineux. Les femmes sont illustrées par des cercles rouges et la ligne

pleine (n = 47) et les hommes sont illustrés par des cercles bleus vides et la ligne hachurée

=28).
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Figure 8 : Corrélations de Pearson entre le Logo[IL-1Ra] et les indices de sensibilité a I’insuline
chez la population d’étude
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(a) GIR, (b) Logio[M/I] mesurés lors du clamp hyperinsulinémique euglycémique. Les femmes
sont illustrées par des cercles rouges et la ligne pleine (n = 44) et les hommes sont illustrés par
des cercles bleus vides et la ligne hachurée (n = 27).
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Figure 9 : Corrélations de Pearson entre I’apoB et le Log;o[IL-1Ra] chez la population d’étude
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Mesurés lors du clamp Botnia. Les femmes sont illustrées par des cercles rouges et la
ligne pleine (n = 47) et les hommes sont illustrés par des cercles bleus vides
(n=28).
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Annexe 1

Formulaire de consentement
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IRCM

Institut de recherches cliniques de Montréal
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Formulaire de Consentement

Titre: Cibler I'nyperapoB pour réduire le risque de diabéte de type 2 chez les sujets
obéses; mécanisme d'action — Etude Principale

Commanditaires: Fonds de recherche des IRSC accordé au D" May Faraj
Investigateur principal : May Faraj, Dt.P., Ph.D.

Collaborateurs: Médecin: Rémi Rabasa-Lhoret, M.D., Ph.D.
Robert Dufour, M.D., M.Sc.
Pierre Larochelle, M.D., Ph. D., FRCPC, FACP, FAHA
Assistante de recherche: Annie Tardif, B.Sc.
Nutritionniste : Sonia Fortin, Dt.P.

Vous étes invité(e) a prendre part a une étude de recherche a llnstitut de recherches cliniques de
Montréal (IRCM). Avant de participer a cette recherche, veuillez prendre le temps de lire et de
comprendre les renseignements qui suivent. Le présent document peut contenir des termes que vous ne
comprenez pas. Nous vous invitons a poser toutes les questions que vous jugez utiles aux chercheurs
et a leurs assistants.

Introduction et objectifs de I’étude

L’'obésité est une maladie chronique qui affecte environ 15% de la population canadienne et qui touche
particulierement les femmes aprés la ménopause. Néanmoins, lI'obésité n'est pas une maladie
homogéne : certains patients présentent des complications (diabete de type 2, élevation des lipides dans
le sang, etc.) alors que d'autres n'en présentent pas. Pour les lipides, il est bien établi que I'élévation du
mauvais cholestérol (LDL-cholestérol) augmente le risque de maladie cardiaque. Neéanmoins, il est
possible qu'un marqueur de I'élévation du nombre de particules LDL (apo B100), qui augmente le risque
de maladie cardiaque, peut aussi augmenter d'autres complications de I'obésité comme le diabéte de
type 2. Nous voulons étudier certaines implications d’une élévation de I'apoB100 (hyperapoB) chez des
sujets ayant un LDL-cholestérol a un niveau ne justifiant pas d'intervention médicale.

Nous pensons que I'hyperapoB100 est relié a la résistance a I'insuline ('hormone qui facilite I'utilisation

de glucose), l'inflammation (marqueur du risque de maladies cardiaques et de diabéte) et l'nefficacité
d’entreposage des matiéres grasses dans le tissu adipeux (gras). L'altération de ces mécanismes
pourrait jouer un réle dans le risque de développer le diabéte de type 2. Donc, I'objectif de cette étude
principale est d’étudier et de comparer la résistance a I'insuline et I'inflammation chez des sujets
obéses ou ayant un surplus de poids et ayant un taux élevé ou normal d’apoB.

De plus, nous voulons étudier la composition corporelle (ex: quantité de gras dans le corps) et la
dépense énergétique avant et aprés la perte de poids. Vous pourriez étre invité a faire un test
complémentaire qui fera 'objet d'un consentement distinct. Environ 96 personnes participeront a cette
étude sur une période de 2 ans.

110, avenue des Pins Quest, Montréal {Québec) Canada HIW 1R7

Site Web : hitpv//wwwircmac.ca
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Nature du protocole
Votre participation a cette étude devrait durer environ 33 semaines. L'étude est divisée en 6
parties décrites ci-dessous en détail:
A. Dépistage
B. Stabilisation du poids corporel (4 semaines)
C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline
(6 heures)
D. Perte de poids (24 semaines)
E. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)
F. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilite a l'insuline
post-intervention (6 heures)

A. Dépistage

Votre participation a cette premiére étape de I'étude consiste en une visite a I'unité metabolique de
I'Institut de recherches cliniques de Montréal ou I'étude sera effectuée. Vous serez a jeun depuis au
moins 20h la veille (eau permise).

Au cours de cette visite d’environ 1 heure, vous lirez et signerez le formulaire de consentement. Nous
mesurerons votre grandeur, votre poids, votre tension artérielle et nous ferons des préelevements
sanguins (24 mL ~ 1 1/2 ¢ a table). Ces tests permettront de déterminer si vous étes en mesure de
participer a I'étape suivante de I'étude selon les critéres d’exclusion et d'inclusion présentés a la fin de ce
formulaire. Si vous n'étes pas éligible, nous vous remettrons une copie de votre bilan biologique et
organiserons un suivi médical si des anomalies le justifiant étaient dépistées.

B. Stabilisation du poids corporel (4 semaines)

Le but de la stabilisation est de maintenir votre poids le plus stable possible en conservant vos habitudes
alimentaires. Un poids stable est indispensable pour interpréter les examens décrits a la section C. Vous
serez pesé(e) a trois reprises avec une semaine d'intervalle entre chaque visite. A T'occasion d'une de
ces visites, votre histoire médicale ainsi qu'un examen physique complet seront faits par le D" Rémi
Rabasa-Lhoret, D" Robert Dufour ou D" Pierre Larochelle, les médecins impliqués dans I'étude. Ensuite,
vous rencontrerez la diététiste de I'étude qui vous expliquera comment remplir un journal alimentaire de
3 jours, que vous remettrez a votre prochaine visite. Les visites de pesée prennent 10 minutes, par
contre pour la visite médicale, il faut compter 90 & 120 minutes.

De plus, si vous suivez un traitement contre 'hypertension qui sera cessé pour le temps de I'étude par le
médecin avant votre inclusion, votre pression artérielle sera prise a chaque visite de la stabilisation du
poids. Si vous suivez un traitement contre I'hyperlipidémie qui sera cessé par le medecin pour le temps
de I'étude, une prise de sang supplémentaire (5 mL = 1 cuillere a thé) sera faite lors de la derniére visite
de stabilisation du poids (visite 4). Les résultats serviront a réévaluer votre éligibilité a continuer dans
I'étude selon les critéres d’inclusion/exclusion mentionnés plus bas.

C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline
(6 heures)

Pour ce jour, vous devez étre a jeun depuis 20h la veille. Au cours de cette visite d’environ 6 heures,
vous passerez d’abord un scan grace au dual energy X-ray absorptiometry (DEXA) afin de déterminer
votre composition corporelle (densité osseuse, quantité de muscle et de gras). Vous devrez demeurer
couché(e) sur une table d’examen, vétu(e) d’'une jaquette d’hépital, tandis qu’'un rayon X a faible densité
balayera votre corps pendant 10 minutes. Ensuite, nous mesurerons a nouveau votre grandeur, votre
poids, votre tension artérielle et la circonférence de votre taille et de vos hanches.
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Aprés le DEXA, nous mesurerons votre dépense énergétique au repos par votre respiration par la
calorimétrie indirecte. Vous vous coucherez dans un lit et un casque de plexiglas, alimenté en air frais,
sera placé sur votre téte. Vous resterez allongé(e) dans un etat calme pour 15 minutes.

Ensuite, nous déterminerons votre sécrétion et sensibilité a l'insuline par le test nommé clamp Botnia.
Ce test mesure la facon dont l'insuline agit dans votre corps. Pour ce test, vous devez avoir suivi des
consignes nutritionnelles et d'activité physique dans les 3 jours précédents. La journée du test, on vous
installera deux cathéters flexibles en téflon : le premier sera inséré dans une veine du dos de la main et
le deuxieéme dans une veine de I'avant bras opposé. Pour faciliter les prises de sang, le bras servant aux
prélévements est placé soit dans une boite ventilant de I'air chaud ou dans une couverture chauffante.
Un des cathéters servira a prélever les échantillons sanguins et l'autre, a infuser le dextrose (sucre) et
linsuline. Des échantillons sanguins sont prélevés avant de débuter les infusions. Apres 10 minutes, une
injection de dextrose vous est donnée par un cathéter en 2 minutes. Des échantillons sanguins sont
prélevés aux 2 minutes pour les 10 premiéres minutes suivantes. Par la suite, des échantillons sanguins
seront prélevés toutes les 10 minutes jusqu'é 60 minutes aprés I'injection du dextrose. Ensuite, nous
débutons simultanément linfusion d’insuline et de dextrose pour éviter une diminution du sucre dans
votre sang. Nous mesurerons, aux 10 minutes, votre taux de sucre pour s'assurer qu'il est stable et ce,
pendant 3 heures. Pendant le test, vous devrez demeurer couché(e) mais, si vous le désirez, vous
pourrez boire de I'eau. Dans les minutes qui suivent la fin du test, votre corps reprendra ses fonctions
habituelles et vos taux d’insuline et de glucose reviendront a la normale. Nous nous assurerons de ce
retour 4 la normale en vérifiant votre taux de sucre et en vous servant un repas avant votre départ.

Au total, une quantit¢ d’environ 262 ml de sang (un peu plus d'une tasse) sera prélevée. Nous
évaluerons dans vos échantillons sanguins les niveaux de plusieurs marqueurs impliqués dans I'obésité.

D. Perte de poids (24 semaines)

Cette période s'échelonne sur 24 semaines ou vous aurez a venir a ''RCM 6 fois (1 fois par 4 semaines).
Au cours de ces rencontres, on vous pésera et vous rencontrerez une diététiste afin de vous enseigner
un programme nutritionnel adapté a vos besoins et a vos habitudes alimentaires. A la troisiéme visite, la
diététiste réévaluera vos besoins énergétiques par une nouvelle mesure de la dépense énergetique par
calorimétrie indirecte. Ces 24 semaines serviront a perdre de 5 - 10 % de votre masse corporelle. Un
contact téléphonique sera fait les semaines ol vous ne viendrez pas a PIRCM. La diéte sera une diéte
équilibrée comportant tous les groupes d’aliments et conforme aux recommandations de Santé Canada.
A la derniere visite reliée a la perte de poids, on vous demandera de nous remettre un deuxieme journal
alimentaire de 3 jours référant a la période de perte de poids. Vous serez ensuite conseillé(e), par la
diététiste, sur la fagon de maintenir votre poids stable pour les 4 prochaines semaines. (N.B. si vous
étiez sous traitement pour I'hypertension avant votre inclusion dans I'étude, votre pression artérielle sera
prise a chaque visite de la période de perte de poids pour s'assurer que vous demeurez éligible a
demeurer dans I'étude selon les critéres d'inclusion/exclusion mentionnés plus bas.)

E. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)

Le but de cette période est de stabiliser votre poids en acquérant des habitudes alimentaires saines pour
le maintien de votre perte de poids. Un poids stable aprés la perte de poids est indispensable pour
interpréter les examens décrits & la section F. Vous serez pesé(e) a trois reprises avec une semaine
d’intervalle entre chaque visite.

F. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a I'insuline
post-intervention (6 heures)

Durant ces 6 heures, toutes les mesures de composition corporelle, dépense énergétique au repos et
sécrétion et sensibilité a 'insuline mentionnées dans la section C seront répétees.
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Résumé des visites au cours de I’'étude

Visite Calendrier Description de la visite a I''RCM Durée
A. Dépistage ~ ~
1 Temps 0 Examen médical. Formulaire de consentement. 1h00

Prise de sang (24 mL) et mesure de poids, taille, tension artérielle
Pour vérifier votre éligibilité
B. Stabilisation de poids (4 semaines)

2 1 sem Pesée (tension artérielle)” 90 min
Examen médical et rencontre nutritionnelle

3 2 sem Pesée (tension artérielle)* 10 min
Remise du journal alimentaire 3 jours de départ rempli par le patient

4 3 sem Pesee 10 min
Tension artérielle et/ou prise de sang (5 mL) — Pour réévaluer votre
éligibilité*

C. Composition corporelle, dépense énergétique au repos et sécrétion et sensibilité a 'insuline

5 4 sem Pesée (tension artérielle)” 6 heures

Composition corporelle (DEXA scan, tour de taille et des hanches)
Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)

Sécrétion et sensibilité a 'insuline (Botnia clamp) (262 mL)

D. Perte de poids (24 semaines) ~

6 5 sem Pesée (tension artérielle)* 1 heure
Intervention nutritionnelle pour perte de poids

7 9 sem Pesée (tension artérielle)” 30 min
Suivi diététique

8 13 sem Pesée (tension artérielle)” 1 heure

Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)
Réajustement de l'intervention nutritionnelle
9 17 sem Pesée (tension artérielle)* 30 min
Suivi diététique
10 21 sem Pesée (tension artérielle)* 30 min
Suivi diététique
1 25 sem Pesée (tension artérielle)* 30 min
Suivi diététique
12 29 sem Pesée (tension artérielle)” 1 heure
Remise du journal alimentaire 3 jours aprés perte de poids rempli par le
patient

Intervention nutritionnelle pour le maintien du poids

E. Stabilisation du poids corporel post-intervention (4 semaines)

13 30 sem Pesée 10 min
14 31 sem Pesée 10 min
15 32 sem Pesee 10 min
F. Composition corporelle, dépense énergétique, et sécrétion/sensibilité a Pinsuline post-intervention
16 33 sem Pesée 6 heures

Composition corporelle (DEXA scan, tour de taille et des hanches)
Dépense énergétique (calorimétrie indirecte)
Sécrétion et sensibilité a insuline (Botnia clamp) (262 mL)

*Seulement pour les sujets qui étaient sous un traitement qui a été cessé pour le temps de P’étude par le médecin avant
Pinclusion
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Risques et inconvénients
Votre participation a I'’étude comporte quelques risques.

Risques

DEXA-scan

Le risque de ces tests se situe au niveau de I'exposition aux rayons X. Cette exposition est faible et se
chiffre a 0,03 millirem pour le DEXA, ce qui est inférieur a I'exposition ambiante naturelle pour une
journée. Le médecin de I'étude s'assurera que votre temps total d’exposition aux radiations pour I'année
en cours ne dépasse pas le maximum permis.

Calorimétrie

Les inconvénients de ce test sont associés au casque de plexiglas qui constitue un espace restreint. |l
est également important de demeurer totalement inactif pendant toute la durée des mesures (15
minutes). Le débit d’air frais circulant sous le casque est 3 a 5 fois supérieur a vos besoins, et le casque
peut étre retiré a tout moment puisqu’il est seulement déposé sur vous.

Clamp

Linsertion de cathéter pour les prélévements pourrait causer un léger inconfort. Des ecchymoses
(bleus) ou plus rarement des étourdissements (malaise vagal) peuvent survenir. Durant le test, vous
pourriez ressentir un inconfort au niveau des cathéters, mais la mobilisation est souvent suffisante pour
léliminer. 1l 'y a pas de risque d'allergie avec linsuline que nous infusons, car il s'agit de la méme
hormone que celle que notre corps produit. Au cours des clamps, si la glycémie devenait trop basse
(hypoglycémie), vous pourriez présenter les symptomes suivants : fatigue, vision embrouillée,
palpitations, faim, nervosité, transpiration, tremblements et céphalées. Si I'hypoglycémie n’était pas
corrigée, il pourrait en résulter une confusion, méme une perte de conscience. Si une hypoglycémie
survenait, du glucose vous serait infusé immédiatement afin de rétablir votre taux de sucre. Un tel
incident est peu probable puisque votre glycémie est mesurée a toutes les 5- 10 minutes. Dans les
heures qui suivent ce test environs 10% des sujets peuvent ressentir de la fatigue. Afin de minimiser ce
risque nous vous donnons un repas et nous surveillons votre taux de sucre avant votre départ. Au cours
des années 2003-2009 nous avons réalisé plus de 200 clamps, aucun sujet n'a présenté d’hypoglycémie
au cours du clamp. Par contre environ 10% des sujets ont mentionné de la fatigue pendant quelques
heures & la suite de cette procédure.

Intervention nutritionnelle

Il est possible que vous ressentiez des changements d’humeur pendant la perte de poids. Des études
ont démontré autant de changements positifs (bien-étre) que négatifs (dépression et diminution de
I'estime de soi) pendant des périodes de perte de poids.

Risques socioéconomiques

Le bilan initial du projet comporte le dépistage de maladies telles que le diabéte de type 2, I'hypertension
artérielle ou I'exces de cholestérol dont la découverte précoce permet une prise en charge adaptée.
Néanmoins, la déclaration de ces maladies est dans certains cas obligatoire (ex : diabéte de type 2 pour
la Société d’Assurance Automobile du Québec) et dans d’autres cas pourrait modifier vos conditions
d’assurabilité (ex : colts d’'une assurance voyage).

Bénéfices

En participant au test du dépistage du diabéte (glycémie a jeun), vous serez informé(e) de votre niveau
de tolérance au glucose et de votre bilan biologique. Il est fort probable que la découverte d'un diabéte
le plus tét possible soit utile pour votre santé. En cas de découverte d'un diabéte ou de valeurs
biologiques anormales justifiant une prise en charge médicale rapide, nous organiserons, si vous
acceptez, la prise en charge médicale requise, en collaboration avec votre médecin traitant ou le
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spécialiste approprié, et vous ne pourrez pas participer a la suite de I'étude. Si vous le désirez, une copie
des résultats d’examens pourra vous étre remise et/ou transmise a votre médecin traitant.

De plus, la participation a cette étude vous offre la possibilité d’obtenir d’autres informations sur plusieurs
paramétres de votre santé: votre dépense énergétique, votre composition corporelle, votre oxydation de
matiére grasses, des éléments de votre santé cardiovasculaire. Vous aurez I'opportunité de participer a
un programme de perte de poids supervisé par une équipe médicale. Nous vous remettrons un
document synthétisant les principaux résultats qui présentent un intérét pour votre santé (taux de sucre,
graisses dans le sang, pression artérielle, nombre de calories dépensées au repos, etc.). Nous espérons
aussi que les résultats obtenus nous permettront de faire avancer I'état de nos connaissances dans le
domaine de 'obésité et éventuellement d’en faire profiter la sociéeté.

Critéres d’inclusion
e Avoir un indice de masse corporelle (IMC) > 27 kg/m?
o Etre agé(e) entre 45 et 74 ans
e Pour les femmes, avoir un statut de ménopause confirmé (FSH 2 30 un
e Etre non-fumeur
e Etre sédentaire (faire < 2 heures d’exercice physique encadré (ex; club de sport) par semaine)
e Boire < 2 consommations d’alcool /jour

e Avoir un taux sanguin (sérum) de 'apoB = 1.2 g/L pour étre inclus dans le groupe hyperapoB (48
sujets) ou de I'apoB <1.2 g/L pour étre inclus dans le groupe normoapoB (48 sujets). Les taux de
IapoB vont étre vérifiés pendant les visites de dépistage et le clamp.

Critéres d’exclusion
o Etre a risque élevé de maladie cardiovasculaire (=2 20% calculé selon le Framingham Risk Score)

« Etre diabétique de type 1 ou 2 ou avoir une glycémie a jeun >7.0 mmol/L

e Pour les sujets sans traitement contre I'hypertension, avoir une pression systolique > 160 mmHg
ou une pression diastolique > 100 mmHg

e Pour les sujets sous traitement contre I'nypertension, avoir une pression systolique > 140 mmHg
ou une pression diastolique > 90 mmHg

e Souffrir ou avoir souffert d’événement cardiovaculaire (ACV, attaque ischémique transitoire,
infarctus du myocarde, angine, insuffisance cardiaque...)

e Soulffrir ou avoir souffert de :
» maladies inflammatoires chroniques (lupus, arthrite rhumatoide...)
> cancer au cours des 3 derniéres annees
e Souffrir d’une maladie thyroidienne non traitée
e Etre claustrophobe
e Etre anémique - Hb <120 g/L
e Créatinine > 100 pmol/L
e Souffrir d'une dysfonction hépatique — AST/ALT > 3 fois la limite supérieure de la normale
e Anomalies de la coagulation sanguine
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e Suivre présentement’:
» Remplacement hormonal (sauf les hormones thyroidiennes a dose stable)
Corticostéroides systémiques
Antipsychotique — médication psycho-active
Anticoagulothérapie
Perte de poids
» Agonistes adrénergiques
e Abus d'alcool ou de drogues connus

o Dépasser le total de radiation admissible annuellement (avoir été soumis a des examens de scan
et/ou tomographie dans la derniére année ou prévoir I'étre) selon le jugement du médecin
impliqué dans 'étude.

e Manque de temps pour participer a I'étude (33 semaines)

e Toutes autres conditions médicales ou psychologiques selon jugement de I'investigateur

Y V YV VY

De plus, si vous étiez sous une médication contre I'hypertension et qu'elle a été arrétée pour la période
de l'étude, vous ne pourrez demeurer dans l'étude si votre pression systolique > 160 mmHg ou
diastolique > 100 au cours d'une des visites de I'étude. Si vous étiez sous une médication contre
I'hyperlipidémie et quelle a été arrétée pour la période de I'étude, vous ne pourrez demeurer dans
Iétude si les LDL-cholestérol > 5 mmol/L a la visite 4. Dans ces 2 cas, I'un des médecins de I'étude vous
réintroduira la médication et vous ne pourrez pas participer a I'etude.

Clause de responsabilité

Si, par la suite de votre participation a cette étude, il survenait un incident attribuable aux interventions
médicales requises, il n'y a pas d’autre type de compensation prévu que ce qui est normalement couvert
par votre assurance-maladie. Le D" Rabasa-Lhoret, le D' Robert Dufour et le D" Pierre Larochelle
disposent des assurances requises a la fois pour leur pratique médicale, leurs activités et procédures de
recherche. Cependant, en signant le présent formulaire vous ne renoncez a aucun des droits garantis
par la loi, ni libérez les chercheurs de leurs responsabilités légales et professionnelles.

Confidentialité

Les sujets participants a cette étude seront identifies par un code numérique spécifique. En aucun
moment votre nom ne sera divulgué. Lors de présentations de résultats a des réunions scientifiques ou
lors de publications, vous serez identifié(e) uniquement par votre code numérique. Le décodage ne
pourra étre fait que par le chercheur principal ou par une personne déléguée par ce dernier. Cependant,
il est possible qu'un délégué du Comité d'éthique de IInstitut de recherches cliniques de Montréal
consulte votre dossier de recherche incluant les données médicales, de méme que votre formulaire de
consentement, afin de s’assurer que I'étude est faite selon le protocole et qu’elle respecte les régles
d’éthique. Avec votre consentement, nous pourrons transmettre les résultats des tests a votre médecin
traitant.

Les échantillons de votre sang seront conservés a I'Institut de recherches cliniques de Montréal, sous la
responsabilité de Drs May Faraj et Rémi Rabasa-Lhoret pour la durée d’analyse et de publication
compléte du projet de recherche (10 ans aprés la fin du projet). En aucun cas, ces échantillons ne
peuvent étre vendus a qui que ce soit (ex. industrie, chercheur).

' Le médecin établira si les médicaments que vous prenez peuvent interferer avec étude. |l vous sera demandeé de
faire imprimer par votre pharmacien votre liste de médicaments et de I'amener avec vous pour la visite médicale.
Ne pas oublier de mentionner les produits naturels que vous prenez car ils peuvent aussi interférer avec l'étude.
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Selon les normes en vigueur, les données doivent étre conservées pour une durée de 10 ans pour fin de
vérification. En cas de l'arrét de I'étude, les échantillons seront détruits et les données déja collectées
conservées pour fin de vérification ultérieure (10 ans).

Liberté de participation et de retrait de I'étude

Votre participation a cette étude est tout a fait volontaire. Vous étes donc libre d’accepter ou de refuser
d'y participer et vous pouvez vous retirer de I'étude en tout temps, sur simple avis verbal, sans que cela
n'affecte les traitements auxquels vous avez droit, ni ne nuise aux relations avec votre médecin. La
chercheuse s'engage a vous faire connaitre tout nouveau développement qui pourrait influencer votre
décision de participer a 'étude. En cas de retrait, toutes les données vous concernant rassemblées au
cours de cette étude pourront étre utilisées et ce afin de garantir l'intégrité de I'étude. Vous pourrez
également demander la destruction de vos échantillons.

Indemnité
Vos frais de déplacement par transport en commun et de stationnement vous seront remboursés. Les

tests effectués seront gratuits pour tous les participants.

Possibilités de commercialisation

L’analyse de votre échantillon sanguin pourrait contribuer a la création de produits commerciaux, par
exemple des médicaments contre I'obésité ou le diabéte. Par contre, méme si par le biais de votre
participation & cette étude vous contribuez a I'élaboration d’un produit, vous ne pourrez en retirer aucun
bénéfice monétaire ou financier.

Personnes-ressources
Vous pouvez obtenir plus de renseignements concernant I'étude ou sur votre participation en
communiquant avec :
- La D® May Faraj au I
- Le Dr Rémi Rabasa-Lhoret au ||} Il Lc Dr Robert Dufour au IR ou le Dr
Pierre Larochelle aul

Vous pouvez obtenir de I'aide médicale 24 heures/24 en téléphonant au service de messages
aux meédecins du CHUM au B Le sevice des messages peut joindre le D' Rabasa-
Lhoret en tout temps. Le Dr Rabasa-Lhoret est aussi joignable par courriel : | RN

S
- La coordonnatrice de I'étude: Annie Tardif au ||| || I roste #IM ou par courriel

.

_ La diététiste de I'étude : Sonia Fortin aul I roste IR

. La D" Madeleine Roy, membre du Comité d'éthique, au |l s @ des questions en
tant que sujet de recherche.
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Consentement

Je déclare avoir pris connaissance du présent formulaire de consentement. Je reconnais que la nature et
le déroulement du projet de recherche m'ont été expliqués, qu'on a répondu a toutes mes questions et
gqu'on m'a laissé le temps voulu pour prendre une décision. Je comprends en quoi consiste ma
participation & cette étude et jaccepte volontairement et librement d'y participer. En signant le présent
formulaire, je ne renonce a aucun de mes droits légaux ni ne libére le chercheur, le médecin, 'hépital ou
le commanditaire de leur responsabilité civile et professionnelle.

Nom du participant

Signature du participant

Date

Je consens a ce que les résultats de cette recherche, qui sont pertinents a mon suivi médical,
soient transmis a mon médecin traitant.

Oui: [ Non: [

Déclaration du chercheur

Jai expliqué la nature, le but, les procédures, les avantages et les risques de la présente étude. J'ai
répondu a toutes les questions qui m'ont été posées. Je crois que le sujet comprend pleinement mes
explications et que son consentement a été donne librement.

D" May Faraj

Nom du chercheur ou D' Rémi Rabasa-Lhoret
ou D" Robert Dufour

ou Dr Pierre Larochelle

Signature du chercheur

Date

Distribution du formulaire de consentement
- Remettre une copie originale au patient.
- Garder une copie originale au dossier de la clinique de I'"RCM.
- Garder une copie originale aux dossiers de la chercheuse.
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